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Ruzné typy bunécné smrt
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Nekroza Apoptoza Autofagie (autofagocytdza)
- chapana prevainé jako - fizeny proces - zmenseni a - Casto v pripadé nedostatku
nefyziologicky proces zplUsobeny zakulaceni buriky, fragmentace DNA energie nebo kysliku; také
patologickymi vnéjsimi vlivy a organel, tvorba membranovych recyklace starych organel

- bobtndni burniky a nasledné blebl (vychlipenin membrany), - fizeny proces - cilové organely
vyliti obsahu do okoli disociace na apoptoticka téliska se uzaviraji do autofagozomd,

- ztrata integrity membrany - integrita membrany zachovana které nasledné fuzuji s lyzozomy
- vede k zanétu, ktery poskozuje - odstranéni fagocytdzou - mGze vést k bunécné smrti
okolni tkan - nevede k zanétu nebo k preziti, nevede k zdnétu




Apoptoza muze byt spusténa:

A. Kdyz bunka pevné tkané ztrati
kontakt se svym okolim

B. V bunkach napadenych virem
Po poskozeni DNA

D. Pri embryonalnim vyvoiji
organu

E. Priabsenci rustovych faktort
Kdyz bunka obdrzi signal
ligandu Fas nebo TNF-a

G. Kdyz je aktivovany protein
Bcl-2

H. Priuvolnénijednoho z
proteinu elektronového
transportniho retézce z
mitochondrii

®



Apoptdza muze byt spusténa:

" A. KdyZ burika pevné tkané ztrati
kontakt se svym okolim 63

61
+/ B. V bunkach napadenych virem
/' C. Po poskozeni DNA

52

44

+/ D. Priembryonalnim vyvoji .0
organu Lo®
+/ E. P¥iabsenci rastovych faktoru o

' F. Kdyi burika obdrzi signal
ligandu Fas nebo TNF-a

G. Kdyz je aktivovany protein
Bcl-2

/' H. Pfiuvolnéni jednoho z N S —
proteinu elektronového
transportniho retézce z
mitochondrii Not Voted:32

(32,0%)



Apoptdza muze byt spusténa v opotirebovanych bunkach
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https://www.youtube.com/watch?v=NlT1VYqMzgc

Apoptdza muze byt spusténa v bunkach napadenych
virem (nebo jinym patogenem)

vétSina efektorovych T
lymfocytl je po skonceni
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Apoptdza muze byt spusténa po poskozeni DNA

poskozeni DNA

l

p53

zastava
bunécného

> —>» oprava DNA

hromadéni p53 cykiu

selhani

opravy DNA

apoptodza
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Apoptoza muze byt spusténa pri embryonalnim vyvoji
organu

A Odstranéni tkani

€A

-~

4 apoptoticka burika

B Tvarovani organt




Apoptdza muze byt spusténa pri embryonadlnim vyvoji
organu, napriklad diky nedostatku rustovych faktoru

apoptotické

nervové buriky nervove bunky
télo |
nervové
burk L
Y BUNECNA SMRT
axon PRIZPUSOBI POCET
. = NERVOVYCH BUNEK
nervove . e A A VELIKOSTI CILOVE
buiky  « Nese Foeoe o il TKANE

\'\
\\
\
i i . signal pro preziti produkovany
cilové bunky cilovymi burikami

(napf. NGF — nerve growth factor)

Pri vyvoji mozku dochazi k nadprodukci bunék, které jsou potom v pozdéjsich fazich vyvoje
podrobovany selekci apoptdzou. Beéhem tzv. period programované bunécné smrti maji
bunky implicitné nastaveno, ze zemrfou programovanou bunéc¢nou smrti. Pouze pokud
obdrzi dostatek signall k preziti, je programovana bunééna smrt odvracena a bunky preziji.

RUstové faktory = signaly pro déleni bunék, pro diferenciaci a pro preziti



e 3 Granzyme B pathwa 1 Extrinsic pathwa
Apopt6za - regulace S

|Plasma membrane Perforin .]. Death receptors

Cytoplasm
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Caspase-9

Caspase-3 —O‘A’O Caspase-7 &> Caspase-3

Caspase-6 OAO Caspase-2

Taylor et al., Nat Rev
Caspase-8 <> Caspase-10 Mol Cell Biol, 2008



Co se déje béhem apoptozy:

A. Aktinova, tubulinova a
intermediarni filamenta jsou
stépena cCinnosti kaspaz

B. Jadro, endoplazmaticke
retikulum a Golgiho aparat
fragmentuji

C. Jaderna DNA kondenzuje a je
stepena kaspazami

D. Kaspazy stépi transkripcni
faktory a ribozomalni proteiny

E. Hladina ATP v bunce klesa

F. Bunka vysila signaly, aby byla
rozpoznana a pohlcena fagocyty



Co se déje behem apoptozy:

/" A. Aktinova, tubulinova a
intermediarni filamenta jsou
stépena cCinnosti kaspaz

+/ B. Jadro, endoplazmatické
retikulum a Golgiho aparat 69 71

fragmentuji 59

52
C. Jaderna DNA kondenzuje a je i

Stépena kaspazami 35

/' D. Kaspazy $tépi transkripéni
faktory a ribozomalni proteiny

«/ E. Hladina ATP v burice kles3

E F

«/ F. Burnka vysild signaly, aby byla
rozpoznana a pohlcena fagocyty Not Voted:27

(27,0%)



Kaspazy

- Stépi stovky
bunécnych
proteinu a zajistuji
tak vSeobecny
rozpad bunécnych
struktur

MLC - lehky retézec
myozinu (myosin light
chain)

CAD — endonukleaza
aktivovana kaspazou
(caspase-activated
DNase)

elFs — translacni
inicia€ni faktory

,death by a
thousand cuts”

g

Cell membrane

s} o o
Actin Focal
Apoptotic bleb adhesion
sites

Cell—cell

adhesion
sites

b Effector caspases PS fli 2
oy ¥ f = o> i
0
Golgi 1
fragmentation ‘J ‘
MSTI ~@ — Qhicxo elFs
c=1—0 (CAD) /@/‘
| ! % Translational

shutdown

ER Q)

fragmentation l
Nucleus

Taylor et al., Nat Rev
Mol Cell Biol, 2008



Kaspazy
- proteazy, které po aktivaci specificky Stépi své proteinové substraty:

- komponenty cytoskeletu a jaderného skeletu (napf. aktin, myozin,
tubulin, spektrin, jaderné laminy, ROCK — aktivace kinazy stépenim

zpUsobi fosforylaci MLC a kontrakci aktinu/myozinu — aktivni tvorba
bleb(, fragmentace jadra)

- komponenty mezibunécnych spojl a spojl s extracelularni matrix
(napf. kadheriny)

- transkripcni faktory, translacni iniciacni faktory, ribozomalni proteiny

- endonukledzu CAD (odstépenim casti proteinu se tato nukleaza
vymani z vazby s inhibi¢nim proteinem ICAD a mUzZe zahdjit Stépeni DNA)

- kindzu MST1 (odstépenim casti proteinu se tato kindza aktivuje,
translokuje do jadra, kde fosforyluje histony a tim zajistuje kondenzaci
DNA)

- proteiny organizujici endoplazmatické retikulum a Golgiho aparat

- proteiny, které po stépeni zajisti signalizaci fagocytujicim bunkdam

- metabolické enzymy

- proteazom




Apoptoza — mechanismus

Oslabeni klicovych bunécnych struktur
e rozpad bunécnych adhezi
* rozpad jadra a cytoskeletu 4
PROC?
Zastaveni zakladnich Zivotnich funkci

 kondenzace a degradace DNA
e zastava syntézy protein( a dalSiho metabolismu
e zastava vyroby energie

Odstranéni bunky a recyklace materidlu

* signalizace k upoutani pozornosti fagocytujicich bunék
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zdrava bila krvinka apoptoticka bilad krvinka

Apoptdza — shrnuti

e apoptoza je fyziologicka programovana
bunécna smrt — slouzi k eliminaci
nadbytecCnych, starych, poskozenych,
infikovanych nebo jinak ,nebezpecnych”
bunék mnohobunécného organismu

* muUzZe byt spusténa zvnéjsku nebo zevnitr bunky

* je prisné regulovana na mnoha urovnich, aby v organismu probihala pouze v
bunkach, ve kterych ma probihat a se spravnym nacasovanim

* zahrnuje mnoho procesu, které maji za ukol zajistit, Ze:

* se ,nebezpecné” burnky nebudou dale délit (a to i vtom pripadé, kdyby se
jim jesté po zahdjeni apoptdzy nakonec podarilo bunééné smrti vyhnout)

* napf. u bunék infikovanych virem muze degradace jaderné DNA a zastaveni
genové exprese slouzit jako obrana proti Sifeni infekce

* budou velké bunky fragmentovany, a tim padem snadnéji odstranény po
malych kouskach (apoptoticka téliska)

* bunéénd smrt nevyvola zanétlivou odpovéd’



Apoptoza a souvislost s nekterymi
onemocnhénimi

NORMALNI TKAN CHOROBY S PORUCHAMI BUNECNE SMRTI

Nové é Bunééna

bunky smrt

Nové Bunécna
smrt bunky smrt




Ktera onemocneéeni souvisi s
nedostatecnou apoptozou bunék?

G ™M m O O W »

Autoimunitni choroby
Amyotroficka lateralni sklerdza

Cévni mozkova prihoda

. Parkinsonova nemoc

Rakovina
Alzheimerova nemoc

Huntingtonova choroba



Ktera onemocnéni souvisi s
nedostatecnou apoptozou bunék?

/" A. Autoimunitni choroby

B. Amyotroficka lateralni sklerdza

C. Cévni mozkova piihoda 40
D. Parkinsonova nemoc
+«/ E. Rakovina
F. Alzheimerova nemoc
G. Huntingtonova choroba
A

Not Voted:26

(26,0%)



Rakovina

necitlivost k inhibici
bunécného déleni

unik apoptoze

poskozeni
DNA

|

zastava
——o 3y bunétného—, Oprava
hromadéni  cykiu DNA

p53
L selhani
opravy — gpoptdza

DNA T

aktivace tvorby zvyseni invazivity

novych cév a tvorba metastaz

Vice v prednaskach o nadorové transformaci D. Hanahan, & Weinberg, R.A. (2000) The
Hallmarks of Cancer, Cell, Vol. 100, pp. 57-70.



Huntingtonova choroba

CAG expansion of HD Gene

* mutace v genu kddujicim protein huntingtin
(exprese v neuronech) — expanze trinukleotidd
— obrovsky protein, ktery burika (neuron)
neumi degradovat a odumira apoptdzou

* projevuje se nekoordinovanymi pohyby téla

(“tanec sv. Vita“), mentalni schopnosti se Marus el
. v v es v . communication
progresivné zhorsuji az do stadia demence problems
e veétSinou se zacina projevovat po 30.-50. roku ﬂ ﬂ ﬂ
véku (zalezi na poctu triplett)
* Soucasna lécba je Cisté symptomaticka ﬂ

\J
(\ ’J\

f‘f'\

:  Healthy Gene
[ ﬁw =~ | 10-2 repeats
Trpiet Repeat
CAGUADCHIAGCAICATADCAGCAL. | 27 _809 | v

A




Parkinsonova choroba

e odumirani dopaminergnich
neuronU v oblasti substantia nigra

* Lewyho téliska (akumulace
agregatl a-synucleinu)

e postupné zhorSovani motorickych
funkci (ale i kognitivnich a
smyslovych)

Parkinson's Disease Symptoms

Masked Face

Back rigidity
Forward tilt of trunk

Flexed elbows
and wrists

Reduced arm swing

Hand tremor

Tremors

in the legs Slightly flexed

hip and knees

Shuffling, short
stepped gait



Amyotroficka lateralni skleréza

Onemocnéni, pri kterém odumiraji motorické neurony kontrolujici kosterni svalovinu.
Vétsina pacientld nakonec umira na respiracni selhani.

Astrocyte . : (
- Mitochondrial
*/ﬂ dysfunction J
/“‘ \\r\\ \ Abnormal

RNA metabolism
Neuroinflammation

Microglial cell Impaired axonal

Proteasome //——)@ transport 1

impairment
Oxidative
stress

Jednou z pficin (cca 2% pripadl) je mutace v genu pro Cu-Zn superoxid dismutazu (SOD1
— antioxidant metabolizujici volné radikaly vznikajici v mitochondriich) — poskozeni
neuront volnymi radikdly a ndslednd apoptdza.

Rlzné mutace SOD1 vyvolavaji rGzné agresivni formy choroby.

Excitotoxicity

Endoplasmic
reticulum stress



Alzheimerova choroba

neurodegenerativni
onemocnéni mozku -

nejCastéjsi typ demence

Hromadéni beta-
amyloidu v mozkové
tkani vedouci k
odumirani neurond,
snizeni signalizace na
synapsich

pri€ina vzniku neni
presné znama

Klicova uloha kaspaz,
potencialni cil
molekularni terapie

Dalsi strategie cilené
|éCby — blokovani
inhibitorU
neurotransmiterd

The Progression of Alzheimer's Disease

Healthy
Neuron

/ Tau F:rotein

"-r ; B

@3 A
aon JAAY el g
g—j : %rotubules

Amyloid
Diseased Plaque
Neuron

/sl

N . . :
' = Disintegrating
et 7 Microtubules
.'. S / /

DEERL

Healthy Brain
§ l ) |
// RN,
T N
( N\ R 'x— /'
)\ N ’ W
Mild

Alzheimer’s Disease

Cerebral
Cortex

- Hippocampus

Cortical

— Shrinkage

Severe
Alzheimer’s Disease

Moderately
Enlarged

Ventricles

Shrinking
Hippocampus

.~ Severe

" Cortical

~

-

— -
- ¥ ~ -

Shrinkage

| Severely

~ Enlarged

Ventricles

Severe
Shrinkage of
Hippocampus



Cévni mozkova prihoda

Poskozeni mozku vznikajici v dlsledku ucpani nebo prasknuti mozkové cévy
—vysledkem je odumirani mozkovych bunék.

Odumiraji postizené bunky ischemickd penumbra (gradient

nekroticky nebo apoptoticky? nekrotické smrti, apoptdzy a preziti bunék)
ischemicke '

jadro (nekroza)

V centru postizeni buriky
odumiraji hlavné nekrdézou,
tim se ale do tkané dostavaji
prozanétlivé a proapoptotické
molekuly (napf. TNFa), které v
sousednich oblastech indukuji
apoptozu (a dalsi formy
bunécné smrti).

Anterior cerebral
artery (collateral flow)

\/\< |

Middle cerebral
artery



Autoimunitni lymfoproliferativni syndrom

e autoimunitni choroba

 zmnozeni T lymfocyt(, zvétSend
slezina a jatra

* rlzné autoimunitni symptomy

* celozivotné zvysené riziko vzniku
Hodgkinova a non-Hodgkinova
lymfomu

a) standardni b) mutovany

receptor smrti Fas receptor
y smrti Fas -
FasL
TCR
FaS = ——) /-‘ - ¢ Fas
’ms
Apoptdza , oy
,p P , Apoptdoza nemuze
aktivovanych y
. probéhnout
efektorovych
lymfocyt( l

preziti aktivovanych
efektorovych T lymfocyt(

e pricinou je nejcasteji mutace v genech kodujicich FAS receptor nebo FAS ligand

— poruchy spousténi apoptozy pres receptor smrti

- defekt apoptdzy aktivovanych efektorovych T lymfocytu



Autoimunitni choroba - revmatoidni artritida

* nedostatecna apoptdza
zanétlivych bunék (obzvlasté
makrofagu) v kloubech
vedouci k destrukci kosti a
chrupavky (jeden z moznych
patofyziologickych
mechanismu)

v

e presna pricina vzniku neni
dosud znama

* souhra genetickych,
environmentalnich,
hormonalnich a infekénich
(Borelie? EBV?) pficin u
predisponovaného jedince
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Macrophage

Synovial [ f Dendritic cell
membrane | . T cell
| ] | s el .
| 8 :]H lasma ce
o . B cell
loint space ' 10— 4 < .. .
‘ P , el ) Extensive
Cartilage ¢ f—-@ | angiogenesis
| v ) /
\ ° )
X ) \ \‘Q Mast cell
Synoviocytes Y
\ A
\ N
Hyperplastic

synovial lining

f {3 1 y
P O) AR y
N\ /"
Bone c = j
\ /
\ '



Apoptoza a souvislost s nekterymi
onemocnhénimi

NORMALNI TKAN CHOROBY S PORUCHAMI BUNECNE SMRTI

D

Nové éBunééné Nové gsunééné Nové éBunééné

bunky smrt bunky smrt bunky smrt
Cévni mozkova prihoda Rakovina
Homeostaza Parkinsonova choroba

Alzheimerova choroba Autoimunitni choroby?

Huntingtonova choroba
Amyotroficka lateralni skleroza



Deregulace bunécné smrti je u mnoha zminénych nemoci spise
pravodni jev, nikoli pricina

ischemicka penumbra (gradient
nekrotické smrti, apoptdzy a preziti bunék)
ischemické :
jadro (nekroza)

Anterior cerebral
artery (collateral flow)

\Q(
/

Middle cerebral S /”' & 7
artery ’ : .

. Embolus

...pfesto muze inhibice/aktivace apoptdzy prispét k |écbé



Protinadorova terapie cilici na apoptozu

Cilem mnoha typu protinadorové terapie je
selektivné indukovat apoptozu nadorovych bunek
bez soucasného poskozeni okolni zdravé tkané
organismu



Jak muzeme v nadorovych
bunkach vyvolat apoptozu?

A. Blokovani kaspaz

B. Poskozeni DNA
nadorovych bunék

C. Blokovani anti-
apoptotickych proteint

D. Blokovani FAS receptoru

E. Spusténi apoptozy
nadorovych bunék zvenci
(pres receptory smrti)



Jak miizeme v nadorovych 00:41

bunkach vyvolat apoptozu?

A. Blokovani kaspaz

+/ B. Pokozeni DNA 6
6

nadorovych bunék
4

3 61
«/' C. Blokovani anti-
apoptotickych protein(
D. Blokovani FAS receptoru
7
D E

/' E. Spusténi apoptdzy
nadorovych bunék zvenci -
(pres receptory smrti) A B C

Not Voted:33
(33,0%)



poskozeni DNA, ... &
vnitrobunécny stres
spousti apoptdzu zevnitr
(skrze zmeény propustnosti
mitochondrialni membrany)

proteinu

Cile protinadorové terapie

spoustéjici apoptdézu nadorovych bunék

Intrinsic Pathwav
Chemotherapy/Radiotherapy

."

Bel-2 inhibitors | | _
Bel-2, Bel-x;

Smac

c-1APs,
ML-IAP

Smac mimetics

m Y

Mitochondria & 3 2 FLIP

. Cytochrome c/Apaf-1/dATP (‘5 ( 3 Caspase-8

Blokovani anti- ~ \A

apoptotickych ‘3 il - 3

Extrinsic Pathway

Death ligand j’q \
N Death receptor
Spusténi apoptozy
Emgggi pres receptory smrti
R

~
Procaspase-8 u u  —

.

Caspase -3/7

7\.




Specifické zablokovani anti-apoptotického Bcl-2 proteinu

(venetoclax)

Review

Finally, An Apoptosis-Targeting Therapeutic for

Cancer
Carlo M. Croce' and John C. Reed®?®

Abstract

Resistance to cell death represents one of the hallmarks of
cancer. Various genetic and epigenetic changes in malignant
cells afford cytoprotection in the face of genomic instability,
oncogene activation, microenvironment stress, chemotherapy,
targeted anticancer drugs, and even immunotherapy. Central
among the regulators of cell life and death are Bcl-2 family
proteins, with the founding member of the family (B-cell

approval as a new class of anticancer agent. Cancer Res; 76(20); 1-7.

Cancer
Research

lymphoma/leukemia-2) discovered via its involvement in
chromosomal translocations in lymphomas. The quest for
therapeutics that target cell survival protein Bcl-2 represents
a long road traveled, with many dead-ends, disappointments
and delays}] Finally, a Bcl-2-targeting medicine has gained

©2016 AACR.



Specifické spusténi
_ _ apoptozy nadorovych
1|1 éf”’ﬁ_' o bunék pres receptory smrti
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— Procaspasa-8 BCL:’_E" o

| °
© | SMAC/DIABLO
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g, . o, | ©

Activated caspase-8 y

Cell Death and Differentiation [2016) 23, T33-7a7
| © 2016 Macmilian Publishers Limited All ights reserved 1350-9047/16

Effector caspase activation and apoptosis meature.com/cdd

Nature Reviews | Cancer

Onto better TRAILs for cancer treatment

D de Miguel~'?, J Lemke™*, A Anel'?, H Walczak® and L Martinez-Lostao*"***

Tumor necrosis factor (TNF)-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL), also known as Apo-2 ligand (Apo2L), is a member of the
TNF u:.rtnlune superfamhr B'f uru-ssa-lln kmg TRAIL- Heneptnr ['T HAIL—H} 1 or TRAIL-R2, also Imnwn as :Ieath reaepturs 4 and 5 (DR4

RA D de - - 3l cells, The
dts:nnver'fufthls unlque |:|rl:t|:|-er'l'._|r a‘nung TNF su pEffﬂlTIl'f members Ian:l the fuundahnn fr.rr teshng the ulmmal putenilal of TRAIL-R-
targeting therapies in the cancer clinic. To date, two of these therapeutic sirategies have been tested clinically: (i) recombinant
human TRAIL and (ii) antibodies directed against TRAIL-R1 or TRAIL-R2. Unfortunately, however, these TRAIL-R agonists have
basically failed as most human tumors are resistant to apoptosis induction by them. It recently emerged that this is largely due to
the poor agonistic activity of these agents. Consequently, novel TRAIL-R-targeting agents with increased bioactivity are currently
being developed with the aim of rendering TRAIL-based therapies more active. This review summarizes these second-generation
novel formulations of TRAIL and other TRAIL-R agonists, which exhibit enhanced cytotoxic capacity toward cancer cells, thereby
providing the potential of being more effective when applied clinicallv than first-generation TRAIL-R agonists.




Isaac Asimov:

,Life is pleasant. Death is peaceful.
It’s the transition that’s troublesome.”



