3. Nekroza a programovana buéna smrt

Jako nekr6za se ozn&uje nd&izend smrt biky nebo tkas, zpisobena vESim
neaiekavanym zasahem. Narozdil od apoptézy jako formogramované buwné smirti,
nedochazi k aktivaci specifickych vnitrodnych signalnich drah, kterédi rozpad biiky a
nejsou produkovany signaly, které navadi fagoaeytizkého okoli k mistu zaniku biay.
Béhem negizené buscné smrti

vlivem zraéni, infekce, hypoxie nebo nadorového

onemocgni dochazi k rozpadu bky - borti se cytoplazmatickh membrana a do okeli
uvoluje obsah biky. Zarover se rozpadaji lysozomy a dalSi kamé kompartmenty, coz
vede kuvoldni zejména lysozomalnich enzgma zahajeni nekontrolovaného sledu
enzymatickych reakci, které poskozuji sousedicihnétkd/ blizkém okoli se mobilizuji
imunitni buiky, coZz miZze vést k zattu. Morfologicky Ize rozliSit skolik typa nekrdzy

v lidskych tkanich — koaguiai (vznika v hypoxickém progtdi — nap. infarkt myokardu
nebo sleziny), kolikvéni (spojena s rozpadem ity a enzymatickym poskozenim tkani —
nag. zapal plic), hemorrhagickd (spojena s poruchoevikiho zasobeni vtkani a
prostoupenim nekrotické tk&rkrvi), tukova (poskozeni tkani zejménénkem uvolrgnych

lipdz) a dalsi, typické nappro tuberkuldézu (kase6zni nekroza).
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— Alberts B., et al. 2000. Molecular Biology of the cal”
edition, Garland Science Textboks, Taylor & Frar@isup

Obr. 29. Hlavni rozdily v gibéhu nekrozy a apoptdzy.

- http://www.niaaa.nih.gov/Resources/GraphicsGallery/

Liver/changes.htm



Programovana butina smrt (PCD)
Jestlize Bhem nekrézy zanika lika nekontrolovah a gredstavuje pro organismus
patologicky jev, je programovana hwna smrt nezbytnym procesem doprovazejicim

embryonalni vyvoj a je i s@asti Zivota dosfiého organismu.

Obr. 30. Jedna moZnych varian
programované buné smrti:

Sousedni hitka aktivuje vcilové buice
molekularni drahy, které vedi
k morfologickym zm¢nam  (smrSovani
cytoplazmatické membrany, kondenzac
fragmentace  jaderné  DNA, vzr
apoptotickych dlisek). Umirajici buika
zaroven vysilA signaly Kagocytim
v blizkém okoli, které ponhlti jeji pastatky
bez patologické (z&tlive) reakce ¢
po3kozeni sousednich tkani.

— http://de.wikipedia.org/wiki/Bild:Apoptose-
german.png

Programovana bwind smrt niZze byt aktivovana na zaklagnitinich stimut (nag.
neopravitelnym poSkozenim DNA) nebo okolnimiikami — tSinou solubilnimi cytokiny
rodiny TNF. Oba dva Zisoby vedou k aktivaci cysteinovych proteaz — kaspéré cely
proces zaniku hiky provadi. D¢ma zakladnimi typy PCD jsou apopto2ai programovana
bunééna smrt v uzSim smyslu slova,_a autofagie? je vlastd zpisob degradace protéin
bakterii nebo jakéhokoli jiného materialu obklopeménembranou uvriitouiky, vyuzity pro
odbourani bu&nych organel. Oba #Zgoby se liSi molekularnim mechanisméimeni |

fyzického provedeni zaniku hky.



1. The barrier membrane that
appears in the cell?

2. Surrounds part of the cell?

3. And creafes a
double-membraned
aulophagosome.

4. Then, a lysosome with vanous
hydrolytic enzymes approaches
and combines with the
aulaphagosome?

5. It becomes an autolysosomae.

The hydrolytic enzymes break up

the intemal mambrane,

organelles, and protein of the
autophagosome.

The ubiquitin-proteasome system

The ubiguitin attaches to the unneeded proteins as a marker and the
proteasome breaks them up.

The two
degradation
systems in the
eukaryote cell

Obr. 31. Autofagie je vedle ubiquitalependentnich mechanismryznamnym systémem p
degradaci pohlceného materialu, bakterii nebo td&stnich protei. Za uréitych okolnosti

maZe buika odbourat timto Zpobem i sama sebe.

- http://www.brh.co.jp/en/experience/journal/45/iddy/ ill1.gif

Apoptéza

Mechanismus iniciace apopt6zy shrnuje nasleduficAzek:
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— Mehmet H.: Caspases find a new place to hide. 20ature 403(6): 29-30.

Obr. 31.(a), (b) a (c) oznauji tfi mozné
zpasoby aktivace apoptozy.

(@): drdha se aktivuje pripad
neopravitelného poskozeni DNA ne
jiného vnitniho stimulu. Cytochrom c
dalSi proapoptotické signalni moleku
jsou uvolreny do cytosolu, kde se poc
na tvorlE komplexu spolu s Apat-
aprokaspazou 9. Vysledkem je akti
kaspéza 9.

(b):  Aktivace a oligomerizace tz
deathreceptodt (nag. Fas nebo TNF
vede kaktivaci prokaspazy 8 na |
aktivni dimerni formu.

(©): Pokud dojde kivolnéni velkéhc
mnoZstvi CH& nag. poskozenin
endoplazmatického retikula  doch
k aktivaci kaspazy 12.

VSechny i drahy inicianich kaspaz 8,
a 12 aktivuji spokny cil, kterym je
kaspaza 3. Kaspaza 3¢git famyloid
precursor protein naamyloid S-peptide,
ktery se zptnou vazbou podili n
aktivaci dalSich molekul kaspazy 3.



Cela signélnl’ draha probl'hajl’ci od aktivace PCDz(mik buiky je ovSem mnohem
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Poskozeni jednotlivych komponent m&khky vyznam v nadorové transformaci.
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Analyza programované burééné smrti

Pro studium apoptdzy a nekrozy lze vydaidu metod, které sleduji napnorfologii

burky, stav degradace DNA, aktivitu kaspaz apod.

Morfologie apoptotické hiky

1. Swtelna mikroskopie

Obr. 32.
Kontrolni, neovliviené buiky U937
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U937 + Kamptotecin, 6 hodin

Kamptotecin  ovliviuje  aktivitu
topoizomerazy |,¢imz dochazi ki
vzniku jedndetzcovych  zloni
v DNA. Buika na tato poSkoze
reaguje iniciaci apoptozy.

Na vyfezech jsou patrna apoptotic
téliska.

U937 + Kamptotecin, 24 hodin

VétSina  bugk  vpopulaci iz
zahynula 4zv. burgény debris, kten
je viditelny na tomto obrazkye
vysledkem sekundarni nekrozy —
rozpadu apoptotickych élisek a
mrtvych burk (ty byvaji in vivo
odstrarny fagocyty)




2. Fluorescetini mikroskopie

Béhem apoptdzy dochazi ke kondenzaci chromating@est jaderné DNA. Jednou
Z moznosti, jak sledovat rozpad jader je jejichrebai vhodnym fluorescénim barvivem,
negastji propidium jodidem (P1) a analyza fluores¢anhmikroskopii.

]

Obr. 33.

Kontrolni buiky BM2 obarvené F Jeden zderivat burg¢né linie
BM2 (BM2cJUN), ukterého byle
programovana buna smrt. PCL
byla vyvolana indukci expre:
transkrigniho faktoru gun v
prostedi sminimem  sérovycl
rastovych faktoi.

Postup:
1. Burgénou suspenzi promyt v 1 x PBS, cfg. 1500 rpm/5 min.
Fixovat ve snisi methanolu (75%) a kyseliny octové (25%) min.d/h20°C.
Cfg. 2000 rpm/5 min.
Pelet resuspendovat v cca fiDfixaéni snesi, v zavislosti na hustdbunsk

Suspenzi kapnout na podloZni gkt a nechat kratce zaschnout

o g~ w D

Obarvit buiky 1l propidium jodidu (20mg/ml) a okam#ihodnotit min. 200 butk/vzorek.



Analyza bugéného cyklu — pik subGO

Béhem apoptozy dochazi k degradaci DNaga bugk v G1 fazi bug¢ného cyklu,
které prochazeji apoptézou, tedy bude obsahovatZstwvioDNA, které neodpovida ani
diploidnimu obsahu. Stanovenim mnozZstvi DNA ingmitokovym cytometrem rizeme

tento péet burgk uréit — na histogramu se projevi jako tzv. subGO pik.
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Obr. 34.
Kontrolni buiky BM2 Buiky BM2, u nichZ byla indukovana apoptoza.
Postup:
1. Buns&nou suspenzi (cca 1xJQromyt miniméalg dvéma objemy 1xPBS
2. Cfg 1500rpm/5min.
3. Odsét PBS, hiky rozsuspendovat v 0,5ml 1xPBS
4. Pridat 4ml 70% EtOH (4°C)
5. Fixovat . 24 hod./4°C
6. Cfg 1500rpm/5 min./4°C
7. Bunky rozsuspendovat v 4 ml 1xPBS
8. Cfg 1500rpm/5 min./4°C
9. Bunky rozsuspendovat v 0,5ml Vindelova roztoku, bab@itmin.-1hod./37°C. Do &beni

uchovavat na ledu.

Vindelav roztok:

1M Tris (pH 8.0) iml

RNasa 1-7mg

Triton (ev. NP-40) 100l (pouze pokud hiky nejsou fixovany v EtOH)
NacCl 60 mg

Propidum jodid 5mg
Deionizovana voda do 100ml.

Uchovavat pi 4°C; Dlouhodob alikvoty v -20°C

Podle: Robinson J.P., Handbook of flowcytometryhmods, Willey-Liss 1993.



Lokalizace fosfatidylserinu

Fosfatidylserin je ktiovou slozkou bu&nych membran, ktery je zaéimych
okolnosti lokalizovany na vrfiti stra cytoplazmatické membrany.¢Bem ranych fazi
apoptézy se ®mi jeho lokalizace — je transportovan nag¢jgh stranu membrany
(externalizace), kde slouzi jako tzveat me* signal, ktery navadi fagocyty k apoptotické
buice. Pro jeho detekci se vyuziva fluorestenoznaeného proteind- Annexin V, ktery se
na fosfatidylserin vaze. Vyuzitim {iokové cytometrie tak izeme uéit podil burgk, ktere
exponuji fosfatidylserin na ¥Bi strak membrany. Bhem analyzy se zaroiestanovuje
integrita membrany pomoci propidium jodidu, coz dimge odliSit nekrotické a sekundérn

nekrotické buiky.

W BM2

Levy horni kvadrant: " Pravy horni kvadrant:
Bunky s porusenou : Bunky s porusenou
membranou, fijimajici PI, : membranou, fijimajici PI,
s nezndnénou lokalizaci s fosfatidylserinem na ¥si

straré membrany —
sekundarninekréza

fosfatidylserinu -nekr6za

Pravy dolni kvadrant:
Bunky negijimajici PI ,

s fosfatidylserinem na ¥si
straré membrany -apoptdza

Levy dolni kvadrant:
Bunky negijimajici PlI,
s nezmdnénou lokalizaci -
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Obr. 35. Analyzy buginé smrti stanovenim extrenalizovaného fosfytidytaer
Postup:
V tomto @ipads je nutné provést tzv. vitalni barveni, které népasije Zivé biiky.
1. Bunéénou suspenzi centrifugovat 1500rpm/5min a pron¥tPBS.
2. Pelet dvakrat promyt pracovni roztokem.
3. Pridat FITC-konjugovanou protilatku proti Annexinu(9.5 pl/vzorek) a propidium jodid (5
pg/ml) v pracovnim roztoku.
Inkubovat 15 min. bezifstupu s¥tla.

Zmgfit na pflitokovém cytometru.

Pracovni roztok (pH 7.4):
10mM HEPES

140mM NacCl

10mM CaC}



Detekce mitochondrialniho membranového potencialu

Zmeény v permeabild mitochondrialnich membran jsou detekovatelné jiiarwch

fazich apoptézy. Tento proces se aujpa jako kolaps elektrochemického gradientu, ktery
probihd podél celé mitochondrialni membrany a jgiteiny pomoci tzv. membranového
potencialu (YD). YD se detekuje pomoci fluoressgho barviva JC-1 (5,5',6,6'-tetrachloro-
1,1',3,3'-tetraethyl-benzamidazolocarbocyanin jpdmbmoci p#itokové cytometrie nebo

fluorometrie.
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Obr. 36.Ve stabilnich mitochondriich fluoreski
monomery JCt cerverg, pii zméné parametit
mitochondrialni membrany dochazividouceni
JC-1 a vzniku agregétkteré fluoreskuji zelegh
Porer zeleného signalu éervenému umaije
kvantifikaci membranového potencialu.

— http://meds.queensu.ca/qcri/flow/apoptosis.htm



PARP

116KDa protein PARP (Poly (ADP-ribose) polymergseleparani enzym, ktery je
v pribéhu zaniku biiky apoptdzou $peny Giznymi kaspazami. Vznikaji dva fragmenty o
velikost cca 25kDa a 85kDA. Jeho detekce se prowadternovym blottingem, pomoci

protilatek cilenych naizné fragmenty PARP.

PARP Specific Antibodies From Epitomics
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Obr. 37. Imunoblotting a analyza PARP.
— http://lwww.epitomics.com/products/parpl_intro.html

DNA Ladder

V prabéhu apoptdzy je jaderna DNAggena na kratké fragmenty, které Ize detekovat
Ethidium bromidem a zobrazit na agar6zovém gelwelBktroforéze tak vznika typicky vzor,

ozna&ovany jako DNA ladder” (Zeh¥ik).

12

Obr. 38. Drah&. 1 je 1kb DNA standardi. 2 genomova DNA Xkontrolnich
buntk BM2, ¢.3 genomova DNA izolovana z monobladBM2, u nichZ byle
indukovéna apopto.




Podobnou metodou, kterda je schopna odhalit fraggn®NA vznikajici Ehem
apoptézy je tzv. ,TUNEL" — (Terminal transferase ™R nick end labeling). Metoda je
zaloZzena na detekci ,nicks" — zldgmv fetzci DNA, které mohou byt identifikovany
s vyuzitim terminalni transferazy. Enzym termindhansferaza (TdT) katalyzuje adici dUTP
na volné 3° OH konce. Pokud jsou dUTP ot nap biotinem nebo fluoresceinem,

muzeme sledovat aktivitu TdT.
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Obr. 40. Vysledek TUNEL assay

— http://www.compucyte.co

Podobr jako TUNEL funguje i tzv. ISNTA (In situ nick trahation assay), ktera detekuje

zlomy v DNA pomoci DNA polymerazy. Vyuziva se zemaér tkaovychiezech.



