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Apoptoza — programovana
bunécna smrt




Apoptoza

» 1972 — australsky patolog John F. Kerr
poprvé pouzil termin apoptoza a popsal
tuto podobu smrti jako proces, ktery
vyzaduje aktivni ucast samotne
odumirajici bunky

* nazev odvozen z rectiny

* Intenzivni vyzkum




Poskozeni a zanik bunky

» poskozeni — reverzibilni X irreverzibilni
* priciny poskozeni — vnitrni X vnejsi

 faktory fyzikalni (ruzné druhy zareni)
 faktory chemickeé (endogenni a exogenni
chemikalie a toxiny)

faktory biologicke (virova infekce)




nadmerna Ci hedostatecna stimulace
prirozenymi podnety

nedostatek energie

pusobeni efektorovych mechanismu IS
hromadéni metabolitu

tvorba kyslikovych a jinych radikalu




Bunky maji schopnost opravovat
ruzna poskozeni!

Jsou-li vyCerpany reparacni
mechanismy — zanik bunky




Smrt bunky

Dle morfologickych a funkcnich
charakteristik:

e Nekroza

* Apoptoza




Nekroza

nahla, katastroficka smrt bunky (,vrazda®)
patologicky déj

vysledek neschopnosti udrzet strukturalne-
funkcni vymezeni od mezibunecneho prostoru

a okolnich bunék — koncentracni gradienty iontu
a kompartmentalizace

zvétseni objemu, ztrata vnitrni struktury,
aktivace enzymu

mistni zanétova reakce




Priciny nekrozy

* nevratne poskozeni nekteré ze zakladnich bunecnych
funkci

» primarni ter¢ pusobeni letalniho faktoru (Casto
biomembrany a syntéza ATP)

* primarni terCc — obraz nekrozy

 |etalni faktory — akutni nedostatek kysliku (—nedostatek
ATP), osmoticke, mechanické, tepelne, enzymaticke,
toxicke

— nektere mohou indukovat | apoptozu

- rozhoduijici je intenzita, rychlost a doba ptsobeni
patogenniho podnetu




Apoptoza

programovana smrt bunky (,sebevrazda®)
fyziologicky déj

geneticky kontrolovany komplexni proces
aktivni forma zaniku bunky

nezbytna pro udrzeni homeostazy

zmenseni objemu, kondenzace chromatinu,
apoptoticka teliska (fagocytovana makrofagy)

neni pritomna mistni zanetova reakce




Priciny apoptozy

stresové podnety z okolniho prostredi
poskozeni DNA

VYVOJOVE procesy

reakce na patogeny (viry)




Apoptoza versus nekroza




Induktory

Apoptoza Nekroéza
nedostatek rustovych ¢ hypoxie
faktord + extrémni teploty
specifické signaly + silné zmény pH

smrti (death ligands) osmoticky tlak

hor’monalm #meny » virova infekce (lyticke
ztrata kontaktu s viry)

prostredim
UV zareni
chemoterapie

* metabolické jedy




Fyziologicky vyznam

Apoptoza Nekroza
jednotlive bunky * skupiny bunéek
iIndukce * Indukce
fyziologickymi stimuly nefyziologickymi

fagocytéza makrofagy ~ Stimuly

neni zanétova reakce * VYliti toxickych latek —
poskozeni okolni

tkané
e zanéetova reakce




Morfologie

Apoptoza Nekroza
neni porusena integrita « ztrata integrity
membrany cytoplazmaticke
zmenseni velikosti bufiky membrany
kondenzace a specificka  * bobtnani cytoplazmy a
fragmentace jaderného zvetseni objemu bunky
chromatinu * rozbiti jadra
udrzeni integrity » desintegrace bunecnych
intracelularnich organel organel
formace apoptotickych « kompletni lyze bunky

télisek




Biochemie

Apoptoza Nekroéza
aktivace specifickych * bez ucasti specifickych
molekul molekul
nutné dodani energie e pasivni proces,

(ATP) nevyzaduje dodani
specificka fragmentace energie

jaderne DNA * neregulovana destrukce
uvolnéni specifickych Jaderne DNA

regulatort z mitochondrii  « mitochondrie nemaji
zmény symetrie membran specifickou roli

 ztrata regulace iontovych
rovnovah




Vyznam apoptozy

kontrola nadmerné proliferace — koordinacni role
pri formovani organu a tkani

eliminace prestarlych bunek

eliminace poskozenych nebo geneticky
aberantnich bunek (reakce na neopravitelné

poskozeni genomove DNA, vyznamna signalni
nerovnovaha, extremni nedostatek kysliku, aj.)

udrzeni homeostazy organismu

nezadouci procesy — patogeneze rady
onemocneni




Vyvoj mnohobunecneho
organismu

» odstranovani nezadoucich bunek behem
morfogeneze — tvorba funkCnich tkani a organu

* geneticky pozmenené mysi postradajici klicove
slozky apoptotickeho aparatu vykazuji typicke
vyvojove poruchy: nadbytek neuronu v mozku,

obliCejové abnormality, poruchy formovani prstu,
atd.




Vyvoj mnohobunecneho
organismu

* metamorfoza hmyzu — premena larvy v imago

* metamorfoza obojzivelniku a plazu — ztrata
ocasu pulcu (postupna fizena indukce apoptozy
a promena tvaru tela)

Figure 17-36. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.




Vyvoj mnohobunecneho
organismu

 eliminace nékterych neuronu pri vyvoji CNS
« formovani tvaru organu a struktur — prsty a
interdigitalni prostory

* odstraneni abnormalit behem embryogeneze
(spontanni potraty)

Vyvijejici se
konCetina
mysi. Bunky
podléhajici
apoptoze
obarveny
cerveneé.




Bgulace homeostazy organismu

* regulace poctu bunek v tele

» kazdy rok se v lidském tele vytvori a je
eliminovano apoptézou (,turnover®) asi 3x104
bunek

 eliminace starych nepotrebnych bunek (strevni,
kozni, krevni..)

 eliminace jiz nepotrebnych bunek mlecne zlazy
po ukonceni laktace

* eliminace poskozenych zarodecnych bunek




Bgulace homeostazy organismu

* nutna dokonala rovnovaha mezi procesy
proliferace a apoptozy

* poruseni teto rovnovahy — poskozeni zdravi
organismu

* vyznamne u intenzivne proliferujicich tkani
(strevni epitel, krev, aj.)

 priliSna apoptdoza — degenerativni procesy

* nedostateCcna apoptoza — hromadeni
genetickych poruch, vznik nadoru




Onemocneéni spojena s poruchou

Table 3. Diseases with U‘In'ﬁl'e:glllﬂti'd _-'—"-Lpup’[m't*.-l

apoptozy

Excessive Apoptosis

Deficient Apoptosis

Degenerative neurological diseases (Alzheimer’s,
Huntington’s, Parkinson’s)

Aplastic anemia

Acquired immunodeficiency syndrome

Hashimoto's thyroiditis

Lupus erythematosus

Liver failure

Multiple sclerosis

Myelodysplastic syndrome

Type 1 diabetes mellitus

Ulcerative colitis

Wilson's disease

Chronic neutropenia

Developmental defects

Autoimmune lymphoproliferative syndrome { Canale-Smith
syndrome)

Graves’ disease

Hypereosinophilia syndrome

Hashimoto's thyroiditis

Lupus erythematosus

Lymphoma

Leukemia

Solid tumors

Type I diabetes mellitus

Osteoporosis

Developmental defects




Obecne rysy apoptozy

* Zmeny na urovni membran
* Zmeny na urovni jadra

 UCast specifickych genu a proteinu v
regulaci apoptozy




Signal smrti
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Kinetika bunecnych zmeén

Bunecné zmeny behem apoptozy jsou
prisné koordinovany.

tvorba vychlipenin plazmaticke membrany
(povrch bunky ,vari®)




jadro se zahustuje a fragmentuje (stadium
,Pyknozy")

chromozomalni DNA se Stépi na kratke
segmenty

behem hodiny se apoptoticka bunka rozpada
na malé casti (apoptoticka téliska), ktera jsou
pohlcena sousednimi bunkami nebo
makrofagy fagocytozou




Zmeny na urovni membran

Plazmaticka membrana

iIntegrita je zachovana

vyznamne zmeny v symetrii membrany
fosfatidylserin je z vnitrni strany translokovan na stranu
vnejsi — signal pro fagocyty (na povrchu nesou
specifické receptory pro fosfatidylserin)

Annexin V-PE
conjugate
Apoptosis
S s
gl

—_—
Externalization of

Plasma phosphatidylserine

membrang

Cytoplasm




Zmeny na urovni membran

Mitochondrialni membrana
* Zzmeny membranoveho potencialu
« zmeény propustnosti — vznik poru

* vyliti nékterych mediatoru apoptézy do
cytoplazmy




Zmeny na urovni jadra

smrsteni jadra

charakteristicka morfologie

kondenzace a fragmentace chromatinu
soustredeni chromatinu na periferii jadra




Fragmentace chromatinu

specificka a rizena degradace DNA

nukleazy — specifické endonukleazy (Ca- a Mg-
dependentni)

stepi DNA mezi jednotlivymi nukleozomy
vznikaji charakteristickeé fragmenty DNA (delka 180 bp)

intaktni DNA

fragmentovana DNA




Apoptoticka draha
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Procesy spojené s apoptozou

* detekce signalu smrti

u A4 V 4 u V4 o
e ovlivnéni aktivatoru
modulation of death activators
transc on factors, m "
Ca?" levels,
kinases, SI I l I
el dion a tors

e ovlivhéni efektoru
smrti

SRS, e » fragmentace jadra
-  fragmentace bunky
» degradace
| » fagocytoza jinymi
bunkami




Zmeny uvnitr bunky vedouci K jeji
destrukci jsou vysledkem vzajemného
pusobeni anti-apoptotickych a
pro-apoptotickych bunecnych
mechanismu.




Aktivace apoptozy

Pro-apoptotické stimuly
(signaly smrti)
« UV aionizujici zareni
* nedostatek rustovych faktoru
* glukokortikoidy
« specifickeé ligandy (Fas, TNF)
» cytotoxickeé lymfocyty
* nekteré onkogeny a nadorove
supresory (p53, Rb)

Figure 27,36 Apoptosis is triggered by a variety of
pathways.
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Dve hlavni nitrobunecneé drahy
indukujici apoptozu

draha nezavisla na p53 aktivovana
mimobunecnymi ligandy (Fas nebo TNFa) nebo
ztratou ukotveni k podkladu (tento typ apoptozy
se jmenuje anoikis)

draha zavisla na p53 aktivovana stresovymi
faktory (UV zareni) a vyuzivajici proteiny rodiny
Bcl-2




* Receptory smrti — proteiny, které
disponuji doménou smrti; konzervativni
sekvence 70 aminokyselin

* Drahy smrti — paralelni nitrobunecne
signalni drahy (pokud je jedna draha
blokovana, schopnost odumirani je jen
zpomalena, nikoliv zcela inhibovana)




Apoptoticka signalizace

tri skupiny proteinu:
* regulatory

» adaptéry
 efektory

Regulator  Adapter Effector

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

Vertebrates Becl-2 —| Apaf-1 —> Casp9 —> Casp3 —> Death




Specifické geny a proteiny v
regulaci apoptozy

kaspazy

inhibitory kaspaz
nekaspazove proteazy
proteiny rodiny Bcl-2

mediatory apoptozy uvolnhovane z
mitochondrii




Kaspazy

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

syntetizovany jako inaktivni proenzymy (prokaspazy)

po proteolytické aktivaci degraduji kliCove bunecné
struktury — typické morfologicke a biochemicke znaky
apoptozy

klicova uloha v prenosu apoptotickeho signalu
mohou se uplatnit jako iniciatory i efektory

znamo 13 ¢lenu rodiny, rozdéleny do dvou podskupin




Iniciacni kaspazy (sk. 1)
 kaspaza 8, kaspaza 9 a kaspaza 10

» obsahuji velkou pro-domenu na N-konci
* iniciatory procesu bunééné smrti

Aktivace:

* na urovni specifickych signalnich komplexu, zde
ukotveny pomoci dlouhé prodomény

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




Efektorove kaspazy (sk.2)

 kaspaza 3, kaspaza 6 a kaspaza 7

* obsahuji malou pro-domenu

« Stépi rlzné substraty, které primo zpusobuiji radu
morfologickych a biochemickych zmen v apoptotickych
bunkach

Aktivace:
* neni nutna ucast specifickych komplexu

y = l L 4 ry




Kaskada kaspazovych reakci

(A) procaspase activation
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Kaspaza 8

[ ] [ [ 4 r

koplexu DISC
aktivace tzv. ,,vnéjsi drahy indukce apoptozy*“

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

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

aktivni kaspaza 8 muze dale aktivovat dvé zakladni
drahy — prima aktivace kaspazy 3, draha zavisla na
mitochondriich - protein Bid




Kaspaza 9

[ ] - - 4 r

komplexu zvaneho apoptozom

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

aktivace tzv. ,,vnitrni drahy indukce apoptozy*

prokaspaza 9 se stepi na kaspazu 9, vznikaji fragmenty
o velikosti 35 a 17 kDa




Efektorove kaspazy

 kaspaza 3, kaspaza 6 a kaspaza 7
« podili se na exekucni fazi apoptozy

» specificky stépi radu dulezitych substratu v bunce




Kaspaza 3

efektor apoptotické signalizace
Stépi ruzné bunécné proteiny

aktivuje specifickou DNazu (CAD — caspase activated
DNase)

v proliferujicich bunkach je CAD obvykle v komplexu se
svym inhibitorem ICAD

kaspaza 3 v apoptotickych bunkach stepi ICAD a
umoznuje tak CAD fragmentovat DNA




Substraty kaspaz

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

Signalni a regulacni proteiny — cPLA2, PKC,
nektere proteiny rodiny Bcl-2, MEKK-1

Transkripcni faktory — MDM2, RB

Proteiny v regulaci metabolismu DNA/RNA —
PARP, ICAD




PAP
— poly(ADP-ribosyl) polymeraza

jaderny protein (113 kDa), opravy DNA

beéhem apoptdzy je specificky stéepen na
fragmenty 89 a 24 kDa

citivy marker pro detekci apoptozy

iInaktivace PARP blokuje opravu DNA, posileni
fragmentace DNA




Inhibitory kaspaz

* FLIP — sekvence podobna kaspaze 8, nema katalyticke
misto, kompetitivné inhibuje vazbu kaspazy 8 v
DISCu

* JAPs - inhibitor of apoptosis proteins® -clAP1, clAP2,
XIAP, survivin — vazi se na prokaspazy a kaspazy
(prostrednictvim domeny BIR) a blokuji jejich aktivitu,
mohou inhibovat jak iniciacni, tak efektorove kaspazy —
ruzné mechanismy




Nekaspazove proteazy

calpainy (l, |, calpastatin)
cathepsiny (B, D, L)
granzymy (A, B)

mohou bud’ spolupracovat s kaspazami, nebo
spoustet bunecnou smrt nezavisle na nich




Calpainy

cytosoloveé cysteinové
proteézy Glutamate

aktivace zavisla na
vapniku %
vazebné domény pro -

Ca2+ .
autolyze, autoaktivace [ PKe Emm\, i

| y

Cytoskeletal Breakdown

calpain |, calpain Il

calpastatin — inhibitor
calpainu

Membrane Damage




Cathepsiny

lysosomalni proteazy

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

béhem apoptdzy translokovany z lysozomu do
cytoplazmy — exekuce apoptozy

cathepsin B, cathepsin D, cathepsin L




Granzymy

serinove proteazy T- Eﬁ;z;?'éﬁﬁ
bunek a NK-bunek -

CEZ-I-
.® @ @ GranzymeB
Perforin

Ca?
spolu s perforinem se I || G, T—
podileji na indukci GG
bunécéné smrti b

¥ ® e

perforin vytvofi pory v burice |
— prunik granzymu B Apoptosis/

granzym B se muze

ucastnit aktivace kaspaz
(kaspaza 3) nebo DNaz

(Stépi ICAD)

granzym A, granzym B J’




Bgulator apotozy — Apaf-1

» ,apoptotic protease activating factor”

* spolu s cytochromem c a za pritomnosti ATP
zodpovida za zpracovani a dozravani pro-
kaspazy 9




RBdina proteinu Bcl-2

regulatory apoptozy
skupina proteinu s pro- nebo anti-apoptotickou funkci

rovhovaha opacné pusobicich faktoru rozhoduje o osudu
bunky pri reakci na stres nebo poskozeni DNA

evolucni konzervativnost

pro-apoptoticke Cleny rodiny Bcl-2 zvysuji
nitrobunecnou hladinu cytochromu c

spojeny s membranami, predevsim mitochondrialnimi




RBdina proteinu Bcl-2

30 proteinu, strukturni pribuznost — obsahuji alespon
jednu ze ctyr znamych Sroubovicovych domen BH (Bcl-
homology) — BH1-BH4

BH domény zprostredkovavaji interakce s vazebnymi
partnery

BH domény umoznuji tvorbu homodimeru/heterodimeru
a vzajemnou regulaci

pro-apoptoticke proteiny Bax, Bad, Bid, Bik a Bim
obsahuji sroubovicovou domenu smrti (,death
domain®), ktera zapada do hydrofobni kapsy ve strukture
anti-apoptotickych proteinu Bcl-2 a Bcl-X,




RBdina proteinu Bcl-2

Receptor domai
eceptor domain Bcl-2, Bel-X,,

" s [T meos [0 men [ 2 [N MelT AT

Bag-1/Rafl Ligand Pore formi Membrane
CED4 OTC I0TIMIng insertion

= a3 BHI[ " B2 B Bax, Bak

= om0 B BH2 T Bad

G. Kroemer Nat Med 3:1997




RBdina proteinu Bcl-2

Molekuly navozujici smrt Molekuly stimulujici pfezivani
(pro-death, PD) (pro-survival, PS)
Bax
Skupina ll
Bak Bcl-2
Bcl-X,
Skupina | Mcl-1
Bad
A1

Skupina lli BCI'XS

Bik Bcl-W




rovhovaha opacné pusobicich faktoru rozhoduje o
osudu bunky pri reakci na stres nebo poskozeni

Cell death
signal
Death Death
blocker inducer

Bak
Bcl-XL CHECKPOINT
kXL | |Bol-2 Bax) | Bad

£ AT

Death signal Death signal
blocked promoted
| !

CELL SURVIVAL CELL DEATH




RBdina proteinu Bcl-2

lidsky genom kdéduje 24 proteinu pribuznych Bcl-2, 6 z
nich je anti-apoptotickych, ostatni jsou pro-apoptotické

proteiny skupiny | a [l mohou vzajemne tvorit
homodimery nebo heterodimery, proteiny skupiny Il
dimerizuji pouze se zastupci skupiny |

Bcl-2, Bel-X, (skupina I) stabilizuji mitochondrialni
membranu |nh|bu1| uvolnovani cytochromu c a inhibuiji
signaly smrtl proteiny typu Bax (skupina |lI) antagonizuji
proteiny skuplny | a stimuluji apoptozu

domény BH predstavuji vazebna mista (“docking” sites)
pro regulatory apoptozy v proteinech Bcl-2




RBdina proteinu Bcl-2

* Vv 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

— apototicky stimulus ma za nasledek jejich
konformacni zmeény a translokace, predevsim do
mitochondrii — na urovni mitochondrialni membrany
pak dochazi ke vzajemnym interakcim pro- a anti-
apoptotickych proteinu této rodiny




Bcl-2

B-cell ymphoma 2 protein

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

anti-apoptoticky protein

uloha v rezistenci nadorovych bunek k nekterym
typum chemoterapeutik




Souvislost Bcl-2 s cytochromem ¢

proteiny Bcl-2 ridi uvolnovani cytochromu c

indukovana exprese anti-apoptotickych ¢lenu Bcl-2 brani uvolnéni
cytochromu ¢ z mitochondrii, aktivaci kaspaz a smrti bunek
vystavenych cytotoxickym latkam

indukovana exprese pro-apoptotickych ¢lent Bcl-2 (Bax) zpusobuje
uvolneni cytochromu ¢ z mitochondrii a smrt bunky i za
nepritomnosti jakehokoliv cytotoxickeho signalu

pro-apoptotické proteiny Bcl-2 pusobi na povrchu
mitochondrialni membrany a funguji tak, ze snizuji jeji potencial
a stimuluji tak uvolnéni cytochromu c




Caspase Activation

&

Apaf-1

Cytochrom c —

Conformational Change

spolu s Apaf-1 a dATP nutny 3 CARD (aspase
faktor pro aktivaci kaspaz @ recrutment domain)

dATP-dependent
oligomerization through
CARD-CARD interaction

jakmile se cytochrom c objevi v

cytozolu (fizeno Bcl-2), vaze se na
Apaf-1

Apaf meni konformaci a
oligomerizuje

Apoptosome Complex

za pFitomnosti dJATP komplex [y
cytochrom c/Apaf-1 vaze a
aktivuje prokaspazu 9
(,apoptozom®)

aktivovana kaspaza 9 aktivuje
dalsSi kaspazy zodpovidajici za
apoptotickou smrt bunky (kaspazy
3 nebo 7) Activation of caspase-9

on apoptosome complex

Activation of caspase-3 or -7




Protein Smac/DIABLO
Q Growth Factor Withdrawal J

Genotoxic Insult

uvolnovan z mitochondrii % Uinadition
spolu s cytochromem c
inaktivuje skupinu anti- i
apoptotickych proteinu %@3 3
IAP (,inhibitors of o
apoptosis”) {

Pro-Apoptotic Bel
Family Proteins

IAPS Za nap‘ﬁ’tomnostl Anti-ApoptotiFBci

Family Proteins ad -—‘ W
Smac/DIABLO blokuji
kaspazy Hodende
bez IAPs jsou kaspazy Bog mw >
plné funkcni r ¢ -
dA.TP Ap{,pmm mf {E::i:::ﬁ?

Apoptosis




Faktory ridici aktivitu Bcl-2

» cytozolicke proteiny (Bid, Bad, Bax)

 beéhem apoptozy translokuji do mitochondrii

* vazou a ovlivnuji aktivitu Bcl-2 nebo primo ridi

uvolnovani cytochromu c

DISC

z

Fas ligand

FADD

Fas

© (Akt, MAPK,

PKA, Rsks,




Bid

» pro-apoptoticky protein, stepen kaspazou 8

» obrovsky vyznam v integraci signalu dvou
zakladnich drah indukce apoptoézy — ,vnejsi a
vnitrni®

* spojeni receptorove drahy indukce apoptozy a
mitochondrii, regulace vyliti cytochromu c z
techto organel a nasledné aktivace
mitochondrialni drahy




Apoptoza a mitochondrie

Mitochondrie

centrum bunécneho dychani, energetické centrum bunky
vnéjsi membrana — semipermeabilni, kanalky (poriny)

vnitrni membrana — nepropustna, selektivni transport,
kristy (syntéza ATP)

intermembranovy prostor — enzymy, pro-apoptoticke
proteiny

matrix — smés enzymu, DNA, ribozomy, citratovy cyklus




Apoptoza a mitochondrie

zmény v transportu elektronu

zmeény energetického
metabolismu bunky

zmeny v produkci ROS

zmeny mitochondrialniho
membranovéeho potencialu
ucast proteinu rodiny Bcl-2
(Bid, Bak, Bax...)

uvolneni proapoptotickych
proteint

Mitochondrion: Center Stage
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Apoptozu spousteji dve signalni drahy

1. Vnitrni draha zavisla na p53

« stimulovana vyraznym poskozenim genomu,
nedostatkem kysliku, nerovnovahou rustovych signalu

« aktivace p53

«  pS3 aktivuje expresi genu zapojenych do regulace
apoptozy (napr. bax)

« Bax otevre mitochondrialni kanalky a zvysi tak hladinu
cytochromu c a dalSich pro-apoptotickych proteinu

 aktivace kaspaz

existuji i takové zpusoby uvolnéni cytochromu c, které nezahrnuji p53
(stres z vysoké koncentrace Ca?*, virové infekce)




Apoptozu spousteji dve signalni drahy

2. Vnejsi draha zavisla na povrchovych
receptorech smrti

* receptory smrti jsou fransmembranoveé proteiny
schopneé vyvolat apoptozu

* receptory jsou zavislé na vnejsich ligandech
* napojuji se na vnitrni (kaspazovou) signalizaci
« stejne projevy jako u vnitrni drahy




Apoptoza rizena systemem
ligand/receptor

soucast signalniho systému TNF: TNF/TNF-R1, FAS-L/FAS (CD95),
TRAIL/DR4/DR5/DcR1/DcR2, CD40L/CD40, CD30L/CD30, atd.

aktivovany receptor spolu s adaptérovymi molekulami (FLASH) aktivuje
prokaspazu 8 a spousti kaspazovou kaskadu

o Fas
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Ll{ | Fas
FADDMACORTI ; ﬁ i
CASPan Eéﬁﬁ

Cascadsa of ICE
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- \
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Degradation of Chromosomal DA
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TRAF
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sctivation

FIIP ¥

{kinase) expression of
survival gene

Q o E-'Hﬂcade of ICE
- QJ: proteases

Degradation of Chromosomal DNA




Ligandy receptoru smrti — rodina TNF
(TNF-a, TRAIL, Fas ligand)

 TNF-a objeven diky schopnosti usmrtit nadorové bunky
« vyvolava smrt rozmanitych bunek vybavenych
prislusnymi receptory

 tyto receptory sdileji stejnou cytoplazmatickou doménu
(FADD)

 ligandy zpusobuiji trimerizaci svych receptoru

* ligandem muze byt molekula vazana na vnéjsi
membranu nebo molekula rozpustna




Mechanismus apoptozy zprostredkovane
ligandem Fas

vazba faktoru smrti (,Fas ligand®) k receptoru vede k

tvorbe komplexu Fas, FADD, pro-kaspaza 8 (,,death-

inducing signaling complex®) - DISC

aktivace pro-kaspazy 8

rozdeleni signalni drahy do dvou vetvi

— kaspaza 8 aktivuje kaspazu 3

— kaspaza 8 stepi Bid, ktery nasledne prechazi do
mitochondrii a stimuluje uvolnéni cytochromu c.

Cytochrom c spolecné s Apaf-1 aktivuje kaspazu 9,
ktera zodpovida za zpracovani pro-kaspazy 3 do
podoby aktivhinho enzymu.




Mechanismus ucinku FAS

vazba ligandu indukuje trimerizaci fasL.
FAS v membrané cilové buriky 1

nasleduje vyvazani proteinu
FADD (,FAS-associated protein
with death domain®)

Mitochondria

komplex FAS/FADD je
substratem, na ktery se vaze

BcIX
prokaspaza 8, ktera se nasledkem
teto interakce aktivuje Caspase

APAF-1

F’-&w

CaspaseB \‘
aktivovana kaspaza 8 Stepi dATP Apoptosome m {gﬁgmzi
(aktivuje) 9 dalSich prokaspaz, ¢
jejichz aktivita vede k apoptoze \ -
bunky

p12

aktivovana kaspaza 8 aktivuje Bid Caspase3 > Apoptoss
(uvolneni cytochromu c, Apaf, Apoptéza vyvolana FAS mize byt blokovana:
apoptozom, atd.. ) proteinem FLIP

proteinem Bcl-2




Apoptoza zprostredkovana proteinem
P53

pd3 ridi proliferaci a apoptozu
poSkozeni DNA, nedostatek rustovych faktoru, exprese
myc nebo E1A mohou indukovat apoptozu

P53 se podili na uvolnéni cytochromu ¢ z mitochondrii
a naslednou aktivaci kaspaz 9a 3

P53 aktivuje expresi genu kodujiciho Fas receptor,
tim zvysuje citlivost bunky k FasL

p53 aktivuje expresi IGF-binding proteinu 3 a jeho
uvolneéni do mimobunecného prostoru, kde vychytava
IGF-1 a IGF-2 (anti-apoptotické ligandy)

pd3 aktivuje expresi bax, ktery koduje pro-apoptoticky
protein uvolnujici cytochrom ¢ z mitochondrii




Vnitrni a vnejsi apoptozove drahy

konverguiji
Death receptor pathway Chemaotherapeutics Mitochondrial pathway
A A DNA, dl_irmﬂ:ga::jg agents
1 on

growth-factor depletion

APOPTOSIS = 7 J




Apoptoza a nadorova onemochneni

* rakovinneé bunky se neridi regulacnimi
signaly pro bunecnou smrt

» zdraveé buniky mohou zit jen za pritomnosti rustovych
faktoru, jinak odumiraji apoptézou x nadoroveé bunky
prezivaji i bez rustovych faktoru

« zdrave bunky s poskozenou DNA odumiraji apoptdézou x
nadorove bunky prezivaji i s poskozenou DNA

 rezistence k apoptoze je jednim z duvodu prodlouzené
zivotaschopnosti nadorovych bunek




Apoptoza a nadorova onemochneni

» zvysena exprese bcl-2 zaznemenana u
ruznych pevnych nadoru, leukémii i lymfomu

* zvysena exprese bcl-2 je nepriznivy faktor:
zvysena odolnost na chemoterapi

» terapie zamerene na ovlivneni apoptozy se
mohou uplatnit pri IéCbe nekterych nadorovych i
nenadorovych chorob




Detekce apoptozy

barveni kondenzovanych jader fluorescencnimi
barvivy (napr. Hoechst. DAPI)

barveni fosfatidyl-serinu, ktery apoptoticke
bunky vystavuji na svem povrchu, anexinem V

detekce fragmentovane DNA technikou TUNEL
nebo elektroforezou

mereni potencialu mitochondrialni membrany




Vyzkum apoptozy

Modelove systemy

* In vivo — C. elegans, epitel streva

 In vitro - bunecna kultura

- (na Petriho misce) — adherentni epithelialni bunky kolonu

- postupné uvolnovani puvodné prisedlych bunék do
media, apoptdza, apoptoticka teliska

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




Caenorhabditis elegans — model
pro studium apoptozy

e méné nez 1000
bunek u dospele
hlistice

 hermafordit

» Kkratka generacCni
doba

 znama uplna
sekvence genomu




Apoptoza u C. elegans

* je eliminovano presne 131 z 1090 bunek

* bunky odumirajici apoptdézou jsou 2 minuty refraktilni, coz
umoznuje jejich sledovani svetelnym mikroskopem

* u mutantu ced-1 a ced-2 je rychlé odumirani znemoznéno —
zustavaji pozorovatelné déle

 mutanty ced-3 a ced-4 umoznuiji prezit vsem 1090 bunkam

Robert Horvitz
John Sulston
Sydney Brenner

Nobelova cena 2002

Developing a theme: (from left) Robert Horvitz, John Sulston and Sydney Brenner have won the 2002
physiology Nobel for their work on the biology of the nematode Caenorhabdiiis elegans.




Dekuji za pozornost!




