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ApoptApoptóózaza

-- programovanprogramovanáá bunbuněčěčnnáá smrtsmrt

-- termtermíín poprvn poprvéé poupoužžil australský patolog J. F. il australský patolog J. F. KerrKerr v v 
roce 1972, aby odliroce 1972, aby odliššil jinou formu bunil jinou formu buněčěčnnéé smrti nesmrti nežž je je 
nekrnekróózaza

-- nnáázev odvozen z zev odvozen z řřeeččtiny, znamentiny, znamenáá „„padpadáánníí listlistí“í“

-- od 70. let intenzod 70. let intenzíívnvníí výzkum výzkum apoptapoptóózyzy a jeja jejíí regulaceregulace

-- geneticky kontrolovaný komplexngeneticky kontrolovaný komplexníí proces proces 
programovanprogramovanéé bunbuněčěčnnéé smrti, csmrti, cíílenlenáá sebedestrukcesebedestrukce
bubuňňkyky

-- obrovský význam ve vývoji a udrobrovský význam ve vývoji a udržženeníí homeosthomeostáázzyy
mnohobunmnohobuněčěčnnéého organismuho organismu



Morfologie –
nekróza vs. apoptóza

ztráta integrity 
plazmatické membrány
bobtnání cytoplazmy a 
zvětšení buňky
rozbití jádra
desintegrace 
buněčných organel
kompletní lyze buňky

bobtnbobtnáánníí
cytoplazmatickcytoplazmatickéé
membrmembráány, integrita ny, integrita 
membrmembráány nenny neníí
poruporuššenaena
zmenzmenššeneníí velikosti velikosti 
bubuňňkyky
kondenzace a kondenzace a 
specifickspecifickáá fragmentace fragmentace 
jadernjadernéého chromatinuho chromatinu
udrudržženeníí integrity integrity 
intracelulintraceluláárnrníích organelch organel
formace tzv. formace tzv. 
apoptotickýchapoptotických bodiesbodies



Necrosis

Apoptosis

a b c d



Biochemie –
nekróza vs. apoptóza

Bez Bez úúččasti specifických asti specifických 
molekulmolekul

PasPasíívnvníí proces bez proces bez 
doddodáánníí energie z ATPenergie z ATP

NeregulovanNeregulovanáá
destrukce jaderndestrukce jadernéé DNADNA

NenNeníí specifickspecifickáá role role 
mitochondrimitochondriíí

ZtrZtrááta regulace ta regulace 
iontových iontových rovnovrovnovááhh

Aktivace specifických Aktivace specifických 
molekulmolekul

NutnNutnéé doddodáánníí energie energie 
ve formve forměě ATPATP

SpecifickSpecifickáá fragmentace fragmentace 
jadernjadernéé DNADNA

UvolnUvolněěnníí specifických specifických 
regulreguláátortorůů z z 
mitochondrimitochondriíí

ZmZměěny symetrie ny symetrie 
membrmembráánn



Fyziologický význam Fyziologický význam ––
nekrnekróóza vs. za vs. apoptapoptóózaza

Postihuje skupiny Postihuje skupiny 
bunbuněěkk

IndukovIndukováána na 
nefyziologickými nefyziologickými 
stimulystimuly

PoPošškozenkozeníí okolnokolníí
tktkáánněě –– vylitvylitíí
toxických ltoxických láátektek

SpouSpouššttíí zzáánněětt

TýkTýkáá se jednotlivých se jednotlivých 
bunbuněěkk

IndukovIndukováána na 
fyziologickými fyziologickými 
stimulystimuly

FagocytFagocytóóza za 
makrofmakrofáágygy

NenNeníí zzáánněětt



InduktoryInduktory bunbuněčěčnnéé smrti smrti ––
nekrnekróóza vs. za vs. apoptapoptóózaza

HypoxieHypoxie
ExtrExtréémnmníí výkyvy výkyvy 
teplotyteploty
Osmotický tlakOsmotický tlak
SilnSilnéé zmzměěny ny pHpH
LytickLytickéé viryviry
MetabolickMetabolickéé jedyjedy
aatdtd..

Nedostatek Nedostatek 
rrůůstových faktorstových faktorůů
HormonHormonáálnlníí zmzměěnyny
SpecifickSpecifickéé signsignáály ly 
smrti smrti -- „„deathdeath
ligandyligandy““
ChemoterapieChemoterapie
UVUV--zzáářřeneníí
ZtrZtrááta kontaktu s ta kontaktu s 
prostprostřřededíímm



Význam Význam apoptapoptóózyzy

Eliminace nepotEliminace nepotřřebných, poebných, pošškozených, kozených, 
nebezpenebezpeččných, mutovaných ných, mutovaných čči jinak i jinak 
pozmpozměěnněěných bunných buněěk za k za úúččelem udrelem udržženeníí
homeosthomeostáázyzy mnohobunmnohobuněčěčnnéého ho 
organismuorganismu



Studium Studium apoptapoptóózyzy v v 
mnohobunmnohobuněčěčnnéém organismum organismu

CaenorhabditisCaenorhabditis eleganselegans ((NematodaNematoda) ) –– prvnprvníí a a 
velmi sofistikovaný model studia PCDvelmi sofistikovaný model studia PCD

PPřřesnesněě řříízený vývoj zený vývoj –– organismus z 1090 organismus z 1090 
bunbuněěk, z nich bk, z nich běěhem vývoje 131 bunhem vývoje 131 buněěk umk umíírráá
apoptapoptóózouzou –– nutno pnutno přřesnesnéé nanaččasovasováánníí a a 
lokalizace, jinak vlokalizace, jinak váážžnnéé malformacemalformace

Jeden z nejvJeden z nejvííce studovaných organismce studovaných organismůů z z 
hlediska popisu mechanismhlediska popisu mechanismůů apoptapoptóózyzy, , 
podobnost s obratlovci (výskyt analogických podobnost s obratlovci (výskyt analogických 
apoptotickýchapoptotických gengenůů a proteina proteinůů))



ApoptApoptóózaza ve vývoji ve vývoji 
mnohobunmnohobuněčěčnnéého organismuho organismu

MetamorfMetamorfóóza za hmyzuhmyzu
–– vývoj vývoj imagaimaga z z 
larvylarvy
MetamorfMetamorfóóza za 
obojobojžživelnivelnííkkůů a a 
plazplazůů –– ztrztrááta ocasu ta ocasu 
pulcpulcůů bběěhem hem 
promproměěny v ny v žžáábu bu 
(postupn(postupnáá řříízenzenáá
indukce indukce apoptapoptóózyzy a a 
promproměěna tvaru tna tvaru těěla)la)



ApoptApoptóózaza ve vývoji ve vývoji 
mnohobunmnohobuněčěčnnéého organismuho organismu

odumodumíírráánníí nněěkterých neuronkterých neuronůů ppřři vytvi vytváářřeneníí
CNSCNS

formace tvaru orgformace tvaru orgáánnůů a struktur a struktur –– prsty a prsty a 
interdigitinterdigitáálnlníí prostoryprostory

odstranodstraněěnníí abnormalit babnormalit běěhem embryogeneze hem embryogeneze 
(v(vččetnetněě spontspontáánnnníích abortch abortůů))



ApoptApoptóózaza v regulaci v regulaci homeosthomeostáázyzy
organismuorganismu

Eliminace starých diferencovaných Eliminace starých diferencovaných 
nepotnepotřřebných bunebných buněěk (krevnk (krevníí, st, střřevnevníí, , 
kokožžnní…í…))
Eliminace jiEliminace jižž nepotnepotřřebných bunebných buněěk k 
mlmlééččnnéé žžlláázy po ukonzy po ukonččeneníí laktacelaktace
Regulace Regulace endometriaendometria bběěhem hem 
menstruamenstruaččnníího cykluho cyklu
OdumOdumřřeneníí popošškozených zkozených záároderodeččných ných 
bunbuněěkk



ApoptApoptóózaza versus proliferaceversus proliferace

Pro udrPro udržženeníí homeosthomeostáázyzy organismu je organismu je 
nutnnutnáá dokonaldokonaláá rovnovrovnovááha mezi ha mezi 
procesy proliferace a procesy proliferace a apoptapoptóózyzy

PoruPoruššeneníí ttééto rovnovto rovnovááhy mhy máá
dalekosdalekosááhlhléé ddůůsledky, ktersledky, kteréé se odrazse odrazíí
na zdravna zdravíí organismuorganismu

ObzvlObzvlášášttěě nutnnutnéé pro pro intenzintenzíívnvnéé
proliferujproliferujííccíí tktkáánněě (krev, st(krev, střřevoevo……))



Rakovina
AIO

AIDS
neurodegenerativní

onemocnění

homeostáza

apoptózaproliferace



ApoptApoptóózaza a nemoci a nemoci ––
zvýzvýššenenáá vs. snvs. sníížženenáá apoptapoptóózaza

AIDSAIDS

NeurodegenerativnNeurodegenerativníí
onemocnonemocněěnníí
((AlzheimerAlzheimer,,ParkinsonParkinson))

MyelodysplastickýMyelodysplastický
syndromsyndrom

IschemickIschemickéé popošškozenkozeníí
((infakrtinfakrt, , reperfuzereperfuze))

Intoxikace jaterIntoxikace jater

RakovinaRakovina

AutoimunitnAutoimunitníí
onemocnonemocněěnníí

VirovVirovéé infekce (Herpes, infekce (Herpes, 
AdenovirusAdenovirus))



ObecnObecnéé rysy rysy apoptapoptóózyzy

ZmZměěny na ny na úúrovni membrrovni membráánn

ZmZměěny na ny na úúrovni jrovni jáádradra

ÚÚččast specifických genast specifických genůů a proteina proteinůů v v 
regulaci regulaci apoptapoptóózyzy



ZmZměěny na ny na úúrovni membrrovni membráán n 

PlazmatickPlazmatickáá membrmembráánana
–– ZachovZachováána integrita plazmatickna integrita plazmatickéé membrmembráányny
–– VýznamnVýznamnéé zmzměěny v symetrii membrny v symetrii membráányny

Translokace Translokace fosfatidylserinufosfatidylserinu z vnitz vnitřřnníí strany membrstrany membráány ny 
na stranu vnna stranu vněějjšíší –– signsignáál pro fagocyty, kterl pro fagocyty, kteréé majmajíí na na 
povrchu specifickpovrchu specifickéé receptory pro PSreceptory pro PS



ZmZměěny na ny na úúrovni membrrovni membráánn

MitochondriMitochondriáálnlníí membrmembráánana
–– zmzměěny propustnosti vnny propustnosti vněějjšíší membrmembráány ny 

mitochondrimitochondriíí, tvorba p, tvorba póórrůů v tv tééto membrto membráánněě

–– významnvýznamnéé zmzměěny ny mitochondrimitochondriáálnlnííhoho
membrmembráánovnovéého potenciho potenciáálulu

–– umoumožžnněěnníí vylitvylitíí nněěkterých dkterých důůleležžitých itých 
medimediáátortorůů apoptapoptóózyzy z z mitochondrimitochondriíí do do 
cytoplazmycytoplazmy



ZmZměěny na ny na úúrovni jrovni jáádradra

Kondenzace a fragmentace jadernKondenzace a fragmentace jadernéého ho 
chromatinu, shlukovchromatinu, shlukováánníí jadernjadernéé hmoty v hmoty v 
okolokolíí jadernjadernéé membrmembráány, charakteristickny, charakteristickáá
jadernjadernáá morfologiemorfologie



ZmZměěny na ny na úúrovni jrovni jáádradra

SpecifickSpecifickáá řříízenzenáá
degradace DNA degradace DNA ––
internukleozominternukleozomáálnlníí
ššttěěpenpeníí DNA DNA -- vznik vznik 
charakteristických charakteristických 
fragmentfragmentůů DNA o DNA o 
ddéélce 180 lce 180 bpbp –– úúččast ast 
specifických specifických 
endonukleendonukleáázz (Ca(Ca-- a a 
MgMg-- dependentndependentnííchch))



ÚÚččast specifických genast specifických genůů a a 
proteinproteinůů v regulaci v regulaci apoptapoptóózyzy

KaspKaspáázyzy

Inhibitory Inhibitory kaspkaspáázz

NekaspNekaspáázovzovéé proteproteáázyzy

Proteiny rodiny Proteiny rodiny BclBcl--22

MediMediáátorytory apoptapoptóózyzy uvoluvolňňovanovanéé z z 
mitochondrimitochondriíí



Kaspázy

- Cysteinové proteázy, specificky štěpí proteinové
substráty v místě kyseliny asparagové

- Klíčová úloha v přenosu apoptotického signálu

- v inaktivní formě (proenzymy, pro-kaspázy) v 
cytoplazme, štěpení – aktivní kaspáza schopná
dále štěpit tzv. „death substráty“ a významně se 
tak podílet na šíření apoptotického signálu a 
exekuci apoptózy

- struktura:

- Prodoména

- Katalytické podjednotky – velká a malá
(heterotetramer)



subunits



Dělení kaspáz:
Iniciační kaspázy (dlouhá prodoména) - kaspázy-8, -9
Efektorové kaspázy (krátká prodoména) – kaspáza-3, -6, -7
Kaspázy účastnící se zánětu

Aktivace kaspáz:

iniciační kaspázy:
na úrovni specifických signálních komplexů, zde ukotveny 
pomocí dlouhé prodomény
DISC – „death-inducing signaling complex“ – kaspáza-8
apoptozom – kaspáza-9

efektorové kaspázy:
není nutná účast specifických   komplexů, proteolytické
štěpení pomocí iniciačních kaspáz



Iniciační kaspázy



Kaspáza-8

-iniciační kaspáza aktivovaná na úrovni signálního 
komplexu DISC

- aktivace tzv. „vnější dráhy indukce apoptózy“

-v DISCu se prokaspáza-8 (55/57) štěpí na kaspázu-8, 
vznikají fragmenty o velikosti 41/43 a 18 kDa
(dvojkrokový mechanismus aktivace)

- FLIP – inhibitor kaspázy-8, brání její aktivaci, neboť se 
sám váže do DISCu

- aktivní kaspáza může dále aktivovat dvě základní
dráhy (přímá aktivace kaspázy-3, dráha závislá na 
mitochondriích – protein Bid)



1.

2.

DED DED
p18 p10

p43

p26

Caspase-8 activation p18

p18

p10

p10

p10

p55



KaspKaspáázaza--99

iniciainiciaččnníí kaspkaspáázaza aktivovanaktivovanáá na na úúrovni rovni 
signsignáálnlníího komplexu zvanho komplexu zvanéého ho apoptozomapoptozom

SloSložženeníí apotozomuapotozomu –– cytochromcytochrom c, c, ApafApaf--1, 1, 
prokaspprokaspáázaza--9, ATP9, ATP

aktivace tzv. aktivace tzv. „„vnitvnitřřnníí drdrááhy indukce hy indukce 
apoptapoptóózyzy““

prokaspprokaspáázaza--9 se 9 se ššttěěppíí na na kaspkaspáázuzu--9, vznikaj9, vznikajíí
fragmenty o velikosti 35 a 17 fragmenty o velikosti 35 a 17 kDakDa



EfektorovEfektorovéé kaspkaspáázyzy

PodPodííllíí se na exekuse na exekuččnníí ffáázi zi apoptapoptóózyzy

Specificky Specificky ššttěěppíí celou celou řřadu dadu důůleležžitých itých 

substrsubstrááttůů v buv buňňcece

KaspKaspáázaza--3, 3, --6, 6, --77



SubstrSubstrááty ty kaspkaspáázz

StrukturStrukturáálnlníí proteinyproteiny –– laminy (jlaminy (jáádro), dro), aktinaktin, , 
fodrinfodrin ((cytoskeletcytoskelet), ), keratinkeratin 18 (intermedi18 (intermediáárnrníí
filamentafilamenta))

SignSignáálnlníí a regulaa regulaččnníí proteinyproteiny –– cPLA2, PKC, cPLA2, PKC, 
nněěkterkteréé proteiny rodiny proteiny rodiny BclBcl--2, MEKK2, MEKK--11

TranskripTranskripččnníí faktoryfaktory –– MDM2, RBMDM2, RB

Proteiny v regulaci metabolismu DNA/RNAProteiny v regulaci metabolismu DNA/RNA ––
PARP, CAD inhibitor (PARP, CAD inhibitor (inaktivaceinaktivace DNDNáázyzy
zzáávislvisláá na na kaspkaspáázzááchch))



PolyPoly(ADP(ADP--ribosylribosyl) ) polymerasepolymerase (PARP)(PARP)

••Jaderný protein (113 Jaderný protein (113 kDakDa), opravy DNA), opravy DNA

••BBěěhem hem apoptapoptóózyzy specificky specificky ššttěěpený na pený na 
fragmenty 89 a 24 fragmenty 89 a 24 kDakDa citlivý citlivý markermarker pro pro 
detekci detekci apoptapoptóózyzy

••InaktivaceInaktivace PARP blokuje opravu DNA, PARP blokuje opravu DNA, 
posposíílenleníí fragmentace DNAfragmentace DNA





Inhibitory Inhibitory kaspkaspáázz

FLIP FLIP -- mmáá sekvenci podobnou sekvenci podobnou kaspkaspáázeze--8, ale 8, ale 
bez katalytickbez katalytickéého mho míísta, kompetitivnsta, kompetitivněě
inhibuje vazbu inhibuje vazbu kaspkaspáázyzy--8 v 8 v DISCuDISCu

IAPsIAPs –– „„iinhibitor nhibitor ofof aapoptosispoptosis pproteinsroteins““ --
cIAP1, cIAP2, XIAP, cIAP1, cIAP2, XIAP, survivinsurvivin –– vváážžíí se na se na 
prokaspprokaspáázyzy a a kaspkaspáázyzy (prost(prostřřednictvednictvíím m 
domdoméény BIR) a blokujny BIR) a blokujíí jejich aktivitu, mohou jejich aktivitu, mohou 
inhibovat jak iniciainhibovat jak iniciaččnníí, tak , tak efektorovefektorovéé
kaspkaspáázyzy –– rrůůznznéé mechanismymechanismy



NekaspNekaspáázovzovéé proteproteáázyzy

CalpainyCalpainy (I, II, (I, II, calpastatincalpastatin))

CathepsinyCathepsiny (B, D, L)(B, D, L)

GranzymyGranzymy (A, B)(A, B)

Mohou buMohou buďď spolupracovat s spolupracovat s 
kaspkaspáázamizami, nebo spou, nebo spouššttěět bunt buněčěčnou nou 
smrt nezsmrt nezáávisle na nichvisle na nich



CalpainyCalpainy

CytosolovCytosolovéé cysteinovcysteinovéé
proteproteáázyzy

Aktivace zAktivace záávislvisláá na na 
vváápnpnííku (ku (µµµµµµµµM, mM), majM, mM), majíí
vazebnvazebnéé domdoméény pro ny pro 
Ca2+, Ca2+, autolyzeautolyze a a 
autoaktivaceautoaktivace

µµµµµµµµ--calpaincalpain ((calpaincalpain I), mI), m--
calpaincalpain ((calpaincalpain II), II), 
calpastatincalpastatin (inhibitor (inhibitor 
calpaincalpainůů))



CathepsinyCathepsiny

LysosomLysosomáálnlníí proteproteáázyzy

AktivovAktivováány v kyselny v kyseléém m pHpH ((lysosomlysosom) ) ––
autoproteolýzaautoproteolýza, nebo jinými , nebo jinými proteproteáázamizami

NejznNejznáámměějjšíší –– cathepsincathepsin B, DB, D

BBěěhem hem apoptapoptóózyzy translokovtranslokováányny z z 
lysozomlysozomůů do cytoplazmy do cytoplazmy –– exekuce exekuce 
apoptapoptóózyzy



GranzymyGranzymy

SerinovSerinovéé proteproteáázyzy TT--bunbuněěk a NKk a NK--bunbuněěkk

Spolu s Spolu s perforinemperforinem se podse podíílejlejíí na na 
indukci bunindukci buněčěčnnéé smrti (smrti (perforinperforin vytvovytvořříí
ppóóry v bury v buňňce, umoce, umožžnníí prprůůnik nik granzymugranzymu
B)B)

GranzymGranzym B se mB se můžůže e úúččastnit aktivace astnit aktivace 
kaspkaspáázz nebo nebo DNDNáázz



Proteiny rodiny Proteiny rodiny BclBcl--22

DDůůleležžititéé regulreguláátory tory apoptapoptóózyzy na na úúrovni rovni 
mitochondrimitochondriíí

Rodina asi 30 proteinRodina asi 30 proteinůů, pro n, pro něžěž je je 
charakteristickcharakteristickáá ppřříítomnost tzv. domtomnost tzv. doméény BH ny BH 
((BBclcl--2 2 hhomologyomology), kter), kteréé zprostzprostřředkovedkováávajvajíí
interakce s jejich vazebnými partneryinterakce s jejich vazebnými partnery

PatPatřříí sem proteiny jak s sem proteiny jak s proapoptotickouproapoptotickou, tak , tak 
antiapoptotickouantiapoptotickou funkcfunkcíí, na jejich rovnov, na jejich rovnovááze ze 
pak zpak záávisvisíí osud buosud buňňkyky



membrane
anchor

Bcl-2

Bcl-xL

Mcl-1

Bcl-2-like survival factors

Bax-like death factors

Bax

Bak

Bik

Bad

Bid

Noxa
PUMA
Bmf

BH3-only death factors

BH4 BH3 BH1 BH2

BH3 BH1 BH2

BH3

Proteiny rodiny 
Bcl-2

Regulace 
mitochondriální
dráhy indukce 

apoptózy



- V nepřítomnosti apoptotického signálu jsou proteiny Bcl-2 
rodiny lokalizovány v různých subcelulárních
kompartmentech

- antiapototické proteiny – integrální membránové
proteiny – mitochondrie, endoplazmatické retikulum,
jádro

- proapoptotické proteiny – cytosol, cytoskelet

- apototický stimulus má za následek jejich 
konformační změny a translokace, především do 
mitochondrií – na úrovni mitochondriální membrány pak 
dochází ke vzájemným interakcím pro- a 
antiapoptotických proteinů této rodiny

- velký význam v regulaci propustnosti membrány, 
membránového potenciálu a vylití specifických 
mediátorů apoptózy z mitochondrií do cytosolu



Bcl-2 BaxBcl-XL
Mcl-1

Bak
Bad
Bid

Death
blocker

Death
inducer

Cell death
signal

CHECKPOINT

Death signal 
blocked

Death signal
promoted

CELL SURVIVAL CELL DEATH



BclBcl--22

BB--ccell ell llymphomaymphoma 2 protein2 protein
BclBcl--2 byl prvn2 byl prvníí popsaný popsaný ččlen tlen tééto to 
rodiny (po nrodiny (po něěm pojmenovm pojmenováána) a na) a 
zzáároveroveňň prvnprvníí popsaný savpopsaný savččíí regulreguláátor tor 
apoptapoptóózyzy
AntiapoptotickýAntiapoptotický proteinprotein
ObrovskObrovskáá úúloha v rezistenci loha v rezistenci 
nnáádorových bundorových buněěk k nk k něěkterým typkterým typůům m 
chemoterapeutikchemoterapeutik



Mcl-1

- Myeloid cell leukemia 1 protein

- Antiapoptotický protein z Bcl-2 rodiny

- Úloha v regulaci diferenciace a apoptózy

- Krátký poločas rozpadu, „short-term 
viability protection“, po vstupu do apoptózy
jeho hladina v buňce prudce klesá, což
může ovlivnit spuštění mitochondriální
dráhy indukce apoptózy – translokaci Bax, 
uvolnění cytochromu c, Smac/DIABLO, 
aktivaci kaspáz…



BidBid

�� proapoptotickýproapoptotický proteinprotein
�� obrovský význam v integraci signobrovský význam v integraci signáállůů dvou dvou 
zzáákladnkladníích drah indukce ch drah indukce apoptapoptóózyzy –– „„vnvněějjšíší a a 
vnitvnitřřnní“í“
�� spojenspojeníí receptorovreceptorovéé drdrááhy indukce hy indukce apoptapoptóózyzy
a a mitochondrimitochondriíí, regulace vylit, regulace vylitíí cytochromucytochromu c z c z 
ttěěchto organel a nchto organel a nááslednslednéé aktivace aktivace 
mitochondrimitochondriáálnlníí drdrááhyhy

Bid

(22kDa)

Inactive form

cytoplasm

Caspase-8
tBid

(15 kDa)

Active form

mitochondria



Initiation and regulation of apoptosis



MITOCHONDRIE

centra buněčného dýchání, energetická centra buňky

složení:

vnější membrána – semipermeabilní (5 kDa) , 
kanálky (porin)

vnitřní membrána – nepropustná, pouze selektivní
transport, bohatě členěná (kristy – zvětšení povrchu –
syntéza ATP), zde ukotveny proteiny – součásti elekron-
transportního řetězce, transport elektronů a syntéza ATP

intermembránový prostor (enzymy, 
proapoptotické proteiny)

matrix – vysoce koncentrovaná směs enzymů, 
DNA, ribozomy, citrátový cyklus



Úloha mitochondrií v apoptóze

- Změny v transportu elektronů

- Změny energetického metabolismu buňky

- Změny v produkci ROS

- Změny mitochondriálního membránového 
potenciálu

- Účast proteinů rodiny Bcl-2 (Bid, Bak, Bax…)

- Uvolnění proapoptotických proteinů



MediMediáátorytory apoptapoptóózyzy uvoluvolňňovanovanéé
z z mitochondrimitochondriíí

CytochromCytochrom cc –– aktivace aktivace kaspkaspáázyzy--9 na 9 na úúrovni rovni 
apoptozomuapoptozomu
SmacSmac/DIABLO/DIABLO –– inhibuje inhibuje IAPsIAPs –– ppřřispispíívváá tak tak 
k aktivaci k aktivaci kaspkaspáázz
endoGendoG ––mitochondrimitochondriáálnlníí nuklenukleááza, za, 
translokujetranslokuje se do jse do jáádra, kde dra, kde ššttěěppíí DNADNA
OmiOmi//HtraHtra –– serinovserinováá proteproteáázaza, antagonista , antagonista 
nněěkterých kterých IAPsIAPs
AIFAIF –– translokovtranslokováánn do jdo jáádra, iniciace dra, iniciace řřady ady 
procesprocesůů apoptapoptóózyzy vvččetnetněě napnapřř. kondenzace . kondenzace 
chromatinuchromatinu





ApoptApoptóózaza zprostzprostřředkovanedkovanáá ppřřes es 
povrchovpovrchovéé receptoryreceptory

Tzv. Tzv. „„deathdeath receptoryreceptory““ –– receptory receptory 
smrti, psmrti, přřes nes něě dochdocháázzíí ke spuke spuššttěěnníí
apoptapoptóózyzy indukovanindukovanéé tzv. tzv. ligandyligandy smrtismrti
PatPatřříí do rodiny TNF (tumor do rodiny TNF (tumor necrosisnecrosis
factorfactor))
ObsahujObsahujíí tzv. tzv. „„deathdeath domdoméénunu““, kter, kteráá
umoumožžnníí pokrapokraččovováánníí ppřřenosu enosu 
apoptotickapoptotickééhoho signsignáálu (vazba s dallu (vazba s dalšíšími mi 
ččleny signleny signáálnlníí drdrááhy)hy)



VýznamnVýznamnéé ligandyligandy a receptory a receptory 
rodiny TNFrodiny TNF

CD95L (CD95L (FasLFasL) ) –– CD95, CD95, FasFas
TNFTNF--alfa alfa –– TNFTNF--R1R1
TRAIL TRAIL –– DR4, DR5,  DcR1, DcR2, DR4, DR5,  DcR1, DcR2, 
OPGOPG



TNF-αααα, FasL, TRAIL

- členové rodiny TNF

- úloha v imunitních a zánětlivých reakcích 
organismu, v regulaci proliferace, 
diferenciace a apoptózy

-podobnost apoptotických signálních 
drah (oligomerizace receptoru, 
adapterový protein, death doména, 
iniciační kaspáza)

- vazba na tzv „death receptory“
(TNFR1, Fas -CD95, TRAIL-R1, TRAIL-
R2)



TNFTNF--αααααααα, , FasLFasL, TRAIL, TRAIL

-- cytotoxickcytotoxickéé a a antiproliferaantiproliferaččnníí ppůůsobensobeníí na na 
řřadu bunadu buněčěčných lininých liniíí

-- vyuvyužžititíí v v protinádorové terapii jako djako důůleležžititáá
alternativa ke konvenalternativa ke konvenččnníím lm lééččebným ebným 
postuppostupůům vyum využžíívajvajííccíím chemoterapii a m chemoterapii a 
ionizujionizujííccíí zzáářřeneníí

-- omezenomezeníí: : -- vedlejvedlejšíší úúččinky, rezistenceinky, rezistence



Systémová aplikace - TNF-αααα, anti-Fas, 
TRAIL

- TNF-αααα, anti-Fas – silná zánětlivá odpověď, 
poškození jaterních buněk

- TRAIL – výhoda, selektivní toxicita, 
většina normálních buněk rezistentní k jeho 
účinkům, otázka – hepatocyty

-in vivo – intravenózní infuze, vysoké
dávky – myši, primáti (šimpanzi) – bez 
toxických vedlejších efektů, co člověk?



TRAILTRAIL

�� selektivnselektivníí indukce apoptindukce apoptóózy u celzy u celéé řřady ady 
nnáádorových bundorových buněěk, ne vk, ne vššak u vak u věěttššiny norminy normáálnlnííchch

TRAILTRAIL--R1 (DRR1 (DR--4, APO4, APO--2)2)
TRAILTRAIL--R2 (DRR2 (DR--5, TRICK, 5, TRICK, KillerKiller))
TRAILTRAIL--R3 (DcR1)R3 (DcR1)
TRAILTRAIL--R4 (DcR2, TRUNDD)R4 (DcR2, TRUNDD)
TRAILTRAIL--R5 (R5 (osteoprotegerinosteoprotegerin))

•• momožžnost interakcenost interakce
s ps pěěti rti růůznými receptoryznými receptory

(na rozdíl od TNF, Fas)



Efektorové
kaspázy

Kaspáza-8

Kaspáza-9

Kaspáza-3

Prokaspáza-9

dATP
Apaf-1

Cytochrom c 

Prokaspáza-8 

Bid

tBid

Mitochondrie

„Death“ substráty

Buněčná
membrána

FADD

TRAIL
„death

receptor“

Kaspáza-6

Mcl-1
Bcl-2
Bax
Bak

jádro



Modelový systModelový systéém pro studium m pro studium 

apoptapoptóózyzy –– in in vivovivo

Epitel stEpitel střřeva, steva, střřevnevníí

kryptakrypta



BunBuněčěčnnáá kultura na kultura na PetrihoPetriho misce misce ––
adherentnadherentníí epitheliepitheliáálnlníí bubuňňky kolonuky kolonu
PostupnPostupnéé uvoluvolňňovováánníí ppůůvodnvodněě
ppřřisedlých bunisedlých buněěk do mk do méédia, dia, apoptapoptóózaza, , 
apoptotickapoptotickáá ttěěllíískaska
v umv uměělléé in vitro kultuin vitro kultuřře nejsou e nejsou 
ppřříítomny fagocyty, aby je pohltily, tomny fagocyty, aby je pohltily, 
mmůžůže proto doche proto docháázet k tzv. sekundzet k tzv. sekundáárnrníí
nekrnekróózeze

Modelový systModelový systéém pro studium m pro studium 
apoptapoptóózyzy –– in vitroin vitro



VÝZKUM APOPTÓZY

Výzkum zabývající se problematikou apoptózy je 
velmi aktuální a rozvíjející se oblastí vědy.

Má možnosti široké aplikace jak v základním 
výzkumu, tak v klinické praxi. 

Regulace průběhu buněčné smrti patří mezi klíčové
funkce nutné pro udržení normálních funkcí
organismu. 

V případě jejího porušení může docházet 
k nekontrolovatelnému úbytku buněk nebo naopak 
k jejich akumulaci v organismu (např. při nádorovém 
onemocnění). 

Důkladné pochopení mechanismů apoptózy je proto 
nutným předpokladem pro úspěšnou terapii řady 
onemocnění.



ApoptApoptóózaza vs. lvs. lééččba rakovinyba rakoviny

MoMožžnost spustit nost spustit apoptapoptóózuzu nnáádorovdorovéé
bubuňňky je zky je záákladnkladníí podmpodmíínkou nkou úúspspěěššnnéé
protinprotináádorovdorovéé terapieterapie
ŘŘada nada náádorových bundorových buněěk je vk je vššak vak vůčůči i 
apoptapoptóózeze rezistentnrezistentníí
Je nutnJe nutnéé objasnit mechanismy objasnit mechanismy 
rezistence a prezistence a přřekonat ji (novekonat ji (nováá llééččiva, iva, 
spuspuššttěěnníí alternativnalternativníích mechanismch mechanismůů, , 
kombinovankombinovanáá terapie, genovterapie, genováá terapieterapie……))





Vliv narušení (stimulace/inhibice) průběhu apoptózy
v rámci procesu vícestupňové karcinogeneze

poškození

oprava

rakovina

normální
buňka buňka s 

poškozenou 
DNA

iniciovaná
buňka

pozměněné
ložisko tkáně

Růstové
zvýhodnění
a genetická
nestabilita

stimulace apoptózy

inhibice apoptózy



Děkuji Vám

za pozornost!


