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Zpusoby bunécéné smrti:

« smrt v dusledku pusobeni Skodlivého
vnéjsiho faktoru
« smrt jako indukovana sebevrazda

e katastroficka bunécna smrt
e fyziologicka bunécna smrt

e apoptoza, autofagie, nekroza, onkoza
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NEPROGRAMOVANA BUNECNA SMRT:

nekroza
 katastroficka smrt bunky v dusledku
vnéjsich vlivu

e pricinou ireverzibilni poskozeni
nékteré ze zakladnich bunécnych funkci
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PROGRAMOVANA BUNECNA SMRT
(Programmed Cell Death, PCD)

e indukovany, regulovany a selektivni
proces pro vyrazovani urcitych bunék

Apoptoza (apoptosis, type I PCD)
« kaspazy, kalpainy, katepsiny, granzymy

Autofagie (autophagy, type II PCD)
e autofagozomy/autolysozomy
(lysozomalni proteazy)
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DEVELOPMENT AND PATTERNS OF CELL DEATH

\ «—/\/— cytotoxic death signals

hormonal death signal

APOPTOSIS OPHAGIC CELL DEAT

condensation

fragmentation pyknosis

post mortem
@ degenerative

DS " changes,

inflammation

inflammation inflammation

phagocytosis

Bursch, W. 2001 (Cell Death and Differentiation 8, 569-581)
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Prubéh apoptozy:

apoptoticka
téliska
(apo-bodies)

normalni smrstovani rozpad
bunka (fragmentace)
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Proc¢ bunky podléhaji apoptoze?

1. Apoptoza je nezbytna pro radny vyvoj
organismu:

e resorpce ocasku béhem metamorfozy pulce
v zabu

e odstranéni tkané mezi prsty béhem
embryogeneze

e odstranéni nadbytecnych neuronu pfi
vytvareni synapsi v mozku

e uvolnovani endometria na pocatku
menstruace

10.
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Proc¢ bunky podléehaji apoptoze?

2. Apoptoza je nezbytna pro likvidaci
bunék, které predstavuji ohrozeni
integrity organismu

e bunky infikovaneé viry
 efektorové bunky imunitniho systému
po odeznéni imunitni odpoveédi

e bunky s poskozenim DNA
zvysena produkce proteinu p53
(induktor apoptozy)

e nadorové transformované bunky
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Morphology

Apoptosis and Cell Proliferation in Tissue Homeostasis

Prolifaration

Apoptosis

Proliferation

Apoptosis

Proliferation

Apoptosis

Proliferation

Apoptosis

Proliferation

Apoptosis

|
i
|

[}

' 4
4
r 4
Iy
Vg

Diagnostics

proliferation of cells

neoplasia

reganeration of cells

neoplasia

equilibrium

dystrophy

dystrophy
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Jak se ,,rozhoduje*“ o apoptoze?

Odstranéni pozitivniho signalu

rustové faktory - neurony
Interleukin 2 (IL-2) - lymfocyty

Prijeti negativniho signalu

zvyseni hladiny oxidacnich latek v bunce, ROS

poskozeni DNA (volné radikaly, UVR, gama
zareni, chemoterapeutika)

molekuly (death ligands), které se napojuji na
specificke receptory (death receptors)

13.
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MORFOLOGICKE A BIOCHEMICKE
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PRIZNAKY APOPTOZY
Zmenseni (smrsténi) bunky
Porucha adherence

Poruchy permeability mitochondrialni
membrany a uvolnéni cytochromu c

Blebbing plazmatické membrany
Zmeény v plazmatické membraneé
Kolaps jadra (degradace chromatinu)
Zvysena aktivita transglutaminazy
Aktivace kaspaz, proteolytické stépeni
Rozpad bunky na apoptoticka téliska
O Fagocytoza apoptotickych télisek

14.
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Poruchy adherence

o ztrata fokalnich adhezi

15.
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Zmeény v plazmatické membraneé

 externalizace fosfatidylserinu
(,,eat me* signal)

Phosphatidylserine “Flip”

maembrane asymmelry phosphatidylserine redisiribution

T RN g

16.
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Blebbing plazmatické membrany

 degradace kortikalniho cytoskeletu
(fodrin, aktin)

17.

Lékarska biologie 2005/2006



Kolaps jadra (degradace chromatinu)

e kondenzace chromatinu na perifernich oblastech

jadra, pozdéji i v celéem obsahu jadra
 internukleosomalni Stépeni DNA - zebricek (ladder)
« fragmentace jadra

DNA fragmentation by CAD during apoptosis

Halente tve02an culs =

wyliphe of 200 base pairs ICAD

N f ¥

CAD ICAD
p — 0®
ICAD S
i, M

_ _CADmRNA / U
) " CAD

activation of caspases DNA fragmentation
d

400 bp

OfA mlipcad o
e sledrophoresis

d 200 bp
; ‘

apoptotic stimuli

CAD - caspase-activated DNase
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Kolaps jadra (degradace chromatinu)

19.
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Detekce internukleosomalniho stépeni DNA:
TUNEL: TdT-mediated dUTP nick end labelling

In situ end labeling (TUNEL)
[lemplate independent)

t TUNEL

+ lerminal transferase
+ X-aNTF [ m)
¥

DAPI
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Aktivace kaspaz, proteolytické stépeni

kaspazy

cysteinové proteazy, stépici na karboxyskupiné

kyseliny asparagove

caspases = cysteinyl-aspartic-acid-proteases

14 druhu kaspaz:

iniciacni (2, 8, 9 a 10)

efektoroveé (3, 6 a 7)

inflamatorni (1, 4, S,
11-14)

21.
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Aktivace kaspaz, proteolytické stépeni

32-53 kDa

. Asp-X Azp-X
prokaspaza e s—

pro-domain large subunit small subunit
(3-24 kDa) (17-21 kDa) (10-13 kDa)

E@E subunit'small subunit

kaspéza O = active site

heterodimers

5

aktivni

ﬁ active tetramer
kaspaza
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Rozpad bunky na apoptoticka téliska
 aktinovy kontraktilni aparat

23.

Lékarska biologie 2005/2006



Fagocytoza apoptotickych télisek

 pohlceni apoptotickych télisek okolnimi bunkami
(makrofagy, dendriticke bunky)

e fagocytujici bunky vylucuji cytokiny, které
zabranuji zanétu ve tkani

Final stage of apoptosis _ White blood call

;
Apoptotic cell ‘

24.
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Mechanismy indukce apoptozy

Creath
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Radiation
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Mechanismy apoptozy

APOPTOZA VYVOLANA VNITRNIMI SIGNALY:

e zdrava bunka exprimuje na vnéjsi membraneé
mitochondrii protein Bcl-2, vazany k Apaf-1

e pri poskozeni bunky protein Bcl-2:
e uvolni Apaf-1
« kanaly se uvolni cytochrom C z mitochondriich
— apoptosom: Apaf-1
Cytochrom C

prokaspaza 9
(dATP)

.....

—> aktivni kaspaza 3 (efektorova) - stépi proteiny
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First stage of apoptosome formation

cytochrome C

Recruitment of
procaspase-9

procaspase-9

Caspase Activation

27.
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Roche Molecular Biochemicals
Hallmarks of Apoptosis

Apoptosis
Induction
Receptor
Activation
Cytochrome ¢ / Apaf-1

Decrasing Mitochondrial Potential
Activation of Caspases

Phosphatidylserine Exposure

Morphological Changes

10 20 60 80

Hela calls, apopiosis induction with Tk / Actinomycin D

®

] }iagm stIcs

DNA Fragmentation

100 120 Time (min)
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Mechanismy apoptozy

APOPTOZA VYVOLANA VNEJSIMI SIGNALY:

« indukce cytotoxickymi T-lymfocyty (granzym B):
pfima aktivace kaspaz (3, 7, 8, 10)

e aktivacni molekuly (death ligands) se napojuji na
specifické receptory v plazmatické membrané:

Tumor necrosis factor o (TNF-a) — TNF receptor
Lymphotoxin (TNF-) - TNF receptor
Fas-ligand (FasL) — Fas receptor (CD95)

prenos signalu do cytoplasmy
pres adaptorové molekuly ( TRADD, FADD)
aktivace prokaspazy 8

aktivovana kaspaza 8 stépenim dalSich prokaspaz
spousti proteolytickou kaskadu

30.
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Death receptor pathway
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P53

Molecule
of the Year

A Genelic Key to Cancer

»Some molecules are
good guys, some are bad
guys, and some become
bad because they fail in
their functions. The
molecule pS53 is a good
guy when it is
functioning correctly.

Editor-in-Chief:
Daniel E. Koshland Jr.
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pS3

objeven 1979 - puvodné protoonkogen (mutatni forma)
od 90. let — funkce tumorového supresoru, udrzovani
genomove stability (,,guardian of genome*), indukce
apoptozy
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aktivace pS3

e poruchou metabolismu zpusobenou viry nebo
poskozenim DNA (zafeni, ROS aj.)

e bunécénou hypoxii

e nedostatkem ATP

o aktivaci ankogenu

Oncogene activation

DNA damage — -
{e.g. nitric oxide, e | - E2F
irradiation) / _.?"
_._._._._,_.—-—-—'—'_'_'_‘1 F:'1""1"I1HF

ATM, ATR, CHKZ }————— (pSd—— 1

e ——— = HDM2

Cell-cycle

: DMNA repair Apoptosis Senescance
checkpoints F POE

p21WAF1 GADD45 PUMA  XPB 21 WaAF1
14-3-35 pd8 NOXA  XPD Others
GADD45 ph3R2 Bax WRHN
APE1 APAF-1  BLM
Pol B
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2002 - Nobelova cena za fyziologii a lekarstvi:

Sydney Brenner John E. Sulston

B .
H. Robert Horvitz

za vyzkum genetické regulace vyvoje organu
a programované bunécné smrti
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Caenorhabditis elegans

e 1090 somatickych bunék,
z toho 131 podléha apoptoze

 regulace apoptozy - 14 genu Ced:
Ced-3 (kaspaza 1), Ced-4 (Apaf-1) - indukce
Ced-9 (Bcl-2)- represe

33.
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Plasma
membrane

Bel-2

Apaf-l

Caspase-8

Mammals Caspase-9

A 18
C. elegans poptosis

Ced-3

Dlamini et al., 2004 (Pharmacology & Therapeutics 101, 1- 15)
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Kerr, J.F.R., Wyllie, A.H., Currie, A.R.
Apoptosis: A basic biological phenomenon with
wide ranging implications in tissue kinetics.
British Journal of Cancer (1972) 26, 239.
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Apoptoza a nadory

Viry, inhibujici apoptozu transformovanych bunék:

e Human papilloma virus (HPV):
exprese proteinu E6 - inaktivator proteinu p53

e Epstein-Barrové virus (EBV):
produkuje protein, podobny proteinu Bcl-2

[Cellular |
|ligands

i | =
bind to N N Ly
death

A
\l

N\ 2
L4-100K
(adenovirus) )\

Large T ag (SV40)

Edorf4 (adenovirus)
6 (papilloma virus)

| CrmB/C/D (poxvirus)
M-T2 (myxomavirus)

E1B-55K (adenovirus)

vBcl-2

(herpesvirus,

ASFV,
adenovirus)

[Cellular

growth factor
|receptor receives|
lsurvival signal |

Middle T ag
(polyomavirus)
| Nef (HIV)

Tat (HIV)

HBx (hepatitis B virus)
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Apoptoza a nadory

Inhibice apoptézy nadorovych bunék bez ucasti viru:

leukémie:
exprese vysoké hladiny Bcl-2 (translokace)

melanom:
inhibovana exprese genu pro Apaf-1

nadory plic a streva:
sekrece ,,decoy“ molekuly, ktera se vaze na FasL
a brani jeji vazbé na Fas (CTL bunku neusmrti)

sekrece FasL nadorovymi bunkami indukuje
apoptozu CTL

80% CA strfeva - mutace p53

37.
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Apoptoza a imunitni systém

Autoimunitni choroby:

e defekty v indukci apoptozy u CTL po odeznéni
imunitni odpoveédi

lupenka
revmatoidni artritida

AIDS:

 pokles CD4+ a CD8+ T-lymfocytu

e pouze cast infikovana HIV, vétsina umira apoptozou

e nejasny mechanismus indukce apoptozy
(HIV exprimuje geny Tat, Nef a Vpr které indukuji
vysokou hladinu Fas, FasL a zménu permeability
mitochomdrialni membrany)
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Apoptoza a degenerativni onemocnéni

Alzheimerova choroba
Parkinsonova choroba
Huntingtonova choroba

nejasné mechanismy indukce apoptozy:

e volné radikaly

« nedostatecna hladina nervovych rustovych
faktoru

 vysoka hladina neurotransmiteru
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Metodické aspekty studia apoptozy

1. Co detekovat?

morfologickeé priznaky (1972)

blebbing membrany, kondenzace chromatinu,
kolaps jadra, vznik apo-bodies

fragmentace DNA (1987)
fragmenty: ladder, zlomy v fetézcich: TUNEL

aktivace proteolytické kaskady (1995)
produkty proteolytického stépeni

40.
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Metodické aspekty studia apoptozy

1. Co detekovat?

zmény plazmatické membrany (1997)
externalizace fosfatidylserinu: annexin-V

zmény mitochondrii (1998)
zmeny permeability mitochondrialni
membrany, detekce Cytochomu C a AIF

41.
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Metodické aspekty studia apoptozy

2. Jak detekovat?

e Mikroskopie
(svételna, fluorescencni, elektronova)

e ELISA
(spektrofotometrické hodnoceni)

e DNA-elektroforeza

* Flow cytometrie
e Western-blotting

42.

Lékarska biologie 2005/2006



Apoptbsis

A PRACTICAL APPROACH

Edited by
G. P.STUDZINSKL

A COMPREHEMSIVE EVALUATION of AFOPTOSIS
aned PRIMGEAMMED CELL DEATH

Editad by o
Richanl A Lockshin
—Zahra Zakeri

The Prnctical Approsch Senen
Series Fijor §.0 Hames

Eitp / ferwenl oup oo b PAY

Lockshin, Zakeri Studzinski

Lékarska biologie 2005/2006



	PROGRAMOVANÁBUNĚČNÁ  SMRT



