Apoptdza - programovand bunécnd smrt

- fyziologicky proces umirdni buriky, ke kterému
dochdzi béhem vyvoje a pri starnuti organismu
- podminka udrzovdni homeostdze

Proc¢?

» stresové podnéty z okolniho prostredi
» poSkozeni DNA

* VYVOjOVEé procesy
* reakce nha viry/patogeny




1972: John Kerr & Andrew Wilie and Alastair Currie popsali tuto podobu
smrti jako proces, ktery vyZzaduje aktivni Gcast samotné odumirajici bunky.
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Vyznam apoptdzy

» kontrola nadmérné proliferace: koordina¢ni role
pri formovani orgdnd a tkdni (..sculpting”)

* vyvoj imunitniho systému: odstranovani auto-
reaktivnich T-bunék

» eliminace prestarlych bunék

» eliminace poskozenych nebo geneticky
aberantnich bunék




NeZddouci procesy spojené s apoptozou

+  prilisnd apoptdza poskozuje tkdneé (degenerativni procesy)
* nedostatecnd apoptdza bunky predisponuje k hromadéni
genetickych poruch a tvorbé nddord
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Toor much

Too little

ALDS
Liver failure
Wilson disease

Myclodysplastic syndromes
Meurodegenerative diseases

Multiple sclerosis
Aplastic anemia
Chronic neutropenia
Type 1 diabetes mellitus
Hashimoto thyroiditis
Ulcerative colitis

Canale=Smith syndrome

(U85 autoimmune
lwmphoproliferatve
syndrome)

Lymphoma

Leukemia

Solid mmors
Autoimmune diseases

1e.g., hypereosinophilia
syndrome, lupus
crythematosus,
rheumatond arthritis,
Ciraves disease)

Listed are diseases in which cjy'!ir::gulininn of :L[mpt-_:u.ii!i has heen
shown or is currently being discussed as being involved,




Apoptoza - charakteristika

» obvykld pri organogenezi a nedostatku
rdstovych faktord

» fyziologické odstranéni nezddoucich bunék
(napr. bunky poskozené nebo infikované) bez
rizika pro bunky sousedni

» opak nekrézy (ndasledek poranéni, kdy bunky
prasknou, vyliji svlij obsah do okoli a zptsobi
tak zanét)




Apoptoza a formovani tkani

Vyvijejici se konéetina mysi:

buriky podléhajici apoptdoze byly obarveny Cervené v
intervalu 24 hodin




Some Functions of PCD in Animal Development

Sculpting Deleting Eliminating
Unwanted Dangerous
Structures Cells

Adapted fram Jacobson ¢t al
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Apoptdza versus nekréza

Apoptdza (.sebevrazda™):

- programovany proces

- kondenzace chromatinu

- fragmentace jddra

- odbourdni cytoskeletu
(.scvrknuti® bunky)

-fragmentace chromozomdini DNA
(180 bp)

- mitochondrie zlstdvaji intaktni

- bunécnd membradna se vychlipuje

- umirajici bunka je fagocytovdna
sousednimi bunkami

Nekroéza (,.vrazda"):

- smrt bunky obvykle vyvoland
zranénim

- bobtndni organel

- poskozeni mitochondrii

- celkovd dezintagrace bunky

- uvolnéni nitrobunécnych
komponent

- vznik zdnétu
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Signal smrti

Aktivace
enzymdu

Fragmentace
chromatinu

Pohlceni

W, (=] e

Tvorba
vybézku, zmény
povrchovych
struktur




Mild convolution

Chromatin
compaction and
segregation

Condensation of

l cytoplasm

T [ MNuclear

/ity = fragmentation
,_.-_ﬂj_._,% Blebbing

b .
Cell fragmentation

Phagocytosis

Apoptotic body

Phagocytic cell

00

cell commits suicide l

-(@

dying cell is
engulfed by neighbor

corpse is digested,l
leaving no trace

-

Figure 21-22. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.




Kondenzace chromatinu

Apoptotic

Normal
Alberts et al. Fig 22-35




Fragmentace chromatinu

Intaktni DNA

Zeb¥icek"
fragmentované
DNA




Detekce apoptozy

+barveni kondenzovanych jader fluorescencnimi
barvivy (napr. Hoechst. DAPT)

* barveni fosfatidyl-serinu, ktery apoptotické burky
vystavuji na svém povrchu anexinem V

- detekce fragmentované DNA technikou TUNEL
nebo elektroforézou

* meéreni potencidlu mitochondridlni membrany




delivery of death signals

UV, toxins, growth factor deprivation, n
glucocorticoids, Fas, TNF-o, TGF-J,

anticancer drugs

modulafion of death activators
transcription factors, 2
Ca* levels, H
kinases,
phosphatases

medufation of death effectors
nuclear receptaors, ﬂ
proteases
nuclear fragmentation

cell blebbing, =

chromatin condensation -

—
cefllular fragmentiation

degradalion

y

engulfment

Ndvaznost procesu spojenych

— v bunce s apoptozou

+ detekce signalu smrti

- ovlivnéni aktivatortd smrti
- ovlivnéni efektori smrti

+ fragmentace jadra

- fragmentace bunky

+ degradace

+ pohlceni jinymi bunkami




Pro-apoptotické stimuly
(signdly smrti):

*+ UV a ionizujici zéreni
- nedostatek rustovych faktoru
» glukokortikoidy
- specifické ligandy (Fas, TNF)
» cytotoxické lymfocyty
atakujici své cile
- exprese nékterych onkogend
a nddorovych supresoru (p53, Rb)

Figure 27.36 Apoptosis is triggered by a variety of
pathways.
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Dvé hlavni nitrobunééné drdhy
indukujici apoptozu

+ drdha nezdvisla na p53 aktivovana mimobunécnymi
ligandy (Fas nebo TNFa) a jejich receptory

+ drdha zdvisla na p53 aktivovana stresovymi
faktory (napr. kamptotecin, UV zdreni) a
vyuzivajici proteiny rodiny BCL-2




Hlavni slozky apoptotické drahy

+ BCL-2
+ Apaf-1
+ kaspdzy
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+ Receptory smrti - proteiny, které
disponuji doménou smrti (,a death
domain™), vyznacujici se konzervativni
sekvenci 70 aminokyselin

» Drdhy smrti - paralelni nitrobunécné
signdini drdhy (pokud je jedna drdha
blokovana, schopnost odumirdni je jen
zpomalena, nikoliv zcela inhibovana)




V_apoptotické signalizaci se
uplatiuji tri skupiny proteinu:

- regulatory
- adaptéry
- efektory

Regulator  Adapter Effector

C. elegans Ced-9 | Ced-4 —> Ced-3 =3> Death

Vertebrates Bel-2 —| Apaf-1 —=> Casp9 —> Casp3 —> Death




Caenorhabditis elegans
- model pro studium
apoptozy
* méné nez 1000 bunék u dospélé

hlistice
* hermafordit
+ kratkd generacni doba

+ zndma Uplna sekvence genomu




Zygota

John Sulston

1090 bunek,
131 umira,
zustava 959

Image source: Y. Shibata & S. Takagi
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Hunting Down Genes
Involved 1in Cell Death

uring the development of multicellular organisms, cerrain cells are
de-ruml o chie. Sciennists have direcred much research roward
underscanding this process of programmed cell deach, Some soughe oo
nnderseand why a cell would be destined o die during developmen,
whereas others asked how a cell regulares this form of deach. In 1984,
H. Eoberr Horviez provided clues by examining the genencs of cell death
nsing a well-characrerized model sysrem, the nemarode Caenorbabdizis
elegans.

Systém Caenorhabditis elegans

+ je eliminovdno presné 131 z 1090 bunék

* buriky odumirajici apoptézou jsou 2 minuty
refraktilni, coz umoznuje jejich sledovani
svetelnym mikroskopem
» u mutantd ced-1 a ced-2 je rychlé odumirdni
znemoznéno - zlstdvaji pozorovatelné déle

« Robert Horvitz -|-y-|-o mU'l'Cln'l'y POUill pF'I A FIGURE 23.1 E-r.wﬂr_unn:_; for C. elegans genes involved 'r.-1
hledénl, Jln),/Ch mUTGnTﬁ, u kTer'),/Ch se TYTO programmed cell death were observed using Nomarski differ-
refraktilni buriky neobjevily (protoze u nich k
odumirani bunék nedochazelo) ... Tato nova
mutace, ced-3, burikém umoznila neomezené  Mutanty ced-3 and ced-4 umoznuji

preZivat. preziti vSéem 1090 bunkam.

ential contrast microscopy. 1a) Newly hatchad larva carrying:a




Robert Horvitz
John Sulston
Sydney Brenner

ibl

A FIGURE 23.1 Screening for €. slegans genes involved in
programmed ceil death wers observed using Nomarski differ-

ential contrast microscopy. 1a) Newly hatchad larva carrying a

Nobelova cena
2002

-

Developing a theme: (from left) Robert Horvitz, Jolin Sulston and Sydney Brenner have won the 2002
plysiology Mobel for their work on the biology of the nematode Cacnorhabditis efegans.




Ced u C. elegans

geny ced ("cell death
defective genes")

mutace genu ced ovliviuji osud
131 bunék, které by normdlné Killing Engulfment

mely zemrit iz — {.
hlavni kategorie gent ced:

- geny s regulacni funkci
(ced 3, ced9, ced4)

- geny efektorové (vykonnad
funkce) (ostatni ceds)

Programmed Cell Death in the nematode C. elegans
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Buneéna smrt
proteolyzou
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Prekvapeni: onkogen,
podporujici prezivani bunék
byl izolovan z lidskych
lymfomu: bc/-2

Bcl-2 a Ced-9 jsou homologni:
bunky C. elegans trensfekované
bc/-2 mohou kompenzovat
dusledek mutace ced-9, tj.
prilisné odumirani bunék. Oba
proteiny maji transmembradnové
domény, které se zanoruji do
vnéjsi membrdany mitochondrii,
jadra a ER.

Buneéna smrt
proteolyzou




Systém C. elegans - zadvery:

- proteiny Ced-3 a Ced-4 jsou nutné pro bunécnou smrt. (Pokud je
kterykoliv z nich inaktivovdn, vsech 1090 bunék preziva).

- protein Ced-9 funguje jako negativni regulator apoptézy. (Pokud
je inaktivovan, vsechny bunky vyvijejiciho se organismu umiraji).

- Anti-apoptoticky faktor Ced-9 muzZe byt inaktivovan vazbou Egl-1

 Ced-3 je uCinna protedza- kaspaza.

l

Protein Ced-3 je cysteinovd protedaza homologni k
interleukin-1b-konvertujicimu enzymu (ICE), tj.
proteinu, ktery se uplatnuje pri zanétech. V
lidskych bunkach existuje alespon 13 podobnych
proteind....nazyvaji se kaspazy.




Kaspazy

cysteinyl aspartat-specificke proteazy (enzymy bohaté na
cystein, které stépi mnohé proteiny v mistech, kde jsou
lokalizovany zbytky Asp)

syntetizovdny jako dormantni inaktivni proenzymy (prokaspdzy)

po proteolytické aktivaci degraduji klicové bunécné struktury,
coz vede k typickym morfologickym a biochemickym znakum
apoptozy

mohou se uplatnit jako inicidtory i efektory

dosud zndmo 13 ¢lenu rodiny kaspdz, které se déli do dvou
podskupin




Kaspazy - skupina 1

+ kaspdza 8, kaspdza 9 a kaspdza 10
» obsahuji velkou pro-doménu na N-konci

» funguji jako iniciatory procest buné¢né smrti




Kaspazy - skupina 2

» kaspdza 3, kaspdza 6 a kaspdza 7
» obsahuji malou pro-doménu

- $tépi rdzné substrdty, které primo zpusobuyji
radu morfologickych a biochemickych zmén v
bunikdch podléhajicim apoptoze




Efektory kaspdz

+ dalsi kaspazy
- PARP
* lamin
+ aktin
- DNA




Uéinky kaspdzy 3

- efektor apoptotické signalizace

- §tépi rizné bunécné proteiny

- aktivuje specifickou DNazu (..CAD - caspase-
activated DNase")

» v proliferujicich burikach je CAD obvykle v
komplexu se svym inhibitorem ICAD

+ kaspdza 3 v apoptotickych bunkadch stépi ICAD a
umoznuje tak CAD fragmentovat DNA




(A) procaspase activation

active
CaspaSB |arge
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small
r— 7y W 1
cleavage AN R subunit
sites activation
— by cleavage 7ITTEN
COOH . active
_ ; prodomain caspase
inactive
procaspase

Figure 17-38 part 1 of 2. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.

. . .coz vede ke
spusténi kaskddy
kaspazovych reakci:

Jedna kaspdza muze
aktivovat jinou

(B) caspase cascade
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Figure 17-38 part 2 of 2. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.




Proteolyticky ucinek kaspaz je
velmi specificky

Proteolytic cleavage by caspases can lead to diverse results,
depending on the nature of the substrate and the exact position of
the cleavage site in the primary sequence. The simplest, and
probably most frequent outcome is loss of biological activity
(panels a, b in the figure below). Caspase substrates range from
single polypeptide chain enzymes (for example, polyADP-ribose
polymerase) to complex macromolecular structures (for example,
the lamin network). Limited proteolysis by caspases can also result
in a gain of biological activity (¢, d). In some cases (for example,
Bcl-2 or Bel-x,), the cleaved products antagonize the full-length
protein (dominant-negative forms). In other cases, removal of
inhibitory domains or subunits results in increased biological
activity (for example, PAK2, Bid and CAD/ICAD).

Hengartner (2000) The Biochemistry
of Apoptosis. Nature 407: 770.

Monomeric substrates

r

Activation

Multiprotein complexes

e ol
Loss of function

.
Gain of function
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Figure 1 The apoptotic system in (
systems in 0. melanogaster (Fig. 2]
components of the apoptotic pathw
from C. elegans to mammals is apy
(by sequence or functionally) betwd
Prototypic molecules are used to rg

EECI'}'SD”E Hﬂfm PN TP
renCeplor
pad Smac/
DIABLO Decth
recaptors

Cytc

Mitochondrion

Figure 2 The apoptotic system in . melanogaster. Compare with th
system in C. elagans (Fig. 1) and mammals (Fig.3). Red arrows indi
interactions between components of the apoptotic pathweay.
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Figure 3 The apoptotic system in mammals. Compare with the apoptotic system in

. elegans [Fig. 1) and 0. melanogaster(Fig.2). Rad arrows indicate possible
interactions between components of the apoptotic pathway. Prototypic moleculas ara
used to represent families of proteing; for example, BH3 and Bel-2 represent pro- and
anti-apoptotic members of the Bol-2 family, respectively.
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Apoptosis in development

Pascal Meier*+, Andrew Finch+ & Gerard Evant

Nature 407: 796 (2000)




Drahy bunééné smrti u €. elegans a savcl

C. elegans Mammals
, Intracallular Bik - Biasma

CED-4 Apai-1 | FADD
v v
caspaso-

Apoplosis Apoplosis Apoptosis

Proteiny Ced-9/BCL-2 integruji pozitivni a negativni signdly a rozhoduji o tom, zda
apoptdza nastane nebo ne. Aktivace CED-4/Apaf-1 predurcuje buiku k apoptdze a
za vlastni smrt zodpovidaji kaspazy CED-3/kaspéza 9. U savcich bunék BCL-2
odpovidd na razné cytotoxické stimuly (napf. nedostatek cytokind nebo pritomnost
glykokortikoidu, poskozeni DNA nebo staurosporin). Ale signdl z receptoru smrti
CD95 prechazi obvykle pres adaptér FADD, ktery primo aktivuje kaspazu-8 a
obchdzi proteiny rodiny BCL-2.

Adams and Cory, Science 281: 1322 [98]




(A) C. elegans

Apoptosis

(B) Mammalian neurons (C) Mammalian

lymphocytes
P R IERR RS Plasma

— -I 'I'J”':' Jl-r. !IJI'.I' membraﬂﬂ
Bik
Intracellular Aﬂ\

membrane
@
\

FADD

' l

l :

Apoptosis

Apoptosis

2 2000 Sinawer fssociates, Ino.




Regulatory apoptozy - Apaf-1

» ,apoptotic protease activating factor"

» spolu s cytochromem c a za pritomnosti ATP zodpovidd za

zpracovani a dozrdvdni pro-kaspdazy 9




Reguldtory apoptozy - rodina BCL-2

skupina proteinu s pro- nebo anti-apoptotickou funkci

rovnovéha opacné pisobicich faktord rozhoduje o osudu buriky pri reakci na stres
nebo poskozeni DNA

evoluéni konzervativnost

pro-apoptotické ¢leny rodiny BCL-2 zvysuji nitrobunécnou hladinu cytochromu c
spojeny s membradnami, predevsim mitochondridlnimi

18 &lenu, strukturni pribuznost (obsahuji alespoh 1 ze Etyr zndmych Sroubovicovych
domén BH (BCL-homology, BH1-BH4)

domény BH umozhuji tvorbu homodimery / heterodimeru a vzdjemnou regulaci

pro-apoptotické proteiny BAX, BAD, BID, BIK a BIM obsahuji Sroubovicovou doménu
smrti (.death domain"), kterd zapada do hydrofdbni kapsy ve strukture anti-
apoptotickych proteinu BCL-2 a BCL-X .




Rodina proteinu BCL-2

— Receptor domai
eceptor domain BCL2, BCL-X,,

Bag-1/Rafl Ligand Pore formi Membrane
CED4 Ore ToTming insertion

G. Kroemer Nat Med 3:1997




Rodina proteinu BCL-2

Molekuly navozujici smrt Molekuly stimulujici preZivéni
(pro-death, PD) (pro-survival, PS)
. BAX
Skupina II BAK BCL-2
BCL-X,
Skupina I MCL-1
BAD A1

Skupina III BCL-XS

BIK BCL-W




Rodina BCL -2

proteiny skupiny I a IT mohou vzdjemné tvorit homodimery nebo
heterodimery: proteiny skupiny IIT dimerizuji pouze se zdstupci
skupiny T

BCL2, BCL-X, (skupina I) stabilizuji mitochondridini membranu,
inhibuji uvolnovani cytochromu c a inhibuji signdly smrti; proteiny
typu BAX (skupina IT) antagonizuji proteiny skupiny I a stimuluji
apoptdzu

domény BH predstavuji vazebnd mista ("docking” sites) pro
reguldtory apoptdzy v proteinech BCL2




Souvislost BCL-2 - cytochrom ¢

proteiny BCL-2 funguji tak, ze ridi uvolnovani cytochromu c

indukovand exprese anti-apoptotickych ¢lent BCL2 bréni
uvolnéni cytochromu ¢ z mitochondrii, aktivaci kaspdz a smrti
bunék vystavenych cytotoxickym latkdam

indukovand exprese pro-apoptotickych ¢lent BCL2 (BAX)
zpusobuje uvolnéni cytochromu c z mitochondrii a smrt buriky i
za nepritomnosti jakéhokoliv cytotoxického signdlu

pro-apoptotické proteiny BCL-2 pusobi na povrchu mitochondridlni
membrany a funguji tak, ze snizuji jeji potencidl a stimuluji tak
uvolnéni cytochromu c.




Cytochrom c

spolu s Apaf-1 a dATP nutny faktor
pro aktivaci kaspdz

jakmile se cytochrom c objevi v
cytozolu (rizeno Bcl-2), vaze se na
Apaf-1 (homolog Ced-4)

Apaf méni konformaci a oligomerizuje

za pritomnosti dATP komplex
cytochrom c/Apaf-1 vdze a aktivuje
prokaspazu 9 (.apoptozom")

aktivovand kaspdza 9 aktivuje dalsi
kaspdzy zodpovidajici za apoptotickou
smrt bunky (kaspazy 3 nebo 7)

Caspase Activation

@ Cytochrome ¢

Conformational Change

CARD (caspase
recruitment domain)

dATP-dependent
oligomerization through
CARD-CARD interaction

Apoptosome Complex

Recruitement of
Procaspase-9

Activation of caspase-9
on apoptosome complex

Activation of caspase-3 or -7




Growth Factor Withdrawal
Genotoxic Insult

UV Irradiation

Pro-Apoptotic Bcl
Family Proteins

o
Anti-Apoptotic Bcl
Family Proteins __' =
Bel-X,

Mitochondria

Caspase-3
Caspate-B

Apoptosome Catpuse-7

dATP

Apoptosis

Proteiny Smac/Diablo jsou uvolfiovdny z mitochondrii, aby blokovaly
proteiny IAP, které jsou schopny interakce s kaspdzou 9 a jeji inhibice.




Faktory ridici aktivitu BCL-2

+cytozolické proteiny
+  béhem apoptdzy translokuji do mitochondrii
* vdzou a ovlivauji aktivitu BCL2 nebo primo ridi uvoliovani cytochromu c

Fas ligand Death receptors Survival factors
Independent stimuli ’
4

Fas

DISC

g FADD "‘-@ @%j@
Y

Calcineurine - Kinases

2 G (e AP

BC'KL Bad PAK)

Caspase 9
Apaf- 1? Cytc

Downstream
caspases

frends in Cell Blology




Bid
+ pro-apoptoticky protein, Stépen kaspdzou 8

» C-koncovy fragment tBid prechdzi do mitochondrii, kde aktivuje
pro-apoptotiky Bax: uvolnéni cytochromu c

Fas ligand Death receptors Survival factors
Independent stimuli ’
Fas 4
ELES 14-3-3

(F—F IS
®- @
l @ . !
Calcineurine - ) Kinases
A G (At MAPK
Bel-x, Bad PAK)

e i Sl
Caspase 9 |
Apaf—1r

g

Downstream
caspases

frends in Cell Blology




Bad

za pritomnosti ristovych faktorl se Bad fosforyluje kindzami Akt, MAPK, PKA,
MAPKK (RsKs) nebo p21-activated kinase 1 (PAK;

fosforylovany Bad vdze 14-3-3, ktery zajisti jeho lokalizaci v cytozolu (apoptéza
nenastava)

pri nedostatku rdstovych faktord je Bad defosforylovan Ca?*-senzitivni fosfatdzou
(kalcineurin) nebo protein fosfatdzou 1 o, prechdzi do mitochondrii, kde vaze BCL-X

Bad vytéstiuje BCL-X| z heterodimerd Bax-BCL-X: vznikaji homodimery Bax, které
zajisti uvolnéni cytochromu c: apoptdza

Fas ligand Death receptors Survival factors

Independent stimuli

Fas

DISC
FADD

z

| Ba

Apaf-1® Cyt ¢

dATP

Y

Downstream
caspases

|

l Calcineurine - . Kinases
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Apoptdza vyvolanda nedostatkem
rustovych faktoru

» kli¢ova dloha pro-apoptotického proteinu Bad
- za pritomnosti rustovych faktort je Bad

prostrednictvim prisludnych receptort a kindz
udrZzovan ve fosforylované forme

- fosforylovany Bad je vychytdvan adaptorovou
molekulou 14-3-3

- absence rustovych faktord zpusobi pritomnost
nefosforylované formy Bad, ktery se uvoliuje z
14-3-3, prechdzi do mitochondrii a zptisobi uvolnéni
cytochromu c - a aktivaci kaspdz 9 a 3




Bax

prijeti signdlu smrti: pro-apoptoticky Bax prechdzi z cytozolu do mitochondrie
zmeéna konformace Bax: oligomerizace a zaclenéni do vnéjsi mitochondridlni
membraény

rychle ndsleduje uvolnéni cytochromu c

tyto déje jsou podporovdny Bid (+Bid) a inhibovany BCL-2/BCL-X,

Cytosol

Apoptotic

Cytochrome ¢ @) ot
atrix

frends in Celf Biology




Apoptoza a mitochondrie

mitochondrie nejsou zcela intaktni béhem apoptézy: snizuje se jejich
velikost, zvysuje se hustota vnitrni matrix

mitochondrie predstavuji hlavni cilové struktury proteintd BCL-2 (koordinace
procest aktivace kaspdz s uvolfiovanim cytochromu c)

¢lenové rodiny BCL2 mohou tvorit iontové kandlky /n vitro a regulovat
prichodnost kandlkd VDAC (voltage-dependent anion channels) v
mitochondriiich

pro-apoptotické faktory zpusobuji ztrdtu transmembrdnového potencidlu
(Ay) a zvy3uji tak propustnost membrany




Mitochondrion: Center Stage
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Mitochondria: Sideshow
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Finkel (2001) The mitochondrion: Is it Central to Apoptosis? Science 292: 624-626




Mitochondrialni (cyt c¢) draha muZe reagovat na pritomnost nebo
nepritomnost vnéjSich faktoru

(b} Presence of trophic factor: Inhibition of caspase activation
(a) Absence of trophic facter: Caspase activation Trophic factor
—— Trophic factor receptor t
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Death factors
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Mechanismus apoptozy
zprostredkované ligandem Fas

vazba faktoru smrti (,Fas ligand") k receptoru vede k tvorbé
komplexu Fas, FADD, pro-kaspdza 8 (.death-inducing
sighaling complex")
aktivace pro-kaspazy 8
rozdéleni signdini drdhy do dvou vétvi
- kaspaza 8 aktivuje kaspdzu 3
- kaspdza 8 stépi Bid, ktery nasledné prechdzi do
mitochondrii a stimuluje uvolnéni cytochromu c.
Cytochrom c spolecné s Apaf-1 aktivuje kaspdzu 9, ktera
zodpovida za zpracovdni pro-kaspdzy 3 do podoby aktivniho
enzymu




Apoptoza rizend systémem ligand/receptor

+ soucast signdlniho systému TNF: TNF/TNF-R1, FAS-
L/FAS (CD9D), TRAIL/DR4/DR5/DcR1/DcR2,
CD40L/CcD40, CD30L/CD30, atd.

- ligandem mize byt molekula vdzand na vnéjsi membranu
nebo molekula rozpustna

* receptory jsou transmembradnové proteiny, které
trimerizuji a doménou smrti (.,death domain") zachycuji
cytozolické signdlni proteiny (TRADD, FADD/MORT-1)

- aktivovany receptor spolu s adaptérovymi molekulami

(FLASH) aktivuje prokaspdzu 8 a spousti kaspdzovou
kaskadu




FAS-L/FAS/Apo-1/CD95

clen rodiny TNF

fyziologicka funkce: zapojeni do regulaci imunitnich reakci
(kontrola specifity imunitnich reakci, 4cast na zanétlivych
procesech)

poruchy systému FAS-L/FAS: nedostatecnd apoptdza,
dcast na nadorovych procesech

existuje vrozeny ,germline FAS mutation syndrome”:
Autoimunitni lymfoproliferativni onemocnéni (ALPS)




Mechanismus ucinku FAS

vazba ligandu indukuje trimerizaci FAS v membrané cilové bunky

ndsleduje vyvdzani proteinu FADD (.FAS-associated protein
with death domain®)

komplex FAS/FADD je substrdtem, na ktery se vaze prokaspdza
8, kterd se ndsledkem této interakce aktivuje

aktivovana kaspdza 8 stépi (aktivuje) 9 dalsich prokaspdz,
jejichz aktivita vede k apoptdze bunky

aktivovana kaspdza 8 aktivuje Bid (uvolnéni cytochromu c, Apaf,
apoptozom, atd...)




Mitochondria
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Apoptdza vyvoland FAS muze byt blokovéna:
- proteinem FLIP
* proteinem Bcl-2




Spusténi apoptozy vnéjSim podnétem (TNF)

Receptor Fas je na povrchu bunék imunitniho systému. Vazbou
ligandu se aktivuje kaspdza 8 spousti se bunécna smrt.

(A) ACTIVATION OF APOPTOSIS FROM OUTSIDE THE CELL (EXTRINSIC PATHWAY)
killer ymphocyte

aggregation

. and cleavage of
Fas prmem procaspase-8
molecules

activated
caspase-8

target c_e_r procaspase-8
g
ﬁ.

—’I\/c{
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target cell

Figure 17-39 part 1 of 2. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.
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Death factors
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NavrZené mechanismy pro prenos apoptotickych signald

Apoptosis Signaling
Death by design Death by neglect
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Strasser, O'Connor, and Dixit Annu. Rev. Biochem. 2000. 69:217-245




Apoptdza zprostredkovand proteinem p53

- pb53 ridi bunécnou proliferaci a apoptozu

- poskozeni DNA, nedostatek rustovych faktort, exprese
myc nebo E1A mohou indukovat apoptdzu
zprostredkovanou p53

+ protein pb3 se podili na uvolnéni cytochromu c z
mitochondrii a ndslednou aktivaci kaspdz 9 a 3
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Apoptdza vyvoland perforinem a granzymem B

oba proteiny jsou uvolfovdny cytotoxickymi T bunkami

Perforin: tvorba transmembrdnovych péra, prinik granzymu do
bunky
Granzym B: - Stépeni efektorovych prokaspdz (kaspdza 3)
- - Stépeni inhibitoru ICAD DNdézy CAD
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Rakovinné bunky se neridi requlacnimi_signaly
pro bunécnou smrt

zdravé bunky mohou Zit jen za pritomnosti
rustovych faktort, jinak odumiraji apoptézou x
nddorové burky preZivaji i bez rustovych faktord

zdravé bunky s poskozenou DNA odumiraji
apoptdzou x nadorové buriky prezivaji i s
poskozenou DNA

rezistence k apoptdze je jednim z duvodu
prodlouzené Zivotaschopnosti nddorovych bunék




Apoptdza a nadory

- zvy3end exprese bc/-2 zaznemendna u ruznych
pevhych nddord, leukémii i lymfomd

+ zvySend exprese bcl-2 je nepriznivy faktor:
zvySenad odolnost na chemoterapii

* terapie zamérené na ovlivnéni apoptdzy se
mohou uplatnit pri IECbé nékterych nddorovych i
nenddorovych chorob
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