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Loeng koosneb 3. osast

* Apoptoos — programmeeritud rakusurm

e Rakutsukkel —raku eluperiood

e Labivoolutsitomeetria — meetod apoptoosi ja
rakutsukli tuvastamiseks



1. osa — Apoptoos

* Kreeka keelest: apo — ara hoidmine vai -st,
ptosis - kukkumine

* Programmeeritud rakusurm



Rakud on omavahel tihedalt seotud
ning iga rakk koosneb paljudest osadest
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Apoptoos on loomulik protsess

15.5 paeva vana hiire kapp
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Apoptoosi viimane staadium White blood cell

Apoptotic ¢
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Apoptoosi rakusisesed signaalid
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Apoptoosi valine signaal
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Kaivituvad apoptootilised protsessid:
Kromatiini fragmenteerumine
Valkude havitamine
Membraani omaduste muutmine
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Kaspaas ja kaspaaside kaskaad
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. Apoptootiliste protsesside kaivitamine
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Apoptoosi tuvastamine




Kromatiini fragmenteerumine
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Tuneli test

NOEMAL APOPTOSIS
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Fosfatiduulseriini paljastamine
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Membraani labilaskvus
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Fosfatiduulseriini paljastamine ja
membraani labilaskvus. 2 meetodit
koos
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2. 0sa — Rakutsukkel

 Raku elutsukkel — raku eluperiood Gihest
Jagunemisest teiseni
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Rakutsukkel

Mitoos = M-faas

1. Profaas
2. Metafaas
3. Anafaas

4. Telofaas

Interfaas
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Interfaas

« G1 = kasvufaas 1 — rakk kasvab varub
energiat

S = DNA sunteesi faas — rakk
kahekordistab oma genoomi, ehk
sunteesib DNA-t

» G2 = kasvufaas 2 — rakk kontrollib
sunteesitud DNA 0iglust ja varub energiat
jagunemiseks



Mitoos = M-faas

1. Profaas =
prometafaas

2. Metafaas 3. Anafaas

Anaphase
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4. Telofaas



Rakutsukli jooksul muutub DNA
hulk rakus ja uhest rakust saab 2

rakku!!!
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Miks rakutsuklit uurida?

Erinevate kemikaalide, valkude, keskkonnatingimuste
moju rakkude kasvule

Erinevad rakud kasvavad erineva kiirusega — normaalne
rakk vs vahirakk

Erinevate valkude ekspressiooni uurimine soOltuvalt
rakutsuklist



Kuidas tuvastada rakutsuklit?




DNA/RNA fluorestsentsvarvid

* Propidium lodide

« Ethidium Bromide

 Hoechst dyes

« Acridine Orange

* Mithramycin, Chromomycin

e 7 Aminoactinomycin D (7AAD)
« Diamino-2-phenylindole (DAPI)
e Syto 9
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Fluorestsents ja fluorestseeruvad
molekulid

Fluorestsents on nano
sekundite kusimus
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Rakutsukli jooksul muutub DNA
hulk rakus!!!
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Kuidas tuvastada margistatud DNA
hulka rakus?

Fluorestsentsmikrnelnan \/
+ tarkvara olutsutomeetria

A

Voimalik, kuid aeglane alik, kiire ja mugav
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Mis on labivoolutsutomeetria, ehk
flow cytometry?

CYTOMETRY Labivoolutsiitomeetria on
tehnoloogia, mida
cyto metry kasutatakse osakeste
\ / analtusimiseks ja nende
fuusiliste omaduste

cell measurement kirjeldamiseks

= measure cells



Labivoolutsutomeetria
TUMRIs

Becton Dickinson
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FacsCalibur | FacsAria |




Miks see masin hea on?

“Hello Kitty”™ mikroskoop



Loendamise koht

Labivoolutsutomeetri pohimote
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Hudrodunaamiline
fokusserimine

Klvetti tulevad erineva réhuga vedelikud!

Central core

Katevedelik

BD Madal kiirus Kbrge kiirus
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Rakke leitakse ulesse suhtelise
suuruse ja suhtelise granulaarsuse
jargi

Korval hajuvus (side scatter,
SSC) rakkude suhteline
granulaarsus

¥/ s
] L
(R cdigh Otsene hajuvus
Pealelange / J.; : (forvard scatter, FSC
v valgus 3 rakkude suhteline

R suurus

ﬁ%

%

\

"



Rakke leitakse ulesse suhtelise
suuruse ja suhtelise granulaarsuse
jargi
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number of events

FACSI andmete esitamine
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-

emitted fluorescent
: : light energy (peak
. i »  emission: 520 nm)

fluorescence intensity

FITCi asemel voib ka DAPI olla!



FACSI andmete esitamine

Punktdiagramm (Dot plot)
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Kusimused?



Tagasi rakutsukli juurde!
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Kuidas naeb valja rakutsukli pilt?
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DNA hulk rakus, DAPI fluorestsentsi intensiivsus
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Parmirakkude rakutsukkel:
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MEF

NIH 3T3

DAPI
(DNA hulk)

MES

(Ade spnypjed Jys arsnwpuns)



Rakkude sunkroniseerimine — et saada uhes rakutsukli faasis olev rakupopulatsioon

DNA sunteesi inhibeerimine erinevate rakkude néljutamine
kemikaalidega

rakkude sootmele ei lisata

aminopterin seerumit

thymidine
hudroksuuurea
cytosine arabinoside

24 h ilma seerumita olnud rakud
kogunevad G1 faasi

rakutstkkel peatub enamasti S-faasis
ning rakud jaavad ellu

DNA-e kahjustuse tekitamine:

UV-kiirgus

reaktiivsed hapnikuuhendid

kamptotetsiiniga (cpt)- rakud peatuvad G2 faasis



Tuupiline DNA tulpdiagramm
(histogram)

Stundmuste arv

Fluorestsentsi intensiivsus
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