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Apoptoza - morfologické znaky

bobtnani cytoplazmatické membrany,
integrita membrany neni porusena

zmenseni velikosti buriky

kondenzace a specificka fragmentace
jaderného chromatinu

udrZeni integrity intracelularnich organel
formace tzv. apoptotickych bodies
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Apoptoza - biochemické zmény

B Aktivace specifickych molekul -
kaspazy, nukledzy atd.

E Nutné dodani energie ve formé ATP
F Specificka fragmentace jaderné DNA

E Uvolnéni specifickych regulatord z
mitochondrii

F Zmény symetrie membran
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Apoptoza - fyziologicky vyznam

Tyka se jednotlivych bunék
Indukovana fyziologickymi stimuly
Fagocytoza makrofagy

Neni zanét

F Eliminace nepotrebnych, poskozenych,
nebezpecnych, mutovanych ¢i jinak
pozménénych bunék za ucelem udrzeni
homeostazy mnohobunécného organismu
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Indukce apoptozy

Nedostatek ristovych faktord

Hormonadlni zmény

Specifické signdly smrti - ,death ligandy"
Chemoterapie

UV-zareni

Ztrata kontaktu s prostredim
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Studium apoptozy v
mnohobunécném organismu

E Caenorhabditis elegans (Nematoda) - prvni a
velmi soflshkovany model studia PCD

Presné rizeny vyvo organismus z 1090
bunek, z nich bei\em vyvoje 131 bunek
umira apoptézou - hutno presné nacasovani a
lokalizace, Jmak vazne malformace

Jeden z nejvice studovanych or'gamsmu Z
hlediska popisu mechanismu apoptozy,
podobnost s obratlovci (vyskyt analogickych
apoptotickych genu a proteinu)
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Apoptoza ve vyvoji
mnohobunécného organismu

E Metamorfoza hmyzu
- vyvoj imaga z
larvy | e

E Metamorfoza v .
obojZivelniki a
plazu - ztrata ocasu
pulcu behem
promény v Zdbu
(postupna rizena
indukce apoptozy a
proména tvaru téla)
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Apoptoza ve vyvoji
mnohobunécného organismu

E odumirani nékterych neuront pri vytvareni
CNS

F formace tvaru orgdnt a struktur - prsty a
interdigitdlni prostory

E odstranéni abnormalit béhem embryogeneze
(véetné spontannich aborti)
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Apoptoza v regulaci homeostazy
organismu

® Eliminace starych diferencovanych
neeoﬁ"ebnych bunek (krevni, strevni,
kozni...)

E Eliminace jiZ nepotrebnych bunék
mlécné Zlazy po ukonceni laktace

E Regulace endometria béhem
menstruacniho cyklu

E Odumreni poskozenych zarodecnych
bunek
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Apoptoza versus proliferace

E Pro udrzZeni homeostazy organismu je
nutnda dokonald rovnovaha mezi procesy
proliferace a apoptozy

E Poruseni této rovnovahy ma
dalekosahlé dusledky, které se odrazi
na zdravi organismu

E Obzvlasté nutné pro intenzivné
proliferujici tkané (krev, strevo..)
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proliferace

Rakovina

homeostaza

neurodegenerativni
onemocnéni
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Apoptoza a nemoci -
zvySenad vs. sniZend apoptoza

AIDS ¥ Nadorové onemocnéni
Neurodegenerativni ® Autoimunitni
onemocheéni onemocheéni
(Alzheimer Parkinson) . yvinové infekce
Myelodysplasticky (Herpes, Adenovirus)
syndrom

Ischemické poskozeni
(infakrt, reperfuze)

Intoxikace jater
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Modelovy systém pro studium
apoptozy

E Strevni epitel - druha nejintenzivnéji
proliferujici tkan v lidském organismu

- Extrémni dileZitost prisné requlace
cytokinetickych procest a jejich rovnovahy pro
udrZeni homeostazy

- Deregulace - vyvoj nadorového onemocnéni

E Nadorovée onemocnéni tlustého streva

- intenzivni studium mechanismu regulace
apoptozy v nasi laboratori
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Nadorové onemocnéni tlustého streva

Nerovnovaha mezi bunécnou proliferaci, diferenciaci a apoptézou
- poruseni homeostdazy tkané - podminky pro rozvoj nadorového
onemocnéni - kolorektdlni karcinom

vyviji se pomalu - nejprve benigni polypy - pak akumulace
mutaci (diky vysoké mire proliferace) a maligni zvrat

pocatecni stddia - dobre |écitelna (chirurgie, v ranych
fazich jedno z nejlépe lécitelnych nadorovych onemocnént)

polovina nadort CRC viak zjisténa az v pokrocilém stddiu
(nedostatecny screening)

vysokd incidence CRC v CR - predni misto ve statistikdch,
neustdly alarmujici narist

moZnost vyznamné ovlivnit vyvoj onemocnéni sloZenim vyZivy

obrovsky vyznam prevence!
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Strevni krypta - extrémni duleZitost rovnovah
cytokinetickych procest

DIFFERENTIATION

Fully differentiated
terminal cells

Proliferating /differentiating
cells

Stem cells

REPLICATION
STAGES

PRRRRHDY

PROLIFERATION
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Modelovy systém pro studium
apoptozy - /in vitro

F Bunécnd kultura na Petriho misce -
adherentni epithelialni bunky kolonu

E Postupné uvolfiovani puvodné prisedlych
bunék do média, apoptoza,
apoptoticka téliska

E v umélé /n vitro kulture nejsou
pritomny fagocyty, aby je pohltily,
muZe proto dochazet k tzv.
sekundarni nekroze
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Kolorektalni karcinogeneze

Maligni transformace normalni strevni tkané -
charakteristika:

B Getetické zmeny: akumulace mutaci

¥ Abnormadlni dynamika strevni Krypty: poruseni
rovnovahy mezi proliferaci, diferenciaci a apoptdozou

¥ Deformace strevni krypty: nadmérné hromadéni
bunek vede k vyraznym zmenam morfologie krypty

E Formace polypi: nahromadéni bunék, benigni utvary

¥ Progrese nddoru: dalsi akumulace genetickych zmen,
zvysovani malignity a invazivitz

E Metastdazovani: CRC metastdzuje prevazné do jater
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Kolorektalni karcinogeneze

E Nahromadéni mutaci nddorovych
supresorovych geni a protoonkogent
béhem kolorektdlni karcinogeneze

(Vogelstein et al. 1988, Fearon & Vogelstein 1990)

Pro rozvoj maligniho onemocnéni je treba
kombinace nékolika rtznych mutaci -
napr. geny APC, DCC, p53....

(Hamilton et al. 1998)
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Vyznamné zmeény strevnich bunék béhem
vyvoje nadorového onemocnéni

E Zvysena aktivace proliferacnich a
antiapoptotickych signdlnich drah,
zvysend exprese nékterych
antiapoptotickych proteind

B Zmény citlivosti bunék k apoptoze, napr.
apoptdze indukované TRAILem - v
procesu kolorektadlni karcinogeneze
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Vyznam TRAILu

1 Velmi vyhodné vlastnosti (selektivni plsobeni na
nadorové bunky, indukce apoptozy nezavisle na p53)

vyuziti v protinddorové terapii jako dileZita _
alternativa ke konvencnim lécebnym postupum
vyuzivajicim chemoterapii a ionizujici zareni (fada
nadoru rezistentnich, draha pres mitochondrie,
overexprese Bcl-2)

- Nekteré nadorové buriky jsou vsak rezistentni k
apoptoze indukované TRAILem

popis signdlnich drah TRAILu je proto velmi dilezity
pro pochopeni mechanismu pusobeni, mechanismu
rezistence a pro spravné zacileni protinadorove
terapie
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TRAIL
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Pusobeni TRAILu na nadorové
bunky tlustého streva

TRAIL indukuje apoptozu nddorovych bunék streva
in vitro
v prubéhu kolorektdlni karcinogeneze roste citlivost

bunék k apoptotickym ucinkim TRAILu (adenom vs.
karcinom)

(Hague et al., 2005)

Popsana ucinnost TRAILu rovnéz v systému /n vivo -
inhiboval rust xenogr'affu (karcinom kolonu) u mysi,
bez vedlejSich projevi systémové toxicity

(Walczak et al., 1999)
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DileZitost ROVNOVAH
Signalni drahy indukujici
bunéénou smrt

preZiti bunék

Co rozhodne o vysledném osudu bunky?
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Draha Ras/Raf/MEK/ERK

MAPK - mitogen-activated protein kinase (MAPK)
Klicova drdha prendsejici signdly z receptor
rustovych faktoru do jadra

Molekuly této drahy maji dileZitou funkci v
regulaci proliferace, diferenciace a apoptozy

Deregulace této drdahy maji dalekosahlé disledky a
byly pozorovany u rady onemocnéni vcetné
nadorovych

Konstitutivni aktivace této drahy u vysokeho
procenta nadoru

Inhibitory téchto kinaz jako protinddorové pusobici
leciva - testovani ruznych typu, klinicle zkousky
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ERK - extracellular signal-requlated protein kinase,

MAPK (mitogen-activated protein kinase)

Regulace
- proliferace
- diferenciace

- apoptozy

(GNP
Growth

Factors

Plasmatic
membrane

Kinase
Receptor
P RAS ‘

(Sorbera et al., 2002)

Konstitutivni aktivace MAPKs je castym jevem u rady nddorovych

bunéénych linii véetné kolonu

(Hoshino et al., 1999)
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- ERK1/2 konstitutivné aktivni u nddorovych bunék kolonu
- TRAIL vyznamné indukuje fosforylaci ERK1/2 u bunék HT-29
- U0126 - inhibice bazalni i TRAILem indukované fosforylace ERK1/2

kDa
PERK = = 42144
ERK - e - 42/44
b-actin P ———— 40
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Posileni apoptézy indukované TRAILem v
podminkdch specifické inhibice drahy MEK/ERK
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Mcl-1

myeloid cel leukemia-1 protein, poprvé
identifikovany u diferencujicich myeloidnich
bunek llnle ML 1 (Kozopas et al., 1993)

Antiapoptoticky protein z rodiny Bcl-2

Dllezity regulator mitochondridlni drahy
indukce apoptozy

Interaguje s proapoptotickymi proteiny
rodiny Bcl-2 (BH3-only - Bid, Bim), inhibice
apoptotickych zmén na drovni mitochondrii
(vyliti cytochromu ¢ atd.)
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Mcl-1

E Protein s velmi kratkym polocasem
rozkladu - 30 minut az nekolik hodin
(x napr. protein Bcl-2)

r Casny kriticky reguldtor apoptézy,
kratkodoba ochrana burky pred
spusténim bunécné smrti

r U&innd regulace Mcl-1 na mnoha
drovnich v burice
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Mcl-1 a nadorova onemocnéni

E Overexprese proteinu Mcl-1 u rfady nadord
(NSCLC, hepatocellularni karcinom,
cholangiokarcinom, jaterni metastazy CRC)

(Song et al. 2005, Sieghart et al. 2006, Okaro et al. 2001, Backus et al.2001)
E Zde zvySena exprese Mcl-1 muzZe chranit
nadorové bunky pred apoptozou
E Uloha proteinu Mcl-1 v rezistenci bunék k
protinddorové terapii (CHT, zarent...)

- Mcl-1 anti-sense, siRNA - terapeuticke
strategie
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Uloha poteinu Mcl-1 v regulaci citlivosti
bunék k apoptoze

E Mcl-1 RNAi - zcitlivéni bunék hepatocelularniho
karcinomu k apoptdze indukované pusobenim
chemoterapie a inhibitord drahy PI3K/Akt, ale ne k
apoptoze indukované TRAILem

(Schulze-Bergkammen et al., 2006)

E Mcl-1 si RNA - zcitlivéni bunék cholangiokarcinomu
k apoptoze inukované TRAILem
(Taniai et al., 2004)

Protein Mcl-1 hraje roli v regulaci citlivosti
nadorovych bunék kolonu k apoptéze indukované
TRAILem

Fyziologie bunéénych systémi, Vaculova A.



puml s uad

control

TMRE
10% 107 102 10° 104

10°

3.3+0.5%

10! 102 10% 104
FL1-Height

TRAIL

TMRE
102 101 102 103 104

*

16.5+1.5%

109 10" 102 103 10?
FL1-Height

U0126

-
e
o
o
=
e NQ - .
. *;é—L
od . iE
= - 4.8+1.2%
E |
10° 107 102 10° 104
FL1-Height
-  TRAIL+U0126
e
ﬂ%
=)
1]
- - ; o Bops
o 5T 26.641.4%
% I

10° 10" 102 10% 10?
FL1-Height

posileni apoptozy
indukované TRAILem

prostrednictvim U0126
na drovni mitochondrii

prostrednictvim
eliminace Mcl-1

40
35

30

25
20

15

10

% of cells with decreased MMP

5
B -
ctrl siRNA

Mcl-1 siRNA

TRAIL

Fyziologie bunéénych systémi, Vaculova A.




kDa

Mcl-1 (e o o SR 8 =~ = | «— 40
B-actn U CP P E» P W W — 40

0 05 2 4 8 24 48 h

TRAIL

'

ctrl TRAIL  ctrl TRAIL ctrl TRAIL
2h 4h 8h

elative Mcl-1 mRNA expression
o




¥ Specificka inhibice signalni drahy ERK1/2
znamné zcitlivuje nadorové bunksé tlustého
streva k apoptoze indukované TRAILem

F TRAIL rovnéZz miZe aktivovat drahu ERK1/2
a narust mnozstvi proteinu Mcl-1 v bunkach
(antiapoptotické pusobenill), tyto efekty lze
ucinné inhibovat v podminkach inhibice
MEK/ERK

¢ Uloha ERK v regulaci Mcl-1
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EXPERIMENTALCELLRESEARCH 315 (2009) 3259-32668

available at www.sciencedirect.com

-

“e.? ScienceDirect

www.elsevier.com/locate/yexcr

Research Article

Differences in TRAIL-induced changes of Mcl-1 expression among
distinct human colon epithelial cell lines

Alena Vaculovd, Jifina Hofmanovd, Jifina Zatloukalovd, Alois Kozubik™

Department of Cytokinetics, Institute of Biophysics, Academy of Sdences of the Czech Republic, vvi, Kralovopolskd 135, CZ-612 65 Brmo,
Czech Republic
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TRAIL a Mcl-1

F Specifickda downregulace proteinu Mcl-1
- cesta k Uspésnému prekondni
rezistence k apoptoze indukované
TRAILem

E Snaha pripravit a pouzit inhibitory s
minimem vedlejsich G¢inka

E Sorafenib - inhibitor kindz, specificka
inhibice syntézy proteinu Mcl-1

(Ricci et al., 2008)

Fyziologie bunéénych systémi, Vaculova A.



PI3K/Akt

PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase) -
lipidova kinaza, soucasti signalni drahy
tyrosinkinazovych receptoru

Stimulace proliferace, inhibice apoptozy
Konstitutivni aktivace u rfady nadord

Inhibitory PI3K, Akt jako potencialni
protinadorova terapeutika

Aktivni PI3K fosforyluje a tim aktivuje
kinazu Akt (PKB), ktera ma dale celou radu
substratu, jenz se podileji na regulaci
proliferace a apoptozy
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Mitogens

METMLrdrie

 survival
pathways

Akt/PKB

(Pondrom et al., 2005)
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Akt in regulation of cell survival/death

(a4 MAMMALS

survival facior
receptor
plasma membrans -

Iy

active gang
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expression of cell-
death-promoting genes

imactive Bad 1

(Alberts et al., 2002, Molecular Biology of the Cell)



Akt (PKB)

- Akt je jednou z nejcastéji aktivovanych protein kinaz u
nddord, Akt muZe fosforylovat Sirokou $kdlu substrdtu, z
nichz nékteré hraji dilezitou Ulohu v karcinogenezi

- Hyperaktivace Akt je spojena s rezistenci k apoptoze a
zvySenou bunécnou proliferaci

- bunéény homolog virového onkogenu vAkt

- Akt spousti Fadu antiapoptotickych signald:
- inaktivuje proapoptoticky protein Bcl-2 rodiny - Bad,
- inaktivuje kaspazu 9,
- brani vyliti cytochromu ¢ z mitochondri,
- reguluje hladinu proteinu FLIP,
- fosforyluje NF-kappa B

- Akt se podili na stimulaci bunééného cyklu - reguluje
stabilizaci nékterych cyklini a transport inhibitora kinaz do
jadra
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PI3K/Akt

E Velmi dulezita drdha v regulaci proliferace
a diferenciace strevnich bunék,
zprostredkovani signalu pro pr'ezn'i

(Sheng et al., 2003)

¥ vyznamnad role PI3K/Akt drdahy v regulaci
citlivosti bunék k apoptoze indukované
TRAILem

- melanocyty (Larribere et al., 2004)
- colon (Rychahou et al., 2005)
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Posileni apoptézy indukované TRAILem v
podminkach specifické inhibice drahy
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E Specificka inhibice signalni drahy
PI3K/Akt vyznamné zcitlivuje nadorove
bunky tlustého streva k apoptoze
indukované TRAILem

E V podminkach inhibice PI3K/Akt se
neméni bazalni, ani TRAILem
indukovana hladina proteinu Mcl-1 v
burikach
- Jiny mechanismus zcitlivéni k

apoptotickym Ucinkim TRAILu ve srovnani
s Ulohou drahy MEK/ERK
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FEBS Letters 580 (2006) 65656569

Different modulation of TRAIL-induced apoptosis by inhibition
of pro-survival pathways in TRAIL-sensitive and TRAIL-resistant
colon cancer cells

Alena Vaculova, Jifina Hofmanova, Karel Soucek, Alois Kozubik®

Laboratory of Cytokinetics, Institute of Biophysics, Academy of Sciences of the Czech Republic, Krdlovopolsica 135, 612 65 Brio, Czech Republic
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- Monoklonalni protilatky proti

EGFR (Cooper GM, The Cell: A Molecular Approach.)
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Draha EGFR vs. nadorové onemocnéni

E Vysoka exprese EGFR a posilena aktivace drdhy
EGFR
- béhem progrese nadorovych onemocnéni

- prispiva k rezistenci nadori k chemo- a radioterapii, ke
zvySené proliferaci nadorovych bunék

¥ Stimulace EGFR vede také k podpore
neoangionegeze a migrace bunék

® Blokace EGFR drdhy - vyuziti v protinadorové
terapii
- Syntetické inhibitory EGFR
- monoklondlni protilatky - Erbitux

Fyziologie bunéénych systémi, Vaculova A.



In cancer cells, activation of
the EGFR or related pathways
induces genes implicated in
tumor progression.

PROLIFERATION
SURVIVAL

EGFR TRAGETED
THERAPIE'S

EGFR targeted therapies
block the activation of this
signaling pathway.

http://www.krascanada.ca/en/detect.html Fyziologie bun&&nych systémd, Vaculova A.



ErbB-2 Receptor Pathway Cell Survival/Proliferation

GF
Extracellular Y/ | ErthB-2 recepior

Proliferation Nucleus

(Zaftonte et al., 2000)



E osud bunky jasné zdvisi na
rovnovdze proapoptotickych
a antiapoptotickych drah

E roli hraji jak konstitutivné aktivované
kinazy, tak ty, které jsou indukované
pusobenim apoptotického stimulu

Fyziologie bunéénych systémi, Vaculova A.



Modulace aktivity signdlnich drah
MEK/ERK a PI3K/Akt ma vyznamnou
dlohu v regulaci citlivosti nddorovych
bunék k pusobeni induktorud apoptozy

- Inhibitory signdlnich drah MEK/ERK a PI3K/Akt
- Aktivatory - napr. EGF



Therapeutic targets in MAPK and PI3K pathways

— "’f"‘ Tp70 86K

B Em: -—lmu-—-la:u BAX/BAK

ELK, JUH urrFA-l]
wr/c\uu. fuy\

A-CATENIN

http://lwww.wistar.org/herlyn/therapy_MAPK.htm
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© duleZitost klasifikace nddorovych
bunek s ohledem na odpovéd' k
TRAILu pred jeho terapeutickou
aplikaci

r duleZitost soucasné aplikace inhibitoru
~pro-survival® kindz a TRAILu v
pr'o'rmador'ove 1'er'ap|| pro op‘l'lmalm
vysledek terapie u nékterych typu
nadord

Fyziologie bunéénych systémi, Vaculova A.



Apoptdoza vs. léecba rakoviny

¥ MozZnost spustit apoptozu nadorové
buriky je zdkladni podminkou tspésné
protinadorove terapie

F Rada nddorovych bunék je viak vuci
apoptoze rezistentni

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

Fyziologie bunéénych systémi, Vaculova A.



Vliv naruseni (stimulace/inhibice) pribéhu apoptozy
v ramci procesu vicestupnové karcinogeneze

stimulace apoptozy

oprava / \
©=0—0=
poskozeni

normalni
bunka

Rulstové

> > ¥ 53 geneticka
nestabilita

bunka s iniciovana pozménéné
poskozenou bunka lozisko tkané
DNA

inhibice apoptozy

€= zvyhodnéni >

¥ rakovina

Fyziologie bunéénych systémi, Vaculova A.



Dekuji Vam

za pozornost!

Fyziologie bunéénych systémi, Vaculova A.
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