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Abstract

SLAMA, P:: Application of Western Blot for detection of neutrophil apoptosis-related proteins. Acta univ. agric. et
silvic. Mendel. Brun., 2009, LVII, No. 1, pp. 97-104

The aim of this study was to evaluate suitability of using Western Blot for detection of neutrophil apo-
ptosis and neutrophil apoptosis-related proteins, respectively. Neutrophils were isolated from blood
of healthy adult donors and incubated with G-CSF (granulocyte colony stimulating factor), GM-CSF
(granulocyte-macrophage colony stimulating factor), ATP (adenosine triphosphate) and FMLP (N-
formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine). The neutrophils were incubated 4, 8 and 20 hours at 37 °C.
In this assay, an expression of Mcl-1 (myeloid cell leukemia 1), XTAP (X-linked inhibitor of apoptosis)
and gelsolin was analysed by Western Blot method. The results showed that Western Blot is a suitable
method for detection of neutrophil apoptosis-related proteins and detection of neutrophil apoptosis,

respectively.

Western Blot, neutrophil, apoptosis, cytokines, Mcl-1, XTAP, gelsolin

Neutrofilni granulocyty (neutrofily) pfedstavuji
vyznamnou komponentu nespecifického obran-
ného systému organismu viiéi bakteridlni infekei,
tvofi prvni linii bun&éné obrany proti vnikajicim
mikroorganismtm (Paape et al., 2003). V krvi pfezi-
vaji neutrofily pouze n€kolik hodin. Z krve vycesto-
vévaji do tkédni, kde plni své funkce a poté podléhaji
apoptoéze (Fadeel et al., 1998). Spontinni apoptéza
neutrofilt je oddalovana nebo urychlovina za pfi-
tomnosti rfiznych ¢initelt, napf. cytokint, jako jsou
G-CSF, GM-CSF a TNF-a (Avdi et al., 2001; Epling-
Burnette et al., 2001; Hasegawa et al., 2003; Sakamoto
etal., 2003; Derouet et al., 2004). Modulace apoptézy
neutrofilii cytokiny mtize byt dzce spjata s prabé-
hem zan&tu. Mechanismy, kterymi cytokiny uplat-
fuji proapoptoticky nebo protiapoptoticky wéi-
nek na neutrofily, viak nejsou zcela znamy. Je viak
znamo, ze se v t&€chto procesech uplatiuji nekteré
proteiny, které souviseji s apoptézou bunék (Hase-
gawa et al., 2003; Kato et al., 2006; Kato et al., 2008).

Proteiny souvisejici s apoptézou bunék se daji
rozdélit do ndsledujicich skupin. Skupina Bcl-2 pro-
teinti (Mcl-1, A1, Bcl-X, a Bax), IAP proteiny (XIAP,
cIAP1, cIAP2 a survivin) (Moulding et al., 1998;
Epling-Burnette et al., 2001; Kobayashi et al., 2002;
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Hasegawa ctal., 2003; Kato etal., 2006) a gelsolin (Oh-
tsu et al., 1997; Koya et al., 2000; Silacci et al., 2004).

Skupina Bcl-2 proteini hraje tstfedniroli ve zpro-
stfedkovani proapoptotickych a antiapoptotickych
signélt. Kli¢ovym mechanismem, kterym tyto pro-
teiny zprostifedkovéavaji apoptézu, je regulace uvol-
fiovani mitochondridlniho cytochromu c¢. Cyto-
chrom c je kofaktorem pfi aktivaci kaspazy-9, ktera
aktivuje efektor kaspaz, veetné kaspazy-3. Proapop-
totické Bcl-2 proteiny podporuji uvoliiovani cy-
tochromu ¢, zatimco antiapoptotické proteiny za-
braniuji transportu cytochromu ¢ z mitochondrii
(Adams a Cory, 1998; Antonsson a Martinou, 2000).
G-CSF zvy3uje expresi Al (Chuang et al., 1998) a sni-
Zuje expresi Bax (Dibbert et al., 1999), déle pak GM-
CSF zvy3uje expresi Mcl-1 (Moulding et al., 1998;
Moulding et al., 2001; Epling-Burnette et al., 2001)
a snizuje expresi Bax-a, zatimco TNF-a sniZuje ex-
presi Bel-X, (Weinmann et al., 1999).

Bylo zjisténo, ze IAP proteiny inhibuji pfimou
cestou kaspdzu-3 a kaspdzu-7 a inhibuji aktivaci
prokaspézy-9 (LaCasse et al., 1998; Deveraux a Reed,
1999). U huménnich neutrofild dochdzi k expresi
XIAP, cIAP1 a cIAP2. Exprese cIAP2 je u neutrofild
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zvySovana stimulaci prostfednictvim G-CSF skrze
aktivaci JAK2-STAT?3 drahy (Hasegawa et al., 2003).

Gelsolin je protein patfici do skupiny ,gelsolin
superfamily proteins“. Tato skupina proteintt ma
né&kolik zdstupct (gelsolin, villin, adseverin, capG,
advillin, supervillin a flightless), aviak doposud byla
prokazdna pouze tcast gelsolinu v procesu apop-
tézy (Silacci et al., 2004).

Detekci apoptézy bunék je vhodné provadét ale-
spoil dv€ma nezéavislymi technikami, coz zajistuje
objektivné&jsi posouzeni incidence tohoto procesu
(Darzynkiewiczetal., 1992; Vermes etal., 2000; Slama
etal., 2006). Detekce vyse zminénych proteint, jejich
exprese a degradace, mtize hrét roli p¥i objektivizaci
detekce apoptézy. Jednou z metod, kterd se pouziva
pro detekci proteint, je metoda Western Blot. Jedna
se o metodu hojn& pouzivanou v molekuldrni bio-
logii. Jevi se jako metoda, kterd je vhodna pro roz3i-
feni skaly metod, prostfednictvim kterych se zjistuje
apoptéza neutrofilti.

Z vyse uvedenych diivodt bylo cilem prace zjistit
vhodnost pouziti metody Western Blot pro detekei
apoptézy neutrofildi, respektive proteint souviseji-
cich s apopt6zou neutrofila.

MATERIALA METODY

Priprava neutrofilti

Humaénni krev byla ziskdna od péti zdravych do-
sp&lych dérca. Neutrofily byly izoloviny z krve
metodou dle Hasegawa et al. (2003) sedimentaci
pouzitim dextranu, centrifugaci s Conray-Ficoll
(Mallinckrodt, St. Louis, USA) a hypotonickou ly-
zou kontaminujicich erytrocytt. Buriky byly resus-
pendovany v HBSS. Frakce neutrofilt obsahovala >
98% neutrofilti.

Experimentalni uspoiradani

Neutrofily (2 x 10%/ml) byly inkubovany s rekom-
binantnimi huménnimi G-CSF (50ng/ml) a GM-
CSF (5ng/ml) (Scherling-Plough, Osaka, Japonsko),
ATP (250pM) a FMLP (107M) (Sigma Chemical, St.
Louis, USA). Inkubace probihala 4, 8 a 20 hodin pfi
teploté 37 °C. Bylasledovéna exprese proteint Mcl-1
(rabbit polyclonal antibody against Mcl-1, BD Phar-
Mingen, San Diego, USA), XTAP (mouse monoclonal
antibody against XTAP, BD Transduction Laborato-
ries, San Diego, USA) a gelsolin (mouse monoclonal
antibody against gelsolin, Sigma Chemical, St. Louis,
USA) metodou Western Blot.

Metoda Western Blot

Western blotting byl proveden metodou dle Hase-
gawa et al. (2003). Buriky byly fixoviny 10% TCA
(Wako, Tokio, Japonsko) jako prevence proteolyzy
granuldrnimi enzymy b&hem pfipravy bunééného
lyzétu a byly promyty acetonem obsahujicim 10mM
dithiotreitolu. Dale byly buiiky lyzovany pufrem,
ktery obsahuje 2% SDS, 10% glycerolu, 5% 2-mercap-
toethanolu a stopové mnozstvi bromophenol blue
dye v 62,5mM Tris-HCI (pH 6,8). Poté byly neutrofily

povafeny po dobu 5 minut. Vzorky byly podrobeny
gelové elektroforéze (4-20% SDS). Po elektroforéze
byly proteiny pFeneseny (opé&t elektorforeticky) z gelu
na nitrocelul6zovou membranu. Membrany byly in-
kubovény s prislusnymi primarnimi a sekundarnimi
protilatkami konjugovanymi HRP a komplex protila-
tek byl vizualizovdan metodu ECL (Enhanced chemi-
luminiscence Western Blotting system, Amersham
Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, Anglie). Den-
zita band? byla zjistovdana programem Image Gauge
3.2 (FujiFilm, Tokio, Japonsko).

Statistika

Denzita bandt byla vyjadiena procenticky, byl
stanoven primér a smérodatnd odchylka denzity
bandt. Statistickd vyznamnost byla zjistovdna pa-
rovym t-testem. Data byla zpracovdna programem
STATISTIKA 7.1 (StatSoft CR, s. r. 0., Praha, Ceska
republika).

VYSLEDKY A DISKUSE

Apoptéza bunék je proces, ktery je mozné zji3-
tovat velkou 3kilou metod. Volba spravnych metod
hraje kli¢ovou roli pro objektivni posouzeni tohoto
procesu (Sgonc a Gruber, 1998; Willingham, 1999;
Stadelmann a Lassmann, 2000; Otsuki et al., 2003;
Slama et al., 2006).

Pfi odhalovéni procesu apoptézy neutrofilt pro-
stfednictvim detekce proteint souvisejicich s apop-
tézou se jevi jako velmi vhodné detekovat alespori
jeden protein z kazdé ze tii skupin t&chto proteintl
(Bcl-2, TAP, ,gelsolin superfamily proteins®), pro-
toze kazda skupina téchto proteinti ma svoje spe-
cifika (Deveraux a Reed, 1999; Edwards et al., 2004;
Silacci et al., 2004). Do experimentu byli zvoleni na-
sledujici zastupci vyse zmin&nych skupin proteini:
Mcl-1, XTAP a gelsolin, které byly analyzovany meto-
dou Western Blot.

Jak je z Obr. 1 patrné, dochazi k degradaci proteinu
Mcl-1 v zdvislosti na €ase, coz je vidét jak u kontroly,
tak u pokusnych vzorka, déle pak v zévislosti na pou-
zitych Cinitelich. Degradace Mcl-1 je tizce spjatas apo-
ptézou neutrofilt (Kato et al., 2006). Z denzity bandl
(Obr. 2) je zfetelny G¢inek G-CSF a GM-CSF na oddé-
leni apoptézy neutrofilt. Byl zaznamenan statisticky
prikazny rozdil (P < 0,05) mezi kontrolou a vzorky
s G-CSF a GM-CSF po 20 hodinéch inkubace. G-CSF
a GM-CSF maji antiapoptoticky efekt na humanni
neutrofily. G-CSF zprostfedkovany antiapoptoticky
G¢inek je zcela zévisly na syntéze proteint (Sakamoto
et al., 2003). GM-CSF m4 antiapoptoticky d&inek
na humanni neutrofily jak indukei syntézy Mcl-1, tak
jeho stabilizaci. Stabilizace Mcl-1 indukovana GM-
CSF je zprosttedkovéna aktivaci ERK a PI3K (Derouet
et al.,, 2004). GM-CSF zvy3uje expresi Mcl-1 (Moul-
ding et al.,, 1998; Moulding et al., 2001; Epling-Bur-
nette etal., 2001). Degradace proteinu Mcl-1 se tak jevi
jako vhodny marker apopt6zy neutrofil .

Z Obr. 3 je zfejmé, Ze dochézi k degradaci XIAP
v zavislosti na €ase a pouzitych €initelich. Zaroven
s degradaci tohoto proteinu (degradace proteinu je
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1: Exprese proteinu Mcl-1 detekovand metodou Western Blot. Inkubacni doba 0, 4, 8 a 20 hodin. K - kontrola (suspenze neu-
trofilii), d@’le pak jednotlivé vzorky: G — G-CSF (50ng/ml), GM - GM-CSF (5 ng/ml), A - ATP (250 M) a F - FMLP
(10-7M). Sipky ukazuji na bandy zndzoriiujici expresi proteinu Mcl-1 u jednotlivijch vzorkii.
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2: Denzita bandii proteinu Mcl-1 zjistovand programem Image Gauge 3.2. K - kontrola
(suspenze neutrofilii), ddle pak jednotlivé vzorky: G - G-CSF (50ng/ml), GM - GM-
CSF(5ng/ml), A- ATP (250 uM) a F- FMLP (107 M). Inkubacni doba 0,4, 8 a 20 ho-
din. Za 100 % byla brdna denzita bandu u kontroly v casovém bodéO0.
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3: Exprese proteinu XTAP detekovand metodou Western Blot. Inkubacni doba 0, 4, 8 a 20 hodin. K - kontrola (suspenze neu-
trofilit), ddle pak jednotlivé vzorky: G - G-CSF (50 ng/ml), GM - GM-CSF (5 ng/ml), A - ATP (250uM) a F - FMLP
(1077M). Na obrdzku jsou vidét bandy zndzoriiujici expresi proteinu XTAP u jednotlivych vzorki. Sipka ukazuje fragment,

kteryj je markerem apoptozy.

doloZena denzitou bandiina Obr. 4) se objevuje jeho
fragment, ktery vytvaii samostatny band (Obr. 3),
ktery jasné& ukazuje nastupujici apoptézu neutrofil @

predeviim po 20 hodinéach inkubace. Cim je tento

pulaci neutrofild. Pfi detekci XIAP je tak apoptéza
neutrofiltt metodou Western Blot je3té Citeln&jsinez
u proteinu Mcl-1. Degradace XTAP se mtiZe tastnit
v procesu spontanni apoptézy neutrofiltia zhordend
degradace tohoto proteinu je spojena s prodlouze-
nim p¥ezivani neutrofilt, napf¥iklad p¥i chronickych

myeloidnich leukémiich (Kobayashi, et al., 2002;
Hasegawa et al., 2003).

Také pti detekei gelsolinu dochézi ke snizovani
denzity bandti v zavislosti na ¢ase a pouzitych ¢inite-
lich (Obr. 5 a 6) a vytvaieji se dal3i bandy (fragmenty),
které jsou markerem apoptézy. Vznik fragmentu,
ktery by se dal oznacit jako ,apoptoticky band*, za-
znamenali u humdnnich neutrofilé Suzuki et al.
(2001) a Kato et al. (2008). Ke vzniku tohoto bandu
dochézi diky rozstépeni daného proteinu (Suzuki
etal., 2001; Kato et al., 2008).
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Jak je z vysledka zfejmé, metoda Western Blot je  trofilti. Stdva se tak dal3i vyznamnou metodou stu-
velmi vhodnd pro detekci proteintt souvisejicich — dia apoptézy neutrofilt.. Také v oblasti veterindrni
s apoptézou neutrofild (Mcl-1, XTAP, gelsolin), tzn.  mediciny by se mohla stat bézn& pouzivanou meto-
Ze je vhodnd i pro posouzeni vyskytu apoptézy neu-  dou pro detekei apoptézy neutrofili.
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4: Denzita bandii proteinu XIAP zjistovand programem Image Gauge 3.2. K - kontrola
(suspenze neutrofilii), ddle pak jednotlivé vzorky: G — G-CSF (50ng/ml), GM - GM-
CSF(5ng/ml), A- ATP (250 uM) a F- FMLP (107 M). Inkubacni doba 0,4, 8 a 20 ho-
din. Za 100 % byla brdna denzita bandu u kontroly v casovém bodé 0.
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5: Exprese proteinu gelsolin detekovand metodou Western Blot. Inkubacni doba 0, 4, 8 a 20 hodin. K - kontrola (suspenze
neutrofilii), ddle pak jednotlivé vzorky: G - G-CSF (50 ng/ml), GM - GM-CSF (5 ng/ml), A - ATP (250 uM) a F - FMLLP

(10-7M). Na obrdzku jsou vidét bandy zndzoriujici expresi proteinu gelsolin u jednotlivich vzorkii. Sipka ukazuje fragment,
ktery je markerem apoptozy.
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6: Denzita bandii proteinu gelsolin zjistovand programem Image Gauge 3.2. K - kontrola
(suspenze neutrofilii), ddle pak jednotlivé vzorky: G - G-CSF (50ng/ml), GM - GM-
CSF(5ng/ml), A- ATP (250 M) a F- FMLP (107 M). Inkubacni doba 0,4, 8 a 20 ho-
din. Za 100 % byla brdana denzita bandu u kontroly v casovém bodé 0.
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SOUHRN

Préce byla zamé&Fena na zjisténi vhodnosti pouziti metody Western Blot pro detekei proteint souvi-
sejicich s apoptézou neutrofild, jako dopliikové metody pro detekei apoptézy neutrofilt. Neutro-
fily byly izolovany z huménni krve péti zdravych dospélych darct. Dile byly inkubovany s G-CSF
(50ng/ml), GM-CSF (5ng/ml), ATP (250 nM) a FMLP (107 M). Inkubace probthala 4, 8 a 20 hodin p¥i
teplot& 37°C. Byla sledovana exprese proteinti Mcl-1, XTAP a gelsolin. V experimentech dochéze-
lo k degradaci proteinu Mcl-1 v zavislosti na ¢ase jak u kontrolnich vzorkd, tak u pokusnych vzor-
ka, ddle pak v zavislosti na pouzitych ¢initelich. G-CSF a GM-CSF oddaluji apoptézu neutrofilt, coz
dobfe doklddd denzita bandi proteinu Mcl-1. Detekce exprese proteinu Mcl-1 se jevi jako vhodny
marker apoptézy neutrofilt. K degradaci XTAP dochézelo také v zavislosti na ¢ase a pouzitych ¢ini-
telich. Zaroveri s degradaci tohoto proteinu se objevil jeho fragment, ktery vytvérel samostatny band,
ktery zieteln& ukazuje nastupujici apoptézu neutrofiléi pfedeviim po 20 hodinach inkubace. Cim je
tento band vyrazné&jsi, tim intenzivné&jsi je apoptéza neutrofilt. Také pii detekei gelsolinu dochézelo
ke snizovéani denzity bandii v zavislosti na ¢ase a pouzitych ¢initelich a vytvarely se dal3i bandy (frag-
menty), které jsou markerem apoptézy.

Jak je z vysledkt zFejmé, metoda Western Blot je velmi vhodna pro detekei proteint souvisejicich
s apoptézou neutrofilt (Mcl-1, XTAP, gelsolin), tzn. Ze je vhodnd i pro posouzeni vyskytu apoptézy
neutrofild. Stava se tak dal3i vyznamnou metodou studia apoptézy neutrofild.

Western Blot, neutrofil, apoptéza, cytokiny, Mcl-1, XIAP, gelsolin

SUMMARY

The present study was focused on the evaluation of Western Blot method for detection of neutrophil
apoptosis-related proteins as a supplenemted method for detection of neutrophil apoptosis. Neu-
trophils were isolated from blood of five healthy adult donors and incubated with G-CSF (50ng/ml),
GM-CSF (5ng/ml), ATP (250uM) and FMLP (107 M). The neutrophils were incubated 4, 8 and 20
hours at 37°C. An expression of Mcl-1, XTAP and gelsolin was detected in the study by Western Blot
method. The results showed that the degradation of Mcl-1 is depended on time and agents. The fact
thatthe G-CSFand GM-CSF delay neutrophil apoptosis was documented by density of protein bands.
Degradation of XTAP also depended on time and agents. The fragmentation of this protein was pre-
sented as a separated band during the incubation. This band is a marker of neutrophil apoptosis. Al-
most the same band arised during detection of gelsolin and showed apoptosis of neutrophils too.
These results indicate Western Blot as a suitable method for detection of neutrophil apoptosis-related
proteins, i.e. this method is suitable for examination of neutrohil apoptosis incidence.

Podékoviani patii prof. Seiichi Kitagawa a Dr. Takayuki Kato za odborné vedeni p¥i stdzi na Depart-
ment of Physiology, Osaka City University Medical School, kde jsem mé&l moznost studovat meto-
du Western Blot v souvislosti s apopt6zou neutrofilti. Déle bych chtél podékovat Japan Society for
the Promotion of Science za finan¢ni podporu b&hem této stdze.
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Seznam zkratek

ATP - adenosine triphosphate

Bax — Bcl-2-associated X

Bcl-2 - B cell lymphoma 2

Bcl-X, —basal cell lymphoma-extra large

cTAP1 - cellular TAP1

cTAP2 - cellular TAP2

capG - macrophage capping protein

ECL - enhanced chemiluminiscence

ERK - extracellular signal-regulated kinase

FMLP - N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine
G-CSF - granulocyte colony stimulating factor
GM-CSF - granulocyte-macrophage colony stimulating factor
HBSS - Hanks " balanced salt solution

HRP - horseradish peroxidase

IAP - inhibitor of apoptosis

JAK2 - Janus kinase 2

Mcl-1 - myeloid cell leukemia 1

PI3K - phosphatidylinositol 3-kinase

SDS - sodium dodecyl sulfatu

STAT?3 - signal transducer and activator of transcription 3
TCA - trichloracetic acid

TNF-o - tumor necrosis factor-alpha

XTIAP - X-linked TAP
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