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Vyzkum zabyvajici se problematikou apoptoézy je
stale

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

Regulace prubéhu bunééné smrti patii mezi klicové
funkce nutné pro udrzeni normalnich funkci
organismul.

V pripadé jejiho poruseni mize dochazet

k nekontrolovatelnému ubytku bunék nebo naopak
k jejich akumulaci v organismu (napr. pfi nadorovem
onemochneni).

Dukladné pochopeni mechanismu apoptézy je proto
nutnym predpokladem pro uspéesnou terapii rady
onemocheni.




TRAIL

® selektivni indukce apoptozy u celé rady
nadorovych buneék, ne vsak u vetsiny normalnich
(na rozdil od TNF, Fas)

TRAIL receptor and decoy receptors

* moznost interakce
s péti riznymi receptory

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

TRAIL-R4 (DcR2, TRUNDD)
TRAIL-RS5 (osteoprotegerin)
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Ovlivnéni citlivosti bunék k uc¢inkiim TRAILu:

- na urovni receptoru
- mnozstvi DRs a DcRs, jejich mutace

- na urovni jednotlivych proteinu v signalni draze
TRAILu

- kaspaza-8, FLIP

- Smac/DIABLO

- inhibitory apoptoézy (IAPs)

- NF-kappaB

- Bcl-2 rodina (Mcl-1, Bcl-2, Bax...)

- kinazy

- atd.....




Popis signalnich drah TRAILu je velmi dulezity pro
pochopeni mechanismu jeho pusobeni,
mechanismu rezistence a pro spravné zacileni
protinadorovée terapie

Dulezitost citlivosti normalnich a
nadorovych bunék — rozdily v signalnich drahach?
Na kterych urovnich signailni drahy se projevuje
rezistence?

Prinese toto srovnani vice informaci o tom, proc
TRAIL selektivné indukuje apoptézu u nadorovych
bunek a proc je vetsina nadorovych bunek k jeho
pusobeni rezistentni?
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Kaspazy

- cysteinové proteazy, specificky stepi proteinové substraty
v misté kyseliny asparagové

- klicova uloha v prenosu apoptotického signalu

- v inaktivni formeé (proenzymy, pro-kaspazy), stepeni —
aktivni kaspaza schopna dale stepit tzv. ,,death substraty“

- struktura:
- Prodoména

- Katalytické podjednotky — velka a mala
(heterotetramer)

-déleni:
- Inicia€ni kaspazy (dlouha prodomeéna) - kaspazy-8, -9

- Efektorové (kratka prodoména) — kaspaza-3




Inactive Proenzyme __ subunits

Catalytic Sites

A

Active Caspase




- PARP - poly(ADP)ribosyl polymeraza
- cytokeratiny (CK18)

-actin, fodrin, lamin

- kaspazy

- proteiny Bcl-2 rodiny — Bid

-kinazy (PKC)

- atd.
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komplexu DISC

-v DISCu se prokaspaza-8 (55/57) stepi na kaspazu-8,
vznikaji fragmenty o velikosti 41/43 a 10/18 kDa
(dvoukrokovy 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)




Caspase-8

® initiator caspase
® pro-caspase-8 (55/57 kDa) is activated in the DISC in an
autoproteolytic manner by two subsequent cleavage steps

Caspase-8 activation




Caspase-3

Cytochrom
c

—~ Caspase-9

Bcl -2 rodina \
(Bax,

Bcl-2) Smac/DIABLO-
like proteins.....

Death
substrates
(PARP...)




Kaspaza-8 — aktivita a stepeni

55/57

41/43
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apoptozy

- aktivovana na urovni apoptozomu — signalni
komplex: cytochrom c, Apaf-1, prokaspaza-9

- aktivace prokaspazy-9 — stépeni

- aktivovana kaspaza-9 dale stepi (aktivuje) mj.
kaspazu-3
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cp-3 se nachazi v inaktivhim stavu ve forme tzv.
pro-kaspazy-3 (CPP32, Yama, apopain) o Mr = 32
kDa

pri aktivaci je stepena na dva fragmenty o Mr
priblizné 20 a 12 kDa

Efektorova kaspaza, po aktivaci je zodpoveédna za
stépeni celé rady substratu (PARP, CK18....)
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Poly(ADP-ribosyl) polymerase (PARP)

®
Jaderny protein (113 kDa), opravy DNA

@
Behem apoptozy specificky stéepeny na
fragmenty 89 a 24 kDa
citlivy marker pro detekci apoptozy

Inaktivace PARP blokuje opravu DNA, posileni
fragmentace DNA
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Specifické stepeni PARP
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- jiz béhem ranych fazi apoptézy dochazi ke Stépeni dulezitych
slozkek cytoskeletu — cytokeratini

- detekce stepeni cytokeratinu 18 — velmi citliva metoda detekce
apoptozy, obzvlastée urcena pro epithelialni bunky!

- stepeni CK18 efektorovymi kaspazami - odkryti specifického
epitopu v nolekule CK18 — marker apoptézy — ten detekovan
pomoci specifické protilatky, ktera je fluorescenc¢né znacena

Monoklonalni Ab proti specifickému epitopu CK 18, konjugovana
s FITC
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- Detekce translokace (externalizace) fosfatidylserinu v plazmatické
membrané (odlisna distribuce u ,,normalni*“ a apoptotické bunky)

- Detekce ranych fazi apoptozy

- dvoji barveni annexin V — FITC, propidium jodid (zivé bunky)




Apoptosis
Externalization of
phosphatidylserine

=
a
L
&
b1
-
"
&l
i
=l
b
P
o
&
=
T
W
1]
=1
=]
wd
=
gt
£
)
¥ ra
i
Ly

Cytoplasm

Tl

conjugate

Annexin V-PE
mambranea




=

Dead cells

idid

—
el
-1
.

Fri

Aunoptotic cells

wiahle cells

Annexin VW-FITC

- Pl — rozliseni zivych a mrtvych bunek (integrita plazmatické membrany)

- annexin-V — pozitivni bunky — bunky s translokovanym fosfatidylserinem
(apoptotické + nekrotickeé)

- apoptotické bunky — Pl-, annexin-V +
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centra bunécného dychani, energeticka centra bunky
slozeni:

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

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

intermembranovy prostor (enzymy, proapoptotické proteiny)

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




Duter mitochondnral Inner mitochondnrial Intermembrane
1embrane membrane space

\ P / High [H]= low pH
H*

Low [H*]= high pH

Electron transport leads
to proton pumping across
the inner mitochondrial

© 2003 Thomson - Wadsworth
membran

MMP normalni bunka vs.
apoptoticka




Uloha mitochondrii v apoptéze

- Zmeény v transportu elektronu
- Zmeny energetickeho metabolismu bunky
- Zmeny v produkci ROS

- Zmeény mitochondrialniho membranovéeho
potencialu

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

-Uvolnéni proapoptotickych proteinu




Apo2.7

- 38 kDa protein na membrané mitochondrii

-exprimovan u apoptotickych buneék, v ranych fazich
apoptozy




Ztrata MMP se hodnoti jako neprimy dukaz otevreni
megaporu a zvyseni permeability vnéjsi
mitochondrialni membrany, které hraje ulohu pri vyliti
nékterych mediatoru apoptozy z téchto organel.

Pri analyze MMP se pouziva fluorescencni lipofilni
kation TMRE (tetramethylrhodamin ethyl ester), ktery
se hromadi v mitochondriich v zavislosti na MMP.

S vyuzitim prutokové cytometrie Ize detekovat posun
ve fluorescenci TMRE, podavajici informaci o zméenach
MMP.




Meéereni mitochondrialniho membranového potencialu

Flowcytometr — po obarveni TMRE

Hodnoceni % bunék se snizenym MMP




MMP (TMRE)
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Oxidativni stres

I Cellular
*  Respiration

v SOD

Oxidative —> i
Burst 02
)

Environmental
Factors

DNA Damage

by G.P.Eckeri
www.biozentrum_uni-frankfurt. de/Pharmakologiefindex.html

- 2nd messengers vs. oxidativni
poskozeni — rozlisovat!!!!
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Protein
Peroxidation

Lipid
Peroxidation

ROS vs. TRAIL




Mereni produkce reaktivnich kyslikovych
metabolitu (ROS) — prutokovy cytometr

- dihydrorhodamin-123 (DHR-123)
- dichlorofluorescein diacetat (DCFH-DA)

- hydroethidin (HE)

+ nase experimenty




Produkce ROS — DHR-123
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Proteiny rodiny
Bcl-2

Regulace
mitochondrialni
drahy indukce
apoptozy

Bcl-2-like survival factors
membrane

BH4 BH3  BH1 BH2 anchor

Bax-like death factors




Cell death
signal

Death Death
blocker inducer

m CHECKPOINT @

A
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blocked promoted
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-Antiapoptoticky protein z Bcl-2 rodiny

-Transientni indukce exprese po pusobeni
nékterych rustovych faktoru a cytokint

-Uloha v regulaci diferenciace a apoptézy

-Kratky polocas rozpadu, short-term viability
protection (odlisna kinetika, predchazi Bcl-2), po
vstupu do apoptozy jeho hladina v bunce prudce
klesa, coz muze ovlivnit spusténi mitochondrialni
drahy indukce apoptézy —translokaci Bax, uvolnéni
cytochromu ¢, Smac/DIABLO, aktivaci kaspaz...




Bid

= proapoptotic Bcl-2 family member

1y — [

Caspase-8

Inactive form Active form

cytoplasm mitochondria

" regulates cytochrome c release from mitochondria by
inducing the homo-oligomerization of proapoptotic

members of the Bcl-2 family (Bax)
C.;ﬁ'éﬁi'.‘;'éﬁ’c‘s’







Proteiny_ v signalni draze TRAILu:

(Vaculova A., Hofmanova J., Souéek K., Andéra L., Kozubik A.: Ethanol functions as a
potent agent sensitizing the colon cancer cells to the TRAIL-induced apoptosis, FEBS

Letters, 577, 309-313, 2004)

TRAIL — 100 ng/ml — HT-29 - 4h

- vyznamne stepeni — tBid

- mnozstvi proteinu se nemeéni
- mnozstvi proteinu se nemeni
— neni pritomen
- vyznamny nharust mnozstvi proteinu

uloha proteinu Mcl-1 v rezistenci bunék HT-29 k t¢inkiim TRAILu??
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Charakteristické zmeény jadra behem apoptozy

- kondenzace a fragmentace jaderného
chromatinu (typicka morfologie jadra
apoptotickych bunek)

- internukleozomalni stepeni DNA (fragmenty o
velikosti 180 bp) — tzv. ,,zebricek“ DNA
(agarozova gelova elktroforéeza)




Hodnoceni jaderné morfologie bunéek

Barveni DNA — DAPI, pak hodnoceni — fluorescenéni
mikroskop — charakteristicka apoptoticka morfologie
jadra — kondenzace a fragmentace jaderného chromatinu)




Hodnoceni jaderné morfologie

(fluorescenéni mikroskop)
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Pro detekci fragmentace DNA se hojné vyuziva
metody TUNEL (terminal deoxynucleotidyl dUTP-
nick labeling).

Vzniklé zlomy DNA Ize identifikovat pomoci
enzymatického znaceni jejich 3’OH koncu nukleotidy
konjugovanymi s FITC.

Velmi vyhodné je souCasné obarveni DNA propidium
jodidem, coz umozni jak urceni celkového obsahu
DNA, tak detekci zlomu.

Takto Ize detekovat, zda indukce fragmentace DNA
je specificka pro urcitée faze bunecného cyklu.




Zavery — apoptoéza nadorovych bunék tlustého streva po
pusobeni TRAILu

- — zmény usporadani fosfolipidi —
fosfatidyl serin

- — Stépeni cytokeratinu — cytokeratin 18
- — kaspazy, substraty kaspaz

- — membranovy potencial, produkce ROS,
proteiny Bcl-2 rodiny, apoptotické proteiny uvolnované z
mitochondrii, Apo2.7 protein

- — jaderna morfologie, internukleozomaini stepeni DNA,
PARP




