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Apoptoza

- programovana bunecna smrt

- termin poprve pouzil australsky patolog J. F. Kerr v
roce 1972, aby odlisil jinou formu bunecné smrti nez je
nekroza

- nazev odvozen z rectiny, znamena ,,padani listi“

- od 70. let intenzivni vyzkum apoptozy a jeji regulace

- geneticky kontrolovany komplexni proces
programované bunécné smrti, cilena sebedestrukce
bunky

- obrovsky vyznam ve vyvoji a udrzeni homeostazy
mnohobunéecného organismu




Morfologie —
nekroza vs. apoptoza

ztrata integrity
plazmatické membrany
bobtnani cytoplazmy a
zvetseni bunky

rozbiti jadra
desintegrace
bunécnych organel
kompletni lyze bunky

bobtnani
cytoplazmaticke
membrany, integrita
membrany neni
porusena

zmenseni velikosti
bunky

kondenzace a
specificka fragmentace
jaderného chromatinu
udrzeni integrity
intracelularnich organel

formace tzv.
apoptotickych bodies




Necrosis




Biochemie —
nekroza vs. apoptoza

1 Bez ucasti specifickych =& Aktivace specifickych

molekul molekul

1 Pasivni proces bez 1 Nutné dodani energie
dodani energie z ATP ve forme ATP

1 Neregulovana 1 Specificka fragmentace
destrukce jaderné DNA jaderné DNA

1 Neni specificka role 1 Uvolneéni specifickych
mitochondrii regulatoru z

2 Ztrata regulace mitochondrii
iontovych rovnovah 1 Zmeéeny symetrie

membran




Fyziologicky vyznam —
nekroza vs. apoptoza

1 Postihuje skupiny
bunek

1 Indukovana
nefyziologickymi
stimuly

1 Poskozeni okolni
tkane — vyliti
toxickych latek

1 Spousti zanet

1 Tyka se jednotlivych
bunek

1 Indukovana
fyziologickymi
stimuly

i Fagocytoza
makrofagy

1 Neni zanet




Induktory buneécneé smrti —
nekroza vs. apoptoza

1 Hypoxie

1 Extréemni vykyvy
teploty

1 Osmoticky tlak

1 Silné zmeény pH

1 Lyticke viry

1 Metabolicke jedy

1 atd.

1 Nedostatek
rustovych faktoru

I Hormonalni zmeny

1 Specificke signaly
smrti - ,,death
ligandy*

1 Chemoterapie

1 UV-zareni

1 Ztrata kontaktu s
prostredim




Vyznam apoptozy

1 Eliminace nepotrebnych, poskozenych,
nebezpecnych, mutovanych ci jinak
pozmeénénych bunék za ucelem udrzeni
homeostazy mnohobunéecneho
organismu




Studium apoptozy v
mnohobunécném organismu

i Caenorhabditis elegans (Nematoda) — prvni a
velmi sofistikovany model studia PCD

Presneé rizeny vyvoj — organismus z 1090
bunék, z nich béhem vyvoje 131 bunék umira
apoptozou — nutno presné nacasovani a
lokalizace, jinak vazné malformace

Jeden z nejvice studovanych organismu z
hlediska popisu mechanismu apoptézy,
podobnost s obratlovci (vyskyt analogickych
apoptotickych genu a proteinu)




Apoptoza ve vyvoji
mnohobunécnéeho organismu

1 Metamorfoza hmyzu
— Vyvoj imaga z
larvy

1 Metamorfoza
obojzivelniku a
plazu — ztrata ocasu
pulci béhem
promeéeny v zabu
(postupna rizena
indukce apoptozy a
promena tvaru tela)




Apoptoza ve vyvoji
mnohobunecneho organismu

1 odumirani nékterych neuronu pfi vytvareni
CNS

1 formace tvaru organu a struktur — prsty a
interdigitalni prostory

1 odstraneni abnormalit behem embryogeneze
(véetné spontannich abortu)




Apoptoza v regulaci homeostazy
organismu

1 Eliminace starych diferencovanych
nepotrebnych bunek (krevni, strevni,
kozni...)

1 Eliminace jiz nepotrebnych bunek
mlecne zlazy po ukonceni laktace

1 Regulace endometria behem
menstruacniho cyklu

1 Odumreni poskozenych zarodecnych
bunek




Apoptoza versus proliferace

1 Pro udrzeni homeostazy organismu je
nutna dokonala rovnovaha mezi
procesy proliferace a apoptozy

1 Poruseni teto rovhovahy ma
dalekosahlé dusledky, které se odrazi
na zdravi organismu

1 Obzvlastée nutné pro intenzivné
proliferujici tkane (krev, strevo...)
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Apoptoza a nemoci —
zvysena vs. shizena apoptoza

1 AIDS 1 Rakovina

I Neurodegenerativni i Autoimunitni
onemocneéni onemocneni
(Alzheimer,Parkinson) 1 Virové infekce (Herpes,

1 Myelodysplasticky Adenovirus)
syndrom

1 Ischemické poskozeni
(infakrt, reperfuze)

1 Intoxikace jater




Obecne rysy apoptozy

1Zmeny na urovni membran

1Zmeny na urovni jadra

1 Ucéast specifickych gent a proteinti v
regulaci apoptozy




Zmeny na urovni membran

1 Plazmaticka membrana
— Zachovana integrita plazmatické membrany
— Vyznamneé zmeny v symetrii membrany
1 Translokace fosfatidylserinu z vnitfni strany membrany

na stranu vnéjsi — signal pro fagocyty, které maji na
povrchu specifické receptory pro PS

Annexin V-PE
conjugate

roy Er.tarm!:zatlnn of
Plasma [ ] phosphatidylserine

membrane @ o

Cytoplasm Cytoplasm




Zmeny na urovni membran

1 Mitochondrialni membrana

— zmeny propustnosti vnejsi membrany
mitochondrii, tvorba poru v této membrané

— vyznamne zmeny mitochondrialniho
membranoveho potencialu

— umoznéni vyliti nékterych dulezitych
mediatoru apoptézy z mitochondrii do
cytoplazmy




Zmeny na urovni jadra

1 Kondenzace a fragmentace jaderneho
chromatinu, shlukovani jaderné hmoty v
okoli jaderné membrany, charakteristicka
jaderna morfologie




Zmeny na urovni jadra

1 Specificka rizena
degradace DNA -
internukleozomalni
stepeni DNA - vznik
charakteristickych
fragmenti DNA o
délce 180 bp — ucast
specifickych
endonukleaz (Ca- a
Mg- dependentnich)




Udast specifickych genti a
proteinu v regulaci apoptozy

1 Kaspazy

1 Inhibitory kaspaz

1 Nekaspazove proteazy
1 Proteiny rodiny Bcl-2

1 Mediatory apoptozy uvolnovane z
mitochondrii




Kaspazy

- Cysteinove proteazy, specificky stepi proteinove
substraty v miste kyseliny asparagove

- Klicova uloha v prenosu apoptotickeho signalu

- v inaktivni formeé (proenzymy, pro-kaspazy) v
cytoplazme, stepeni — aktivni kaspaza schopna
dale stepit tzv. ,,death substraty“ a vyznamne se
tak podilet na sireni apoptotickeho signalu a
exekuci apoptozy

- struktura:
- Prodoména

- Katalytickeé podjednotky — velka a mala
(heterotetramer)
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Deéleni kaspaz:
(dlouha prodomeéna) - kaspazy-8, -9
kaspazy (kratka prodomeéna) — kaspaza-3, -6, -7

Aktivace kaspaz:

u a u A4 1 4

na urovni specifickych signalnich komplexu, zde ukotveny
pomoci dlouhe prodomeény

DISC - ,,death-inducing signaling complex“ — kaspaza-8
apoptozom — kaspaza-9

efektorové kaspazy:
neni nutna uéast specifickych komplexu, proteolytické

y =n u n A4 1 4




Iniciacni kaspazy




Kaspaza-8

u u u A4 y

komplexu DISC
- aktivace tzv. ,,vnéjsi drahy indukce apoptozy“

-v DISCu se prokaspaza-8 (55/57) stepi na kaspazu-8,
vznikaji fragmenty o velikosti 41/43 a 18 kDa
(dvojkrokovy mechanismus aktivace)

- FLIP — inhibitor kaspazy-8, brani jeji aktivaci, nebot’ se
sam vaze do DISCu

- aktivni kaspaza muze dale aktivovat dvé zakladni
drahy (prima aktivace kaspazy-3, draha zavisla na
mitochondriich — protein Bid)
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Kaspaza-9

sighalniho komplexu zvaného apoptozom

1 Slozeni apotozomu — cytochrom c, Apaf-1,
prokaspaza-9, ATP

1 aktivace tzv. ,,vnitrni drahy indukce
apoptozy“

1 prokaspaza-9 se stéepi na kaspazu-9, vznikaji
fragmenty o velikosti 35 a 17 kDa




Efektorové kaspazy

1Podili se na exekucni fazi apoptozy

1 Specificky stepi celou radu dulezitych
substratu v bunce

1Kaspaza-3, -0, -7




Substraty kaspaz

| — laminy (jadro), aktin,
fodrin (cytoskelet), keratin 18 (intermediarni
filamenta)

| — cPLA2, PKC,
nektere proteiny rodiny Bcl-2, MEKK-1

| — MDM2, RB

| | -
PARP, CAD inhibitor (inaktivace DNazy
zavisla na kaspazach)




-Jaderny protein (113 kDa), opravy DNA

‘Behem apoptozy specificky stepeny na
fragmenty 89 a 24 kDa citlivy marker pro
detekci apoptozy

‘Inaktivace PARP blokuje opravu DNA,
posileni fragmentace DNA




DNA strand
nicks
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PARP activation
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Inhibitory kaspaz

1 FLIP - ma sekvenci podobnou kaspaze-8, ale
bez katalytického mista, kompetitivhe

inhibuje vazbu kaspazy-8 v DISCu

1 |APs — ,inhibitor of apoptosis proteins* -
clAP1, clAP2, XIAP, survivin — vazi se na
prokaspazy a kaspazy (prostrednictvim
domeény BIR) a blokuji jejich aktivitu, mohou

u u u A 4 r

kaspazy — ruzné mechanismy




Nekaspazove proteazy

1 Calpainy (I, ll, calpastatin)
1 Cathepsiny (B, D, L)
1 Granzymy (A, B)

1 Mohou bud’ spolupracovat s
kaspazami, nebo spoustet bunecnou
smrt nezavisle na nich
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1 Cytosolove cysteinoveé
proteazy

1 Aktivace zavisla na
vapniku (UM, mM), maji
vazebné domeény pro
Ca2+, autolyze a
autoaktivace

1 L-calpain (calpain ), m-
calpain (calpain ll),
calpastatin (inhibitor
calpaint)

Glutamate
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Cytoskeletal Breakdown

Membrane Damage




Cathepsiny

1 Lysosomalni proteazy

1 Aktivovany v kyselem pH (lysosom) —
autoproteolyza, nebo jinymi proteazami

1 Nejznamejsi — cathepsin B, D

1 Behem apoptozy translokovany z

lysozomu do cytoplazmy — exekuce
apoptozy




Granzymy

1 Serinoveé proteazy T-bunék a NK-bunék

1 Spolu s perforinem se podileji na
indukci buneécné smrti (perforin vytvori
pory v bunce, umozni prunik granzymu
=)

1 Granzym B se muze ucastnit aktivace
kaspaz nebo DNaz




Proteiny rodiny Bcl-2

1 Dulezité regulatory apoptézy na urovni
mitochondrii

1 Rodina asi 30 proteinu, pro néz je
charakteristicka pritomnost tzv. domeny BH

(Bcl-2 homology), které zprostredkovavaiji
interakce s jejich vazebnymi partnery

1 Patri sem proteiny jak s proapoptotickou, tak
antiapoptotickou funkci, na jejich rovnovaze
pak zavisi osud bunky




Proteiny rodiny
Bcl-2

Regulace
mitochondrialni
drahy indukce
apoptozy

Bcl-2-like survival factors
membrane

BH4 BH3  BH1 BH2 anchor
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Bax-like death factors




- V nepritomnosti apoptotickeho signalu jsou proteiny Bcl-2
rodiny lokalizovany v ruznych subcelularnich
kompartmentech

- antiapototicke proteiny — integralni membranove
proteiny — mitochondrie, endoplazmaticke retikulum,
jadro

- proapoptoticke proteiny — cytosol, cytoskelet

- velky vyznam v regulaci propustnosti membrany,
membranového potencialu a vyliti specifickych
mediatoru apoptdzy z mitochondrii do cytosolu




Cell death
signal

Death Death
blocker inducer

m CHECKPOINT @

A

Death signal Death signal
blocked promoted
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CELL SURVIVAL CELL DEATH




Bcl-2

1 B-cell ymphoma 2 protein

1 Bcl-2 byl prvni popsany clen této
rodiny (po ném pojmenovana) a
zaroven prvni popsany savci regulator
apoptozy

1 Antiapoptoticky protein

1 Obrovska uloha v rezistenci

nadorovych bunék k nékterym typum
chemoterapeutik




Mcl-1

- Myeloid cell leukemia 1 protein

- Antiapoptoticky protein z Bcl-2 rodiny
- Uloha v regulaci diferenciace a apoptozy

- Kratky polocas rozpadu, ,,short-term
viability protection®, po vstupu do apoptozy
jeho hladina v bunce prudce klesa, coz
muze ovlivnit spusténi mitochondrialni
drahy indukce apoptozy — translokaci Bax,
uvolnéni cytochromu ¢, Smac/DIABLO,
aktivaci kaspaz...




Bid

= proapoptoticky protein

= obrovsky vyznam v integraci signalu dvou
zakladnich drah indukce apoptozy — ,,vnejsi a
vhnitrni*

» spojeni receptorové drahy indukce apoptozy
a mitochondrii, regulace vyliti cytochromu c z
téechto organel a nasledné aktivace

mitochondrialni drahy

B " ]
C -8
Bid aspase Bid
22kDa) (15 kDa)
Inactive form Active form

cytoplasm mitochondria




Initiation and regulation of apoptosis

: Cytotoxic Stress Lo
Receptor Mediated Events Radiation

Chemical Mutagens

| Fas/APO1/CD95
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MITOCHONDRIE

centra bunécného dychani, energeticka centra bunky
slozeni:

vheéjsi membrana — semipermeabilni (5 kDa) ,
kanalky (porin)

vhitrni membrana — nepropustna, pouze selektivni
transport, bohaté clenéna (kristy — zvetseni povrchu —
syntéza ATP), zde ukotveny proteiny — soucasti elekron-
transportniho retézce, transport elektronu a syntéza ATP

intermembranovy prostor (enzymy,
proapoptotické proteiny)

matrix — vysoce koncentrovana smeés enzymu,
DNA, ribozomy, citratovy cyklus




Uloha mitochondrii v apoptoze

- Zmény v transportu elektronu
- Zmeny energetického metabolismu bunky
- Zmeny v produkci ROS

- Zmeny mitochondrialniho membranového
potencialu

- Uéast proteint rodiny Bcl-2 (Bid, Bak, Bax...)

- Uvolnéni proapoptotickych proteinu




Mediatory apoptozy uvolnovane
z mitochondrii

[ — aktivace kaspazy-9 na urovni
apoptozomu

L — inhibuje IAPs — prispiva tak
k aktivaci kaspaz

| —mitochondrialni nukleaza,
translokuje se do jadra, kde stepi DNA

| — serinova proteaza, antagonista
nekterych IAPs

L — translokovan do jadra, iniciace rady
procesu apoptozy vcetne napr. kondenzace
chromatinu




Cell Death Sensitization

Death Signals

Apopiosoma
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Apoptoza zprostredkovana pres
povrchove receptory

1 Tzv. ,,death receptory® — receptory
smrti, pres ne dochazi ke spusteni
apoptozy indukovane tzv. ligandy smrti

1 Patri do rodiny TNF (tumor necrosis
factor)

1 Obsahuiji tzv. ,, “ ktera
umozni pokracovani prenosu
apoptotickeho signalu (vazba s dalsimi
cleny signaini drahy)




Vyznamne ligandy a receptory
rodiny TNF

1CD95L (FasL) — CD95, Fas
1 TNF-alfa — TNF-R1

1 TRAIL — DR4, DRS5, DcR1, DcR2,
OPG




TNF-a, FasL, TRAIL

- Clenove rodiny TNF

- uloha v imunitnich a zanetlivych reakcich
organismu, v regulaci proliferace,
diferenciace a apoptozy

-podobnost apoptotickych signalnich
drah (oligomerizace receptoru,
adapterovy protein, death domeéna,

u u u A\ 4 y

- vazba na tzv ,,death receptory*

(TNFR1, Fas -CD95, TRAIL-R1, TRAIL-
R2)




- cytotoxické a antiproliferacni pusobeni na
radu bunéecnych linii

- vyuziti v protinadorové terapii jako dulezita
alternativa ke konvencnim |éCebnym
postupum vyuzivajicim chemoterapii a
ionizujici zareni

- omezeni: - vedlejsi ucCinky, rezistence




- TNF-a, anti-Fas — silna zanetliva odpoved,
poskozeni jaternich bunek

- TRAIL - vyhoda, selektivni toxicita,
vetsina normalnich buneék rezistentni k jeho
ucinkum, otazka — hepatocyty

-in vivo — intravenozni infuze, vysokeé
davky — mysi, primati (Simpanzi) — bez
toxickych vedlejSich efektu, co ¢lovék?




® selektivni indukce apoptozy u celé rady
nadorovych bunéek, ne vsak u vetsiny normalnich

TRAIL receptor and decov receplors
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(na rozdil od TNF, Fas)

* moznost interakce
s péti ruznymi receptory

TRAIL-R1 (DR-4, APO-2)
TRAIL-R2 (DR-5, TRICK, Killer)
TRAIL-R3 (DcR1)

TRAIL-R4 (DcR2, TRUNDD)
TRAIL-R5 (osteoprotegerin)
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Modelovy systém pro studium
apoptozy — in vivo

. E p itel St‘rceva ) St‘rcevn I’ DIFFERENTIATION
Krypta

D

Q
N
aj_n/

b

o[ 0le]oJoJojo) 0)of

:I Fully differentiated

terminal cells
Proliferating/differentiating
cells

N

(920 lo(°[oPop[oPC|

REPLICATION
STAGES

4>
<
™
>
L™
>
>
>

PROLIFERATION




Modelovy system pro studium
apoptozy — in vitro

1 Bunécna kultura na Petriho misce —
adherentni epithelialni bunky kolonu

1 Postupné uvolnovani puvodné
prisedlych bunek do media, apoptoza,
apoptoticka teliska

1v umelé in vitro kulture nejsou
pritomny fagocyty, aby je pohltily,
muze proto dochazet k tzv. sekundarni
nekroze




Vyzkum zabyvajici se problematikou apoptoézy je
velmi aktualni a rozvijejici se oblasti vedy.

Ma moznosti Siroké aplikace jak v zakladnim
vyzkumu, tak v klinické praxi.

Regulace prubéhu bunééné smrti patri mezi kliCové
funkce nutné pro udrzeni normalnich funkci
organismul.

V pripadé jejiho poruseni muze dochazet

k nekontrolovatelnému ubytku bunék nebo naopak
k jejich akumulaci v organismu (napr. pri nadorovem
onemochneéni).

Dukladné pochopeni mechanismu apoptézy je proto
nutnym predpokladem pro uspésnou terapii rady
onemochneni.




1 Moznost spustit apoptozu nadorove
bunky je zakladni podminkou uspéesné
protinadorove terapie

1 Rada nadorovych bunék je vak viéi
apoptoze rezistentni

1 Je nutné objasnit mechanismy
rezistence a prekonat ji (nova léciva,
spusténi alternativnich mechanismu,
kombinovana terapie, genova terapie...)




Tumor Diagnosis ——» Biopsy

|

Apoptotic Responsiveness
(gene expression of p53, bel-2, bax, etc.;
sensitivity to apoptotic stimuli;
basal level of apoptosis; etc.)

N\

Sensitive to

Apoptotic Stimuli Resistant to Apoptotic Stimuli

\

Gene Therapy to

Standard Treaiment -=—— Restore sensitivity
(surgery,chemo, radio, (e.g. p53, bax, etc.)
immuno-therapy, etc.)

Y




Vliv naruseni (stimulace/inhibice) prubéhu apoptézy
v ramci procesu vicestupnoveé karcinogeneze

stimulace apoptozy

oprava Ruistové
— @ €— zvyhodnéni >> .
__’ E— ®> > ¥ 3 geneticka [EROVIE
poskozen ? T nestabilita
normalni . .
e bunka s iniciovana pozmeénéneé
poskozenou bunka lozisko tkané
DNA

: | /
inhibice apoptozy
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