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Kaspaasit ovat ryhmid proteaaseja, jotka pilkkovat kohdeproteiinejaan tietyn aminohapon
kohdalta. Niilld on aktiivisessa keskuksessaan kysteiinid sisdltdvd sivuketju, joka toimii
nukleofiilind peptidisidoksen hydrolyysissd. Kaspaasit osallistuvat muun muassa solujen
tasapainon ylldpitoon, ja niitd pidetddnkin apoptoosin biomarkkereina. Apoptoottisten
kaspaasien liséksi on olemassa my0s tulehduksellisia kaspaaseja. Monet sairaudet liittyvét
kaspaasien ja apoptoosin epdnormaaliin toimintaan. Siksi kaspaasit ovatkin potentiaalinen
ladkekohde, ja niille on kehitetty erilaisia peptidi-, pienmolekyyli- ja allosteerisia
inhibiittoreita.

Monet fluoresenssiin perustuvat kaspaasien aktiivisuuden havainnointiin kéaytettavat
menetelmit hyddyntavit Forsterin resonanssienergiansiirtoa (FRET), jossa energiaa siirtyy
sateilemittomasti  virittyneeltd donorilta akseptorille. Energiansiirto tapahtuu dipoli-
dipolivuorovaikutusten avulla, kun donori ja akseptori ovat riittdvan ldhelld toisiaan, ja kun
donorin emissiospektri on osittain pééllekkdinen akseptorin absorptiospektrin kanssa.
Kaspaasien havainnointiin kdytettavit FRET-koettimet sisdltdvat tietylle kaspaasille spesifin
peptidisekvenssin, johon on konjugoitu donori- ja akseptorimolekyylit vastakkaisiin péihin.
Kaspaasin pilkkoessa peptidin donorin ja akseptorin vilinen etdisyys kasvaa, mikd voidaan
havainta joko donorin fluoresenssin kasvuna tai akseptorin fluoresenssin laskuna.

Kaspaasien havainnointiin voidaan soveltaa myds aggregaation aiheuttamaa emissiota (AIE),
jossa fluoresoivan molekyylin kasautuminen aiheuttaa fluoresenssin kasvua. AIE-koettimessa
on peptidi, jonka proteaasi voi tunnistaa ja pilkkoa, mikd johtaa lopulta AIE-molekyylien
aggregaatioon ja siten fluoresenssiin. Lisdksi kaspaaseja voidaan havainnoida fluorokromeilla
leimatuilla inhibiittoreilla, jotka sitoutuvat suoraan aktivoituneen kaspaasin aktiiviseen
keskukseen.

Avainsanat: Kaspaasit, fluoresenssi
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1. Johdanto

Kaspaasit ovat ryhmé proteaaseja, jotka pilkkovat proteiineja tietyn asparagiinihapon kohdalta.
Niilld on aktiivisessa keskuksessaan kysteiinid sisdltdvé sivuketju, joka toimii nukleofiilind
peptidisidoksen hydrolyysissd.[1], [2] Kaspaasit eivdt kokonaan hajota proteiineja, vaan

pilkkovat ne sopivista kohdista [2].

Kaspaasit osallistuvat apoptoosiin, pyroptoosiin ja nekroptoosiin, jotka ovat erilaisia
solukuoleman tyyppeja [3]. Monet sairaudet liittyvit kaspaasien ja apoptoosin epanormaaliin
toimintaan [4]. Kaspaasien puutteellinen aktiivisuus voi johtaa hiiriintyneiden solujen
lisddntymiseen ja siten esimerkiksi kasvainten ja syovdn muodostukseen. Ylenmadirdinen
aktiivisuus voi puolestaan johtaa esimerkiksi hermoston rappeutumiseen liiallisen
solukuoleman vuoksi.[1] Siksi kaspaasit ovatkin potentiaalinen lddkekohde, ja niille on

kehitetty erilaisia peptidi-, pienmolekyyli- ja allosteerisia inhibiittoreita [5].

Monet fluoresenssia mittaavat kaspaasien aktiivisuuden havainnointimenetelmit perustuvat
proteiinin pilkkoutumiseen. Havainnointiin voidaan kéyttdd myos fluorokromeilla leimattuja
inhibiittoreita, jotka sitoutuvat aktivoituneen kaspaasin aktiiviseen keskukseen. Télld hetkelld
proteiinin pilkkoutumiseen perustuvat menetelmaét vaikuttavat tarkemmilta, ja niilld voidaan

paremmin tunnistaa yksittdisid kaspaaseja inhibiittorikoettimiin verrattuna.

2. Kaspaasit

2.1. Kaspaasityypit
Kaspaasit jaetaan tulehduksellisiin ja apoptoottisiin  kaspaaseihin. Rakenteen ja
aktivaatiomekanismien perusteella apoptoottiset kaspaasit voidaan jakaa edelleen
aloitteentekijdkaspaaseihin (engl. initiator caspases) ja toimeenpanijakaspaaseihin (engl.
effector caspases). Aloitteentekijakaspaaseja ovat kaspaasi-2, -8, -9 ja -10.
Toimeenpanijakaspaaseja ovat puolestaan kaspaasi-3, -6 ja -7. Yleisesti kaspaasit koostuvat
kolmesta domeenista, joita ovat ns. prodomeeni aminoterminaalipdéssd, suuri alayksikko ja
pieni alayksikko. Aloitteentekijékaspaaseilla on prodomeenin alueella aminoterminaalipddssa
joko CAR-domeeni (engl. caspase recruitment domain) tai DE-domeeni (engl. death effect
domain). CAR- ja DE-domeenit ikdén kuin ohjaavat kaspaasin oikeaan paikkaan, jolloin se voi
aktivoitua. Kaspaasin aktivoiva vuorovaikutus tapahtuu siis ndiden domeenien kautta. [3]

CAR-domeeni on kaspaasi-2:lla ja -9:11a, ja DE-domeeni on kaspaasi-8:lla ja -10:114.



Toimeenpanijakaspaaseilla prodomeeni on lyhyempi, eiki niilld siis ole prodomeenin alueella

CAR- tai DE-domeenia aloitteentekijikaspaasien tavoin. [4]

Tulehduksellisia kaspaaseja ovat kaspaasi-1, -4, -5, -12 ja -13. Kaspaasi-8 voidaan luokitella
sekd apoptoottiseksi ettd tulehdukselliseksi. Toisin kuin apoptoottisilla kaspaaseilla,
tulehduksellisilla kaspaaseilla on pitkd CAR-domeeni. Tulehduksellisten kaspaasien tehtdvé on
nimensd mukaisesti sdddelld solun tulehdustilaa.[4] Tulehdustilan sédtely voi johtaa
pyroptoosiin, eli tulehduksen aiheuttamaan solukuolemaan. [6] Ihmiselld esiintyvien

kaspaasien ominaisuuksia ja rakenteita on esitelty tarkemmin taulukossa 1.

Taulukko 1. Kaspaasien luokittelu ja yksinkertaistettu rakenne: L=suuri alayksikko, S=pieni

alayksikko. Mukailtu artikkelista [4].

Kaspaasi Domeenin rakenne Luokittelu Tunnistussekvenssi
2 NH>—CAR—L—S—COOH Aloitteentekija ~ VDVAD
3 NH>— L—S—COOH Toimeenpanija ~ DEVD
,2 6 NH>— L—S—COOH Toimeenpanija ~ VQVD
g 7 NH>— L—S—COOH Toimeenpanija ~ DEVD
s 9 NH,>—CAR— L—S—COOH Aloitteentekiji  (W/L)EHD
=< 10 NH,—DE—DE— L—S—COOH Aloitteentekiji =~ LEHD
8 NH>— DE—DE— L—S—COOH Aloitteentekija ~ LETD
- 1 NH,— CAR— L—S—COOH Aloitteentekija ~ WEHD/YVAD
';f 4 NH>— CAR— L—S—COOH Aloitteentekija ~ (W/L)EHD/LEVD
= 5 NH,— CAR— L—S—COOH Aloitteentekiji  (W/L)EHD
E 12 NH,— CAR— L—S—COOH Aloitteentekija ~ WEHD
= 13 NH,— CAR— L—S—COOH Aloitteentekiji ~ WEHD

2.2 Kaspaasien ja apoptoosin aktivaatio ja toimintamekanismit

Prokaspaasi on kaspaasin inaktiivinen muoto solussa. Sen aktivoituminen vaatii proteiinin
pilkkoutumisen tietyn asparagiinihappoa sisédltdvian sivuketjun kohdalta, prodomeenin ja
alayksikoiden vilistd. Aktiivinen kaspaasi on tetrameeri, joka muodostuu kahdesta
heterodimeeristd. Heterodimeerissd on suuri ja pieni alayksikkd. [7] Aloitteentekijékaspaasit
ovat solussa inaktiivisina monomeereind. Niiden aktivaatio tapahtuu ensin dimerisaation ja
sitten kautta.  Pilkkoutuminen ei  kuitenkaan ole

pilkkoutumisen pakollista

aloitteentekijdkaspaasin katalyyttisen aktiivisuuden saavuttamiseksi, silli jo dimerisaatio
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paljastaa sen aktiivisen keskuksen (kuva 1A). Aloitteentekijakaspaasin aktivoituminen on siis
kaksivaiheinen prosessi, ja vasta sen pilkkoutuminen aiheuttaa peruuttamattomasti apoptoosin.
Dimerisaatio on sen sijaan mahdollista peruuttaa. Toimeenpanijakaspaasit ovat puolestaan
solussa inaktiivisina dimeereind, ja niiden aktivaatio tapahtuu yksivaiheisena pilkkoutumisen

kautta. (Kuva 1B). [8]
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Kuva 1. A) Aloitteentekijikaspaasin aktivoituminen kaksivaiheisesti dimerisaation ja
pilkkoutumisen  kautta. B) Toimeenpanijakaspaasin  aktivoituminen  yksivaiheisesti
pilkkoutumisen kautta. Mukailtu artikkelista [8].

Apoptoosi voi kdynnistyd joko solun sisédiselld tai ulkopuolisella aktivaatiolla. Solun sisdinen
aktivaatio voi johtua esimerkiksi DNA:n vaurioista, solun sisdisestd epdtasapainosta tai
sadtelyhairiostd. Solun ulkopuolinen aktivaatio puolestaan aiheutuu kuolonreseptoriin (engl.

death reseptor, DR) sitoutuvasta ligandista. [6]

Solun sisdiseen apoptoosin aktivoitumiseen osallistuu aloitteentekijdkaspaaseista vain
kaspaasi-9 [9]. Solun sisdisessd aktivaatiossa mitokondrion ulommaisen kalvon hajoaminen
kdynnistdd apoptoosin ja sytosoliin pddsee mitokondriosta proteiineja. Niistd apoptoosin
kannalta tarkeitd ovat Apaf-1 (engl. apoptotic protease activating factor 1) ja sytokromi C, joita
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tarvitaan apoptosomin muodostamiseen.[6] Apoptosomi puolestaan aktivoi prokaspaasi-9:n.
[3] Apaf-1-proteiinin CAR-domeeni kiinnittyy aktiivisen kaspaasi-9:n prodomeeniin.[9], [10]
Aloitteentekijakaspaasin tarkoitus on aktivoida toimeenpanijakaspaasi, mikd tapahtuu niin

ikddn vuorovaikutuksessa toimeenpanijakaspaasin prodomeenin kanssa [9].

Solun ulkopuoliseen apoptoosin aktivaatioon osallistuvat aloitteentekijakaspaaseista kaspaasi-
8 ja -10. Solun ulkopuolinen apoptoosin aktivaatio alkaa kuolonreseptoreista, joita ovat
esimerkiksi TNFR1- (engl. tumor necrosis factor reseptor), Fas- ja TRAIL (engl. TNF-related
apoptosis induced ligand) -reseptorit. Reseptoreilla on spesifit ligandit, joiden liittyminen
reseptoriin aiheuttaa sen oligomerisoitumisen. Reaktioon liittyy vield adapteriproteiineja,
esimerkiksi TRADD (engl. TNFR1-associated death domain protein) tai FADD (engl. Fas-
associated death domain protein). [6] Lisdksi prokaspaasi-8 ja prokaspaasi-10 littyvit
kompleksiin. Namé4 muodostavat ns. kuolemaan johtavan signalointikompleksin (engl. death-

inducing signaling compex, DISC). [3], [6]

Kaspaasien aktivointia sditelee kaspaasinkaltainen FLIP-proteiini (engl. FLICE-like inhibitory
protein), joka on myds mukana kompleksissa. FLIP-proteiini ja kaspaasi ovat
vuorovaikutuksessa toistensa kanssa, koska molemmilla on DE-domeeni.[11] Korkea FLIP-
proteiinin pitoisuus suhteessa inaktiiviseen prokaspaasi-8:aan estdd prokaspaasi-8:n
muuntumista aktiiviseen muotoonsa. Talloin FLIP-proteiinin vaikutus siis inhiboi apoptoosin.
Toisaalta FLIP-proteiinin matala pitoisuus antaa prokaspaasi-8:lle vallitsevan aseman, jolloin

se voi aktivoitua.[11]

Solun  ulkopuolisen  apoptoosin  sdidtelyyn  osallistuu  myds niin  kutsuttu
reseptorivuorovaikutteinen proteiinikinaasi eli RIPK1-proteiini. [6] TNFRI-reseptorista
alkava apoptoosin signalointi atheuttaa FADD-adapteriproteiinin ja prokaspaasi-8:n liittymisen
signalointikompleksiin. Signalointi aktivoi my0s NF-kB-faktorin (engl. nuclear factor-xB),
joka edesauttaa solun selviytymistd. TNFR1-reseptorin signalointireitti siséltdd kaksi eri
kompleksia, kompleksit 1 ja 2. Kompleksi 1:ssd on TNFR1-, TRADD- ja RIPK1-proteiinit.
Kompleksi aktivoi NF-kB-faktorin. Toisessa vaitheessa TRADD- ja RIPKI-proteiinit
yhdistyvdt FADD-proteiinin ja prokaspaasi-8:n kanssa muodostaen kompleksi 2:n. Kun
kompleksi 1 aktivoi NF-kB-faktorin, kompleksi 2 ottaa mukaan FLIP-proteiinin, jolloin solu
selvidd. Jos puolestaan kompleksi 1:n signaali ei aktivoidu, solu ajautuu apoptoosiin kompleksi
2:n kautta, koska FLIP-proteiini ei ole inhiboimassa prokaspaasi-8:aa.[12] Kompleksi 2:ssa

prokaspaasi-8 aktivoituu autokatalyyttisesti. Aktivoituminen aiheuttaa



toimeenpanijakaspaasien aktivoinnin. Aktiivisen kaspaasi-8:n puuttuessa RIPKI1-proteiini

johtaa solun nekroptoosiin toista signalointireittid pitkin.[6]

3 Fluoresenssiin perustuvat menetelmidit kaspaasien havainnoinnissa

3.1  Forsterin resonanssienergiansiirtoon perustuvat menetelmdit

Forsterin resonanssienergiansiirto (engl. Forster resonance energy transfer, FRET) on ilmio,
jossa energiaa siirtyy sédteilemattomaésti virittyneeltd donorimolekyyliltd akseptorimolekyylille.
Energiansiirto tapahtuu dipoli-dipolivuorovaikutusten avulla, kun donori ja akseptori ovat
riittdvan ldhelld toisiaan, tyypillisesti noin 1—10 nm:n etdisyydelld. Lisdksi donorin
emissiospektrin tulee olla osittain padllekkdinen akseptorin absorptiospektrin kanssa. [13], [14]
Kéaytinnossd FRET-ilmio voidaan detektoida donorin fluoresenssin eliniéin tai intensiteetin
laskuna, kun akseptori on lisétty reaktioon. Toisaalta voidaan mitata my0s akseptorimolekyylin
fluoresenssin kasvua, kun donori on lisétty reaktioon.[13] Akseptori periaatteessa toimii
donorin fluoresenssin sammuttajana.[15] FRET-1lmi6ti voidaan hyddyntdd sekd molekyylien
viélisten ettd molekyylin sisdisten vuorovaikutusten tutkimiseen. Esimerkiksi molekyylien
vélisid vuorovaikutuksia voidaan tutkia liittdmalla toiseen molekyyliin donori ja toiseen
akseptori. Néin havaitaan, sitoutuvatko molekyylit toisiinsa, ja voidaan tutkia esimerkiksi

ligandi-reseptorivuorovaikutuksia.[13]

Kaspaasien detektointiin kéytettdvit koettimet siséltdvit peptidisekvenssin, johon on
konjugoitu donori- ja akseptorimolekyylit vastakkaisiin pdihin. Kun kaspaasi pilkkoo peptidin,
donori ja akseptori eroavat, jolloin sammutus loppuu ja donori fluoresoi.[4] Kaspaasi-3:n
aktiivisuuden havainnointiin on kéaytetty FRET-parissa donorina sinivihredd fluoresoivaa
proteiinia (engl. cyan fluorescence protein, CFP) ja akseptorina keltaista fluoresoivaa proteiinia
(engl. yellow fluorescence protein, YFP) (kuva 2). Donori ja akseptori yhdistetddn linkkerilla,
joka sisdltdd kaspaasi-3:n  tunnistus- ja  pilkkomissekvenssin, asparagiinihappo-

glutamiinihappo-valiini-asparagiinihappo (DEVD). [16]
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Kuva 2. FRET koettimen toimintaperiaate. A) Koettimessa sinivihred fluoresoiva proteiini
(CFP) toimii donorina ja keltainen (YFP) akseptorina. B) CFP:n absorptiomaksimi on 433 nm
(vihred, katkoviiva), ja sen emissiospektri (vihred, kiinted) on osittain pddllekkdinen YFP:n
eksitaatiospektrin (keltainen, katkoviiva) kanssa. YFP virittyy FRETin kautta. Fluoresenssin
intensiteetin muutosta mitataan YFP:n emission aallonpituusalueella (keltainen, kiinted).

Kaspaasin pilkkoessa peptidin energiansiirtoa ei tapahdu ja akseptori ei virity. Mukailtu
artikkelista [17].

433 475 513 527

Fluoresenssin
intensiteetti

g %ﬂ"nm

Aallonpituus

Kawai et al. vertailivat kaspaasi-3:n havainnoinnissa sinivihredn, vihredn (GFP), keltaisen ja
punaisen (DsRed) fluoresoivan proteiinin kuutta erilaista FRET-parikombinaatiota. Pareina
kiytettiin sinivihred-vihredd, keltainen-sinivihredd, keltainen-vihredd, sinivihred-punaista,
vihred-punaista ja keltainen-punaista. Fluoresoivat proteiinit yhdistettiin 12 aminohapon
pituisella peptidill4, joka sisélsi kaspaasi-3:lle tyypillisen DEVD-tunnistussekvenssin (kuva 1).
Tutkimuksessa osoitettiin, ettd kaikilla FRET-koettimilla kaspaasin aktivaatio aiheuttaa
donorin fluoresenssin kasvua tai akseptorin fluoresenssin vahenemistd. Siispéd kaikki tutkitut
FRET-parit toimivat kaspaasin aktivaation detektoinnissa. Mitattujen fluoresenssispektrien
perusteella sinivihred-keltainen-, keltainen-punainen- ja vihred-punainen-pareilla on paras
herkkyys. Esimerkiksi sinivihreéd-vihreéd-parilla on heikompi herkkyys siksi, ettd donorin ja
akseptorin fluoresenssispektrit ovat keskendén hyvin samankaltaiset ja niitd on vaikeaa erottaa
toisistaan. Tutkimuksessa onnistuttiin detektoimaan kaspaasi-3:n rinnalla myds kaspaasi-8:aa
ja  kaspaasi-9:48  kdyttden  sinivihred-punainen- ja  keltainen-punainen-sensoreita

samanaikaisesti. [17]

Karasawa et al. puolestaan vertailivat sinivihredn (MiCy) ja oranssin (mKO) fluoresoivan
proteiinin muodostamaa FRET-paria yleisemmin kdytettyyn sinivihred-keltainen-pariin (CFP-
YFP). Tutkimuksessa kéytetty sinivihred fluoresoiva proteiini saatiin Acropara sp. -lajista, ja
oranssi fluoresoiva proteiini Fungia concinna -lajista. FRET-koettimet rakennettiin
yhdistimédllda  fluoresoivat  proteiinit aminohappoketjulla, joka sisdlsi DEVD-
tunnistussekvenssin. Tutkimuksessa todettiin, ettd MiCy ja mKO toimivat hyvin FRET-parina

ja ettd koetin on spesifinen kaspaasi-3:n detektointiin. Havaittiin myds, ettd MiCy-mKO-pari
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kestdd pH:n muutoksia paremmin kuin CFP-YFP-pari. CFP-YFP-parilla FRET-ilmi6 héiriintyy
pH:n laskiessa alle 6,5:n. pH:n vaihtelun hyvé kestdvyys on tehokkaan kaspaasiaktiivisuuden
detektoinnin kannalta tdrkedd, koska metabolinen stressi solun sisdlld saattaa aiheuttaa
sytosolin happamoitumista. Lisdksi todettiin vield, ettd CFP-YFP-parilla donorin ja akseptorin
emissiospektrit ovat enemmaén pééllekkdin, jolloin niiden erottaminen toisistaan voi olla
vaikeampaa. MiCy-mKO-parilla puolestaan emissiospektrien pééllekkdisyys on vdhdisempi,

joten ne ovat helpommin erotettavissa. [18]

Toimeenpanijakaspaasien, erityisesti kaspaasi-3 ja -7:n, aktiivisuuden havainnointiin Bullok ez
al. kehittivit TcapQes47 -FRET-koettimen. Donorina koettimessa on Alexa Fluor 647 -fluorofori
ja sammuttaja-akseptorina QSY2I1-viriaine, jotka on niin ikd4n yhdistetty DEVD-
tunnistussekvenssin siséltdvilld peptidiketjulla. TcapQeas7-koettimessa on myos niin kutsuttu
Tat-peptidi, jonka tarkoituksena on mahdollistaa koettimen péaésy tehokkaasti solukalvon lépi.
Alexa Fluor 647 ja QSY21 -yhdistelmén hydtynd on matala taustakohina, korkea spesifisyys
ja vahva signaali. Tutkimuksessa todettiin koettimen olevan spesifi nimenomaan kaspaasi-3:1le
ja -7:lle, ja sen kanssa ei voinut havaita (aloitteentekijd)kaspaasi-9:n aktivaatiota. Liséksi
koettimen emissio on kaukopunaisen alueella (yli 650 nm) eli se ei sekoitu mitattavien solujen

autofluoresenssin kanssa esimerkiksi virtaussytometriamittauksissa. [19]

3.2 Aggregaation aiheuttamaan emissioon perustuvat menetelmdit

Aggregaation aiheuttama emissio (engl aggregation-induced emission, AIE) on ilmid, jossa
fluoresoivan molekyylin aggregoituminen eli kasautuminen aiheuttaa emission. Liuoksessa
olevan AIE-molekyylin luminesenssin teho on hyvin vihiistd, jopa olematonta. [20] [lmi6
perustuu  molekyylinsisdisen litkkeen, kuten rotaation ja vibraation, estymiseen.
Aggregoituneet molekyylit estdvit toisiaan liikkkumasta, miké johtaa fluoresenssin kasvuun.
Liuottimessa olevat virittyneet molekyylit puolestaan paisevit liikkkumaan vapaasti, jolloin
fluoresenssia ei synny tai se on vdhdistd. [21] Molekyylin viritystila siis relaksoituu
molekyylinsisdisen liikkeen kautta. Tutkimuskohteesta riippuen AIE-koettimen toiminta voi
perustua esimerkiksi elektrostaattisiin  vuorovaikutuksiin, vetysidoksiin, hydrofobisiin
vuorovaikutuksiin tai liukoisuuden muutokseen. [22] Proteaasien havainnointia varten AIE-
koettimessa on peptidi, jonka proteaasi voi tunnistaa ja pilkkoa. Pilkkoutuminen johtaa lopulta
AlIE-molekyylien aggregaatioon ja siten fluoresenssiin. [23] AIE-koettimen toimintaperiaate

on esitelty kuvassa 3.
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Kuva 3. AIE-koettimen toimintaperiaate. Koettimen ollessa vapaana liuoksessa fluoresenssi on
heikkoa. Kaspaasin pilkkoessa peptidin hydrofobiset AIE-molekyylit pddsevdt aggregoitumaan

Jja fluoresenssin intensiteetti kasvaa. Mukailtu artikkelista [22].
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Kuva 4. AIE-molekyylejd.

Tutkimuksessaan Han et al. kiyttivit koettimessa tetrafenyylieteenid (TPE) (kuva 4A)
kaspaasi-3:n aktivaation havaitsemiseksi. Koettimessa oli kaspaasi-3:lle spesifi DEVD-
tunnistussekvenssi. Tutkimuksessa vertailtiin koettimen kahta eri versiota. Toisessa oli TPE:n
ja tunnistussekvenssin vélissd pelkkd lysiini (TPE-K), kun taas toisessa oli vastaavassa
kohdassa glysiini-fenyylialaniini-fenyylialaniini-tyrosiini-lysiini-peptidi (TPE-GFFYK). Kun

kaspaasi aktivoituu, se pilkkoo koettimen tunnistussekvenssin kohdalta. Jéljelle jaavét



hydrofiilinen DEVD-sekvenssi ja hydrofobinen TPE:n siséltdvd sekvenssi. Hydrofobiset osat
hakeutuvat toistensa ldhelle, ja muodostavat fluoresoivan aggregaatin (kuva 3) Tutkimuksessa
havaittiin, ettd GFFYK-sekvenssin siséltidvi koetin on herkempi kuin pelkdn lysiinin siséltdva
koetin. GFFYK-sekvenssi antaa koettimelle ns. itsekokoontuvan ominaisuuden, eli
aggregoituessaan koettimet jarjestidytyvét tasaisemmin verrattuna pelkdn lysiinin sisdltimiin
koettimiin. Kun aggregaatti on tasaisemmin jdrjestiytynyt, on tetrafenyylieteenin
molekyylinsisdiset rotaatiot tehokkaammin estetty. Tédmid aiheuttaa tehokkaampaa
fluoresenssia. Koettimien herkkyyttd mitattiin lineaarisella alueella 0—70 pM. Pelkén lysiinin
sisdltdvian koettimen havaintorajaksi raportoitiin 3,5 pM ja GFFYK-sekvenssin siséltdvélle
koettimelle puolestaan 0,54 pM. Niin matalat havaintorajat lienevit kuitenkin kyseenalaisia

raportoidun datan perusteella. [24]

Tetrafenyylieteenid on kiytetty myods spesifisesti kaspaasi-6:n aktivaation havainnointiin.
Spesifisyys saavutetaan kdyttimalld koettimessa EVEID-tunnistussekvenssid, joka on spesifi
vain kaspaasi-6:lle. Aiemmin on tiedetty, ettd kaspaasi-6 pilkkoo proteiineja nelja aminohappoa
pitkédn VEID-sekvenssin jilkeen. Tutkimuksessaan Groborz ef al. vertailivat mahdollisuuksia
lisdtd viides aminohappo tunnistussekvenssiin, tavoitteenaan parantaa spesifisyytta.
Tutkimuksessa havaittiin, ettd glutamiinihapon lisddminen sekvenssiin parantaa kaspaasi-6:n
katalyyttistd tehokkuutta ja substraattien selektiivisyyttd. Tutkimuksessa vertailtiin myos
kaspaasi-3:a ja kaspaasi-6:a sekd niille tyypillisid tunnistussekvenssejd. Todettiin, ettd
yhdistimalla tietty selektiivinen tunnistussekvenssi AIE-molekyyliin, on mahdollista

kohdentaa aktiivisuuden havainnointi spesifisesti tiettyyn kaspaasiin. [25]

My®s tetrafenyylisilyylid (engl. tetraphenylsilole, TPS) (kuva 4B) on kiytetty kaspaasi-3:n ja
kaspaasi-7:n detektointiin sydpdsoluissa. Tetrafenyylisilyyliin on konjugoitu toiselle puolelle
asetyloitu DEVD-sekvenssi, ja toiselle puolelle syklinen arginiini-glysiini-asparagiinihappo-
peptidi (cRGD). Sykliselld RGD-peptidillé tiedetddn olevan korkea affiniteetti integriini ow[33-
reseptoriin, joka on usein yliedustettuna syoOpésoluissa. Affiniteetin vuoksi koetin pédédsee
todenndkodisemmin sisddn juuri syOpdsoluun, eikd terveeseen soluun. Nédin voidaan

havainnoida apoptoosia ja kaspaasin aktiivisuutta reaaliajassa syopdsoluissa. [26]

Lin et al. havainnoivat kaspaasi-1:n aktiivisuutta tetrafenyylieteeni-tiofeenin (engl.
tetraphenylethylene-tiophene, TPETH-20Me) (kuva 4C) avulla. AIE-molekyyliin liséttiin
kaksi DDY VADC-peptidid, jotka toimivat tunnistussekvenssind kaspaasille. Kahden peptidin

lisddminen yhden sijasta todettiin madaltavan taustasignaalia. [27] Kaspaasi-1:4 on havainnoitu



my0s pyridiini-tetrafenyylieteenin (PyTPE) (kuva 4D) sisdltdvdlld koettimella bakteerin
infektoimassa makrofagissa. Koettimessa on AIE-molekyyliin konjugoitu NEAYVHDAP-
peptidi, jonka kaspaasi-1 voi tunnistaa ja pilkkoa. [28]

Yuan et al. esittdvdt tutkimuksessaan tavan havainnoida kaspaasien reaktioketjua yhdelld
koettimella apoptoosin aikana. Koettimessa AIE-molekyyleind ovat TPETH ja TPS, jotka on
yhdistetty DVEDIETD-peptidilld.  Peptidi  siséltdd kaspaasi-8:n ja  kaspaasi-3:n
tunnistussekvenssit. TPS-molekyyli on kiinni kaspaasi-8:n IETD-tunnistussekvenssissd, ja
TPETH-molekyyli puolestaan kaspaasi-3:n DEVD-sekvenssissd. TPS-molekyylin emissio on
virhedd, aallonpituudella 505—525 nm, ja TPETH:n punaista, aallonpituudella 650 nm. Ne
voidaan siis helposti erottaa toisistaan. Molemmat AIE-molekyylit voidaan virittda
aallonpituudella 405 nm. Tutkimuksessa késiteltiin HeLa-soluja koettimella ja
vetyperoksidilla, joka indusoi apoptoosin. Havaittiin, ettd ensin aktivoitui kaspaasi-8, jolloin
emittoitui vihredd fluoresenssia. Noin 15 minuutin kuluttua havaittiin punaista fluoresenssia.
Todettiin, ettd kaspaasi-3 on aktivoitunut, ja ettd kaspaasi-8 aktivoi sen. Tutkimuksessa
tutkittiin samalla periaatteella rakennettua koetinta myods kaspaasi-9:n ja kaspaasi-3:n
yhdistelmaille. Koettimessa oli samat AIE-molekyylit, mutta tunnistussekvenssind kaytettiin
DVEDLEHD-peptidid. Koettimella saatiin samanlaisia tuloksia kuin ensimmaiselldkin

versiolla, ja todettiin koettimen mallin olevan ns. geneerinen. [29]

3.3 Kultananopartikkelit

Kultananopartikkeleita voidaan kéyttdd kaspaasien aktiivisuuden havainnoinnissa
fluoresenssin sammuttajana FRET-parissa.[4], [15] Lokalisoidun pinta-plasmoniresonanssinsa
vuoksi kultananopartikkelit absorboivat vahvasti ndkyvédd valoa.[15] Kultananopartikkelien
pinta on helposti muokattavissa esimerkiksi erilaisilla biomolekyyleilld, mikd helpottaa
spesifisyyttd. Kun spesifisyys on korkea, viltetdén viériin molekyyleihin sitoutuminen ja ns.
vadrat positiiviset tulokset. Erilaisten synteesimenetelmien ansiosta on mahdollista kehittaa
erimuotoisia ja -kokoisia nanopartikkeleita. ~Kultananopartikkelin absorbanssi on

verrannollinen sen muotoon ja kokoon. [30]

Kultananopartikkeleita on kaytetty kaspaasi-3:n aktiivisuuden havainnointiin yhdistimalla
kultananopartikkeliin ~ ldhi-infrapunavidriaine ~ Cy5.5. Kultananopartikkeli ~ toimii
havainnointireaktiossa siis Cy5.5:n fluoresenssin sammuttajana. Viriaine yhdistetddn
partikkeliin linkkerilld, jossa on 3,4-dihydroksi-fenyylialaniiniryhmid (DOPA) ja kaspaasi-

3:lle ominainen DEVD-sekvenssi. DOPA-molekyyleilld on hyvi tarttuvuus epdorgaanisiin
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pintoihin, ja niiden kayttd linkkerissd tekee koettimesta hyvin stabiilin. Linkkereilld
paallystetyt kultananopartikkelit eivit pddse aggregoitumaan solun sytosolissa. On havaittu,
ettd koettimella on mahdollista detektoida kaspaasi-3:n aktiivisuutta ja ndin ollen myds
apoptoosia reaaliajassa. Fluoresenssi alkaa ndytteessd noin 10 minuutin kuluessa siitd, kun

ndytteeseen on lisétty aktiivinen kaspaasi-3. [31]

Chen et al. kehittivit monitoimisen kultananopartikkelin, jonka avulla on mahdollista seka
kdynnistdd apoptoosi syopasolussa ettd havainnoida sen etenemistd reaaliajassa. Koettimessa
kaytettiin rodamiini B-konjugoitua peptidid, jossa oli myds DEVD-sekvenssi. Rodamiini B
toimii fluoresoivana vériaineena, ja kultananopartikkeli sammuttaa sen fluoresenssin.
Koettimessa oli myos apoptoosin indusoiva DTP-peptidi (engl. dual-targeting pro-apoptotic
peptide), joka koostui trifenyylifosfoniumista, p(KLAKLAK),-peptidistd ja folaattiosasta.
Folaattiosa auttaa koettimen endosytoosissa, silld sydpdsoluilla on usein yliedustettuna
folaattireseptoreita. Koettimen péétyessd soluun se aiheuttaa mitokondrion toimintahiirion,
mikd puolestaan kdynnistdd apoptoosin. Apoptoosin edetessd kaspaasi-3 aktivoituu, joka

havaitaan rodamiini B:n fluoresenssina kaspaasin pilkkoessa DEVD-sekvenssin. [32]

Myos fluoresoivia proteiineja on kiytetty FRET-parissa kultananopartikkelin kanssa. Park et
al. konjugoivat tutkimuksessaan keltaisen, sinisen ja punaisen fluoresoivan proteiinin
kultananopartikkeliin kaspaasi-3:n, -8:n ja -9:n tunnistussekvenssit sisdltdvilld linkkereilla.
Jokainen fluoresoiva proteiini kiinnitettiin partikkeliin omalla linkkerillddn, jotta kaspaasien
aktivoitumista voitiin seurata fluoresenssin aallonpituuden perusteella reaaliajassa.
Kultananopartikkelin hyoty FRET-parissa sammuttajana on sen laaja sammutusspektri.
Donorin emissiospektrilld ei ole siis niin suurta merkitysti, silld kultananopartikkeli on hyvin
vahva sammuttaja laajalla spektrialueella. Tdmén ansiosta voidaan rakentaa yksi koetin, jolla

voidaan havainnoida kolmen eri proteaasin aktiivisuutta samanaikaisesti. [33]

Fluoreskeiini-isotiosyanaattia (FITC) on myds kéytetty kultananopartikkelin kanssa kaspaasi-
3:n aktiivisuuden havainnoinnissa. Tutkimuksessaan Hu ef al. kapseloivat koettimen
solukalvon sisddn. Koettimen pééllystiminen solukalvolla paransi koettimen stabiliteettia ja
tehosti  kuljetusta haluttuun kohteeseen. Verrattuna pééllystimattomiin  koettimiin,
fluoresenssin intensiteetti oli pdillystetyilld koettimilla 1,8 kertainen. Tdmin arvellaan

johtuvan juurikin tehokkaammasta siirtymisesti solun sisddn. [34]

Wang et al. tutkivat kumariinia (coumarin 343) donorina FRET-parissa yhdistettynd

kultananopartikkeliin. Tutkimuksessa vertailtiin peptidilinkkerin pituuden vaikutusta
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sammutukseen, ja peptidin pilkkomisen jilkeiseen fluoresenssin intensiteettiin. Kiytetyt
peptidit olivat kuuden ja yhdeksédn aminohapon pituisia, ja sisédlsivit DEVD-sekvenssin.
Tutkimuksessa havaittiin, ettd lyhyempi sekvenssi aiheuttaa tehokkaamman sammutuksen
kumariinin ja kultananopartikkelin vililld, joten fluoresenssin palautuminen peptidin
pilkkomisen jdlkeen oli paremmin havaittavissa. Tutkimuksessa todettiin kuusi aminohappoa
sisdltdvan koettimen olevan spesifisempi ja herkempi kaspaasi-3:lle kuin yhdeksdn

aminohapon koettimen. [35]

Kultananopartikkelin ja fluoreskeiini-isotiosyanaatin sisdltdvin koettimen herkkyyttd on
yritetty parantaa yhdistimalld ne peptidilinkkerin lisdksi yksinauhaisella DNA:lla. Peptidin
pilkkoutuessa, donori ja akseptori joutuvat noin 7 nm etéisyydelle, mutta eivit eroa kokonaan
DNA:n kiinnittdessd ne toisiinsa. Tekniikka perustuu ns. metallilla tehostettuun fluoresenssiin
(engl. metal enhanced fluorescence, MEF). Fluoresenssin intensiteetti kasvaa huomattavasti
fluoroforin ollessa sopivalla etdisyydelld kultananopartikkelista. Tutkimuksessaan Choi et al.
vertailivat fluoresenssin intensiteettid koettimilla, joista toisella oli vain peptidilinkkeri, ja
toisella sekd peptidilinkkeri ettd yksinauhainen DNA. Kaspaasi-3:a havainnoivan koettimen
herkkyyttd mitattiin lineaarisella alueella 0,01—10 ng/ml (noin 0,006—0,6 nM) ja
havaintorajaksi raportoitiin 0,01 ng/ml. [36]

3.4 Kvanttipisteet

Kvanttipisteet ovat fluoresoivia ja nanokokoisia puolijohdepartikkeleita ja halkaisijaltaan noin
2—10 nm,. Niiden hyd6tyjd ovat esimerkiksi hyvé stabiilisuus, viritysalueen laajuus ja kirkkaus.
Kvanttipiste voi olla 10—20 kertaa kirkkaampi kuin orgaaninen fluoresoiva vériaine. Lisdksi
ne ovat inerttejd ja niiden pintaa voidaan késitelld eri tavoin. Néin kvanttipisteistd saadaan
soveltuvampia biologisiin systeemeihin. Biokuvantamisessa kiytetyt kvanttipisteet ovat
materiaaliltaan usein sinkin ja rikin tai kadmiumin ja telluurin yhdistelmid. [37]
Kvanttipisteiden etuna on niiden koon verrannollisuus emissiospektriin. Pienemmat partikkelit
emittoivat korkeaenergisempdd eli sinisempdd, ja isommat matalaenergisempdd eli
punaisempaa, fluoresenssia. [38] Kvanttipisteet ovat hyvé vaihtoehto orgaanisille vériaineille,
joilla on hyvin tarkat viritysaallonpituudet. Kvanttipisteilli sen sijaan on laajempi
viritysspektri.[39] Proteaasien havainnoinnissa kvanttipisteitdi on kéytetty FRET-parin

donorina [40].

Kultananopartikkelia on kdytetty FRET-parissa kvanttipisteen kanssa useassa tutkimuksessa.

Asetelmassa kvanttipiste on toiminut donorina ja kultananopartikkeli puolestaan akseptorina.
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[41], [42] Kvanttipisteen ja kultananopartikkelin yhdistdmisen etuna on esimerkiksi
kultananopartikkelin laaja absorptiospektri. Se voidaan siis yhdistia erilaisten kvanttipisteiden
kanssa, joiden emissiospektrit eroavat toisistaan. Tima mahdollistaa rinnakkaiset maaritykset,

eli voidaan samanaikaisesti havainnoida useampaa proteaasia kerralla.[42]

Kim et al. tutkivat kultananopartkkelista ja kvanttipisteesti koostuvaa FRET-koetinta
lasilevylld. Tutkimuksessa myds vertailtiin  Cy5-vériaineen  kéyttod akseptorina
kultananopartikkelin sijaan. Tutkimuksessa kvanttipisteeseen konjugoitiin sopivat peptidit
kaspaasi-3:n mittaamiseksi, ja peptidien padssd oli kultananopartikkeli. Havaittiin, ettad
kultananopartikkeli on Cy5-vériainetta vahvempi sammuttaja. Kultananopartikkelin ja
kvanttipisteen vélinen energiansiirto oli tehokkaampaa kuin Cy5-vériaineen ja kvanttipisteen
viélinen. Kultananopartikkeli on siis tehokkaampi fluoresenssin sammuttaja kuin CyS5-vériaine.

[42]

Prochazkova et al. tutkivat kaspaasi-3:n ja -7:n havainnointia kvanttipisteestd ja BHQ-2-
sammuttajasta koostuvalla FRET-koettimella. Kvanttipisteen ydin koostui kadmiumin ja
telluurin yhdistelmaésti, ja se oli padllystetty karboksyylihapporyhmilld. Tutkimuksessa luotua
koetinta verrattiin kaupalliseen Magic Red®-koettimeen. Havaittiin, ettd kvanttipistekoettimen
fluoresenssin intensiteetti ja stabiilisuus olivat parempia kuin kaupallisella koettimella.

Tutkimuksessa kehitetyn koettimen fluoresenssi kesti ainakin 14 péivii. [43]

Myo6s niin kutsuttua “mCherry” fluoresoivaa proteiinia on hyoddynnetty fluoresenssin
sammuttajana FRET-koettimessa kvanttipisteen kanssa. Tutkimuksessa havainnoitiin kaspaasi-
3:n aktiivisuutta. [44] Kaspaasi-1:n aktiivisuutta on puolestaan havainnoitu kvanttipisteen ja

Cy3-viriaineen avulla. [45]

3.5 Grafeenioksidi

Grafeenioksidi on grafeenin hapettunut versio, ja sitd kdytetddn fluoresenssin sammuttajana
biokuvantamisessa. Sen hyotyjd ovat optinen ldpindkyvyys, joustavuus ja hyvé yhteensopivuus
soluissa. Lisdksi etuna on sen suuri pinta-alan ja tilavuuden suhde. Se on myds hyvin
muokattavissa. Grafeenioksidilevyissd on paljon happipohjaisia funktionaalisia ryhmid, jotka
parantavat esimerkiksi vesiliukoisuutta, reaktiivisuutta ja mahdollisuutta muodostaa
kovalenttisia sidoksia biomolekyylien kanssa. Molekyylit tarttuvat grafeenioksidin pintaan n-
n -pinoutumisen kautta. Kultananopartikkelin tavoin grafeenioksidilla on laaja
absorptiospektri, noin 300—700 nm valilld. Grafeenioksidi on hyvin vahva sammuttaja. FRET-

koettimessa donorin ja grafeenioksidin védlimatka voi olla jopa 30 nm. [46]
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Tao et al. tutkivat pelkistettyd grafeenioksidia kaspaasi-8:n havainnoinnissa. Tutkimuksessa
konjugoitiin kaspaasi-8:n tunnistussekvenssin siséltivd peptidi ja tetrametyylirodamiini-
vériaine grafeenioksidilevyyn. Kaspaasin aktivoituessa grafeenioksidin aiheuttama sammutus

loppuu, miké aiheuttaa fluoresenssia aallonpituudella 576 nm. [47]

Liu et al. puolestaan havainnoivat samanaikaisesti kaspaasi-3:n ja sytokromi C:n aktiivisuutta.
Koettimessa on Cy5:11d leimattu DNA-aptameeri ja fluoreseiiniamidiitilla (FAM) leimattu
peptidi, joka siséltdd kaspaasi-3:n tunnistussekvenssin. Apoptoosin kidynnistyessd, sytokromi
C:td vapautuu mitokondriosta, jolloin DNA-aptameeri voi sitoutua siihen, ja irrota
grafeenioksidilevystd. Irtoaminen aiheuttaa punaista fluoresenssia aallonpituudella 664 nm.
Sytokromi c¢:n vapautuminen puolestaan aktivoi kaspaasin, jolloin kaspaasi pilkkoo FAM-
leimatun peptidin. Tdma aiheuttaa vihredé fluoresenssia aallonpituudella 525 nm. [48] Wang
et al. mittasivat niin ikddn kaspaasi-3:a FAM-leimatun peptidin avulla. Tutkimuksessa
herkkyyttd mitattiin lineaarisella alueella 7,25—362 ng/ml, eli noin 0,4—20 nM. Tédméin
perusteella havaintorajaksi raportoitiin 7,25 ng/ml eli 0,4 nM.[49]

Ren et al. tutkivat apoptoosin sddtelyd havainnoimalla samanaikaisesti MiRNA:ta ja kaspaasi-
3:a kaksivériselld fluoresoivalla nanosensorilla. Tutkimuksessa grafeenioksidiin konjugoitiin
molekyylimerkki (engl. molecular beacon, MB) leimattuna Cy-5-viriaineella ja peptidi
leimattuna FITC-viriaineella. Molekyylimerkilld havainnoitiin MiRNA:ta ja peptidilla
kaspaasi-3:a. Tarkoituksena oli havainnoida kaspaasin aktivoitumista ja MiRNA:n sitoutumista
molekyylimerkkiin fluoresenssin intensiteetin kasvua seuraamalla. Grafeenioksidi toimi siis
viriaineiden fluoresenssin sammuttajana. Tutkittiin my0ds koettimen pH:n kestdvyyttd ja
stabiilivutta. Todettiin koettimen kestivin vain biologisia olosuhteita ja olevan epéstabiili

eméksisissd olosuhteissa. Optimaalinen kdyttdolosuhde koettimelle oli pH 7,4. [50]

3.6 Fluorokromeilla leimatut inhibiittorit

Kaspaasien aktiivisuutta voidaan mitata fluorokromeilla leimattujen inhibiittorien avulla,
kéyttden fluoresenssispektroskopiaa ja -mikroskopiaa sekd virtaussytometriaa. Nditd koettimia
voidaan siis helposti havainnoida my0s esimerkiksi monileimalukijalla. [51] Koettimissa
kdytetddn sopivaa peptidid riippuen havainnoinnin kohteesta. Mikéli halutaan yleisesti mitata
kaspaaseja, voidaan kiyttdd peptidind VAD-sekvenssid, joka ei ole spesifi vain yksittdisille

kaspaaseille. Peptidind voidaan kdyttad myds tietyille kaspaaseille spesifejd sekvensseja.

Peptidin karboksyyliterminaalipd&hin konjugoidaan elektrofiilinen ns. kérki (engl. warhead),

joka sitoutuu kovalenttisesti kaspaasin aktiivisen keskuksen kysteiinisivuketjuun, ja tarkemmin
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kysteiinin tioliryhmaddn. Karki toimii aktiivisen kaspaasin inhibiittorina. Koettimen
aminoterminaalipddssd on fluoresoiva leima, jota voidaan havainnoida. Fluoresoivina
vériaineina koettimisessa voidaan kayttdd esimerkiksi karboksifluoreskeiinia (FAM),
fluoreskeiini-isotiosyanaattia, Cy5:4 tai sulforodamiini B:td. [52] Kérkind voidaan puolestaan

kayttdd fluorometyyliketoneita (FMK) tai asyylioksimetyyliketoneita (AOMK).

Fluorokromeilla leimattujen inhibiittorikoettimien haasteena on, ettd niistd voi puuttua
selektiivisyys  yksittdisiin  kaspaaseihin. Koettimet voivat kohdentua muihinkin
kysteiiniproteaaseihin, kuten katepsiineihin, koska AOMK ja FMK hakeutuvat kysteiinin
tioliryhméén. Ne eivét siis ole spesifejd ainoastaan kaspaasien kysteiinille, eikd sopiva
peptidisekvenssikddn aina paranna spesifisyytti. Haasteena on my0s epidspesifisestd
sitoutumisesta johtuva korkea taustafluoresenssi. [53] AOMK on vihemmin reaktiivinen kuin

FMK, joten sen kidytto ei aiheuta niin korkeaa taustafluoresenssia [54].

Tutkimuksessaan Vickers et al. kehittivit inhibiittorikoettimen, jolla voidaan erottaa kaspaasi-
3 kaspaasi-7:std. Vertailukohtana kaytettiin FAM-DEVD-AOMK -koetinta. Uudessa
koettimessa peptidisekvenssissd kéytettiin ns. epdluonnollisia aminohappoja, ja sekvenssi oli:
3-pyridyylialaniini, asparagiinihappo, f-homoleusiini, homoleusiini, asparagiinihappo (CV3).
Tutkimuksessa vertailtiin DEVD- ja CV3-sekvenssit siséltdvien koettimien sitoutumista
kaspaasi-3:een, -6:een, -7:4dn, -8:aan ja -9:48n. FAM-DEVD-AOMK -koettimella
konsentraatiot, jossa 50% reaktioista estyy (ICso-arvo), olivat kaspaasi-3:lla, -6:1la, -7:114 ja -
8:1la vaihdellen 18-29 nM. Kaspaasi-9:114 arvo oli 1100 nM. DEVD-sekvenssilld siis muut
paitsi kaspaasi-9 inhiboituivat yhtd tehokkaasti. FAM-CV3-AOMK -koettimella puolestaan
vain kaspaasi-3:lla arvo oli alhainen, 27 nM. Muilla mitatuilla kaspaaseilla se oli huomattavasti
korkeampi, eli inhibitio oli heikompaa. Kaspaasi-7:d4dn verrattuna CV3-sekvenssin siséltdva
koetin inhiboi kaspaasi-3:n 48 kertaa alhaisemmassa pitoisuudessa. Kaspaasi-3 voidaan siis
kyseiselld koettimella selkeidsti erottaa kaspaasi-7:std, koska koetin sitoutuu tehokkaammin

kaspaasi-3:een. [51]

4  Menetelmien vertailua

Kaspaasien  aktiivisuuden  havainnointiin ~ kédytettivid ~ menetelmid  vertailtaessa
nanomateriaaleista koostetut FRET-koettimet vaikuttavat tehokkaimmilta. FRET-koettimissa
spesifisyyttd parantaa koettimen linkkeriosa, joka siséltid mitattavan kaspaasin
tunnistussekvenssin. Fluoresenssin intensiteetin muutos havaitaan vain, jos tietty kaspaasi

pilkkoo linkkerin.
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Kultananopartikkelien etuja ovat sen laaja sammutusspektri, muokkautuvuus ja myrkyttomyys.
Kultananopartikkelin kanssa voidaan kéyttd4 useita erilaisia donoreita FRET-parissa juurikin
sen laajan sammutusspektrin ansiosta. Liséksi sen pinta on hyvin muokattavissa, ja sithen
voidaan konjugoida esimerkiksi erilaisia biomolekyylejd parantamaan spesifisyyttd. Pintaan
voidaan liittdd myds useampia fluoroforeja erilaisilla linkkereilld, jotta yhdelld koettimella

voidaan mitata useampaa eri kaspaasia samanaikaisesti.

Kvanttipisteitd puolestaan kdytetddn FRET-pareissa donoreina. Kvanttipisteiden etuja ovat
kirkkaus, stabiilisuus ja hyvd muokattavuus. Lisédksi niilld on laaja viritysspektri, ja niiden
emissiospektri on verrannollinen niiden kokoon. Heikkoutena on niiden myrkyllisyys, eikd
niitd voida siis kiyttdad eldvissd soluissa pitkédaikaisesti. Kvanttipiste voi itsessdin indusoida
apoptoosin eldvisséd solussa [43]. In vitro -mittauksissa tdma ei toisaalta ole niinkddn suuri

ongelma.

Fluoresoivien proteiinien kéytossd FRET-parissa donori- ja akseptorimolekyylit tulee valita
tarkasti ottaen huomioon niiden viritys- ja emissiospektrit. Téarkedd on, ettd donorin ja
akseptorin emissiospektrit eivdt saa molemmat olla liian paillekkéiset, silld niiden erottaminen
toisistaan vaikeutuu. Hyvid vaihtoehtoja ovat esimerkiksi keltainen-punainen- ja vihrea-
punainen-parit. Fluoresoivien proteiinien kéytossd tulee huomioida myos proteiinien pH:n

kestdvyys. Nanomateriaaleja kéytettdessi téllaisia ongelmia ei sen sijaan ole.

Kultananopartikkelin tavoin grafeenioksidi on vahva sammuttaja FRET-parissa, ja sen
absorptiospektri on laaja. Grafeenioksidi on my6s hyvin muokattavissa, ja silli on hyva
yhteensopivuus biologisiin ympéristdihin. Grafeenioksidin pintaan voidaan konjugoida monia
erilaisia  biomolekyylejd, mikd mahdollistaa useamman havainnoinnin  kohteen

samanaikaisesti.

AlE-koettimien etuja ovat niiden hyvé spesifisyys tiettyihin kaspaaseihin niiden sisdltdmien
tunnistussekvenssien vuoksi. Spesifisyyttd parantaa FRET-koettimien tavoin kaspaasin
mahdollisuus pilkkoa koettimen siséltima linkkeriosa, jolloin voidaan havainnoida vain
haluttua kaspaasia. Aggregoituessaan koettimen molekyylien fluoresenssin intensiteetti kasvaa

huomattavasti.

Fluorokromeilla leimatut inhibiittorit eroavat muista koettimista siind, ettd niiden toiminta ei
perustu peptidin pilkkoutumiseen. Aktivaatio sen sijaan havaitaan fluoresoivan koettimen
sitoutumisesta kaspaasin aktiiviseen keskukseen. Leimattujen inhibiittorien heikkous on niiden

huono spesifisyys tiettyyn kaspaasiin, mutta niilld on mahdollista havainnoida yleisesti
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kaspaasien aktivoitumista ja siten esimerkiksi apoptoosin etenemistd. Etuja puolestaan on
niiden kdyton helppous, ja mittauksia voidaan tehdd yksinkertaisesti esimerkiksi

monileimalukijalla.

5 Johtopiiitokset

Fluoresenssiin perustuvat kaspaasien aktiivisuutta havainnoivat menetelmit hyodyntavét
padasiassa proteiinien pilkkoutumista mutta my0s inhibiittorin sitoutumista. Eri menetelmien
vertailusta haastavaa kuitenkin tekee herkkyysmittauksien puuttuminen tai niiden

vaikeaselkoisuus.

Proteiinien pilkkoutumiseen perustuvista havainnointimenetelmistd hyodyllisin ja kéytetyin
lienee Forsterin resonanssienergiansiirto, jossa voidaan soveltaa useita erilaisia donori-
akseptori-pareja mittauksen tavoitteesta riippuen. Herkimmét ja monikdyttoisimmét FRET-
parit koostuvat nanomateriaaleista, kuten kultananopartikkeleista, grafeenioksidista tai
kvanttipisteistd. Sopivia pareja yhdistelemédlld voidaan havainnoida useampia kaspaaseja
samanaikaisesti. Ongelmana on vield kuitenkin joidenkin kaspaasien yhtenevét tai erityisen

samankaltaiset tunnistussekvenssit, jotka vaikeuttavat niiden erottamista toisistaan.

Kaspaasien havainnointiin on jossain méérin hyodynnetty myos aggregaation aiheuttamaan
emissioon pohjautuvia koettimia. AlE-koettimet ovat kehityskelpoisia niiden hyvén
herkkyyden ja spesifisyyden vuoksi. Inhibiittorin sitoutumiseen perustuvia menetelmid ei sen
sijaan ole vield tutkittu yhtd laajasti kuin pilkkoutumiseen perustuvia menetelmid. Niitd niin
kutsuttuja suoria menetelmid tulisi myds kehittdd tarkemmaksi, jotta voitaisiin paremmin
erottaa yksittdisid kaspaaseja toisistaan. Haasteena on my0s kaspaasi-inhibiittorien

sitoutuminen muihinkin kysteiiniproteaaseihin.
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