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Mechanismy bunecne smrti
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Druhy bunecne smrti

— Apoptoza

— kaspazy
— starnuti nebo jako odezva na specifické podnéty

— Anoikis

— programovana bunécna smrt zpusobena ztratou kontaktu
— dusledek poruchy interakci, které burniku ukotvuji v matrix

— Autofagie

— katabolicky mechanismus pro degradaci bunky a recyklaci bunécnych komponent
— rozklad bunécnych slozek v lysozomech
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Druhy bunecne smrti

— Aponekroéza

— nedochazi k dokonceni bunecné smrti apoptdézou
ke konci se objevuji znamky nekrozy

— Paraptoza

— nema nic spolec¢ného s apoptozou
— dochazi k napadné tvorbe vakuol a nabobtnani mitochondrii

— Nekroptoza

— podobnost s apoptdézou
— nekrdéza indukovana externimi stimuly (specifickymi) pfes receptory smrti, v pripadé, kdy
nemuze dojit k apoptdze (bez dominantni uCasti kaspaz) MUNI
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Druhy bunecne smrti

— Pyroptoza

— programovana bunécna smrt spojena s antimikrobialni odpovéedi

— Mitoticka katastrofa

— souvisi s poruchami mitézy
— mechanismus blizky apoptoze

— zavisla na p53 / nezavisla na p53
porucha aktivace cyklinu B a Cdkl

— Kornifikace

— bunécna smrt keratinocytu dulezita pro vznik stratum corneum epidermis
— inhibice transglutaminazy Ci kaspazy
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Druhy bunecne smrti

— Excitotoxicita
— smrt nervovych bunék v dusledku pfiliSné aktivace receptort pro nervové prenasece

— Nekroza

— indukovana nespecifickym traumatem
— dusledkem je uvolnéni prozanétlivych signalu
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Nekroza

— neregulovany a nahodny proces

—vede k odumreni bunky zpusobené

— akutnim fyzickym poskozenim
— infekci
— extrémnim stresem (neslucCitelny s zivotem bunky)

— zvétSovani objemu bunky — ztrata integrity buriky — uvolnéni
bunecneho obsahu do extracelularniho prostoru — akutni

zanetliva odpoved

I
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Apoptoza

— Apoptdza

— puvod ve starofeckém slové
podzimni opadavani listt (apoptotické odumfeni vrstvy bunék v fapiku)/pleSaténi

apo — dolu
ptosis - pad
— historie

_ 1842: C. Ch. Vogt
prvni pozorovani a popis apoptdzy (pfemeéna pulce v zabu)
— 1972: John F. R. Kerr
poprveé pouzit termin apoptdza
komplementarni role k mitéze
udrzeni homeostazy

— James Cormack
katedra recCtiny Aberdeenske univerzity

Apoptéza / UMF



Apoptoza

— programovana bunecna smrt

— aktivne rizena

— podili se na udrzeni homeostazy

— je aktivovana a tlumena specifickymi geny a signalnimi drahami
—dochazi k aktivaci proteaz a endonukleaz a destrukci bunky

— apoptotické odstranéni bunek mezi prsty v prubéhu

embryogeneze

10 Apoptéza / UMF
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— rozpad bunky na apoptoticka teliska
— fagocytdza a odstranéni teélisek bez rozvoje zanétlive odpovédi
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Rozdily mezi apoptozou a nekrozou

Apoptoza

programovany proces

poskozeni DNA, fizena remodelace tkané, udrzovani
tkafiové homeostazy, hypoxie

v ramci jednotlivych bunék

objem buriky se zmensuje

kondenzace chromatinu

vznikaji apoptoticka téliska

aktivace gent je nezbytna pro zahajeni

DNA je Stépena specificky mezi nukleozomy
koncentrace vapniku intracelularné je zvySena
iontové pumpy funguiji

aktivni proces — spotreba ATP

Apoptéza / UMF

Nekroza

— nahodny proces

— poranéni, pusobeni toxickych latek, infekce

— tyka se celé skupiny bunék

— objem buriky se zvétSuje

— chromatin se fragmentuje

— mitochondrie jsou morfologicky pozménéné
— zanétliva odpoveéd’

— lyze bunék a uvolnéni obsahu do okoli

— DNA je nahodné stépena

— iontové kanaly nefunguiji

— pasivni proces — nevyzaduje ATP
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Poruchy na urovni apoptozy

Nadmeérna inhibice Nadmeérna stimulace

— nadorova onemocnéni — AIDS
_ témé&f u v&ech nadorovych bunék — CD4 a CD8 T-lymfocyty
— Jedna ze zakladnich ziskanych vilastnosti  _ neurodegenerativni onemocnéni

— Alzheimerova choroba
— Parkinsonova choroba

—autoimunitni onemocnéni — Huntingtonova choroba
_ lupénka — myelodysplasticky syndrom

— revmatoidni artritida - - 4z v ,
— chronicka ischemicka poskozeni

— chronicka toxicka poskozeni

I
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Apoptoza

—indukce apoptozy

— radiace

— hypertermie

— cytostatika

— cytokiny

— interakce T lymfocytu s cilovymi bunkami
— hypoxie, kyslikové radikaly a dalsi

— aktivace efektoru apoptozy

— faze degradace
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Apoptoza

Vnitfni apoptoticka draha

— signalizace napr.
prostrednictvim p53

—mitochondrie

—Bcl-2 / Bax

—tvori se komplex apoptozém

— aktivace prokaspazy-9

15 Apoptéza / UMF

VnejSi apoptoticka draha

—ligand se navaze na receptor
smrti

—vznika proapoptoticky signal

— aktivace domeény smrti a
dalSich proteinu

— aktivace prokaspazy-8
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Vnitrni a vnejsi apoptoticka draha

Caspase activation by the extrinsic and intrinsic pathways

DISC (,,death-inducing signalig complex”),

DISC
) J' ~ Apaf-1
Procaspase 8‘ ‘ L Ccytc® < >
Procaspase 9
ATP l
Procaspase 3. _—

adaptérovym proteinem
FADD- ndsledné schopen
interakce s

monomery prokaspdzy 8 a
stimulovat jejich
dimerizaci

5111409

16 Apoptéza / UMF

Caspase 8 E \‘:] i NBU& N
' /
Caspase 3 E @
| 7\ 3

Cleavage of proteins leading to cell death

Apoptosome
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Apoptoza

Vnitrni apoptoticka draha VnejSi apoptoticka draha
— intracelularni stresoveé — extracelularni stimuly
stimu |y — pres receptory smrti
hormon
— poskozeni DNA cytokinti

— oxidacni stres

— aktivace onkogenu

—iniciaéni kaspaza: kaspaza-9  —iniciacni kaspaza: kaspaza-8

muze dochazet k aktivaci nefunkénich forem proteaz — destrukce
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Kaspazy

— caspases (cystein-rich aspartate proteases)

— 13 savcich kaspaz

— proteazy

— funguji jako molekularni nuzky

— stepi intracelularni proteiny na aspartatovych zbytcich

LI AN |

apoptoticke drahy
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Prokaspazy

— inaktivni proenzymy kaspaz
— nejsou zcela neaktivni (2 % aktivity kaspaz)
— jsou aktivovany proteolytickym stepenim ve specifickych

aspartatovych zbytcich

— kaspaza stepi proteiny na aspartatovych zbytcich

— aktivace jiné kaspazy stépenim jeji prokaspazoveé formy
— nasledné stépeni dalSi

— fetézova reakce

— mohutna amplifikace apoptotického signalu

19 Apoptéza / UMF



Kaspazy

Iniciacni (apikalni) kaspazy
— kaspaza-1
— kaspaza-2
— kaspaza-4
— kaspaza-5
— kaspaza-8
— kaspaza-9

— kaspaza-10

— aktivovany nejdrive
— aktivuji efektoroveé kaspazy
20 Apoptéza / UMF

Efektorové kaspazy
— kaspaza-3
— kaspaza-6

— kaspaza-7/
— vlastni provedeni apoptozy



Vnejsi apoptoticka draha

— membranova Ci receptorova apoptoticka draha
— zahajena navazanim ligandu na povrchové receptory
— faktory smrti se vazou na receptory smrti

—ligandy rodiny tumor nekrotizujiciho faktoru (TNF)

— TNF-a — TNFR1
— TRAIL — TRAILR1
— Fas — CD95R

— oligomerizace ligandu po navazani

— transdukce signalu dovnitr bunky
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Vnejsi apoptoticka draha

— konformacni zména — odkryti domeén smrti na cytoplazmatickych
doménach receptoru

— navazani intracelularnich adaptorovych proteinu

— TRADD (TNF receptor associated death domain protein)
— FADD (Fas-associated death domain protein)

— vytvoreni komplexu prokaspaz a efektorovych domén smrti
— DED - death effector domains

I
f——
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Vnejsi apoptoticka draha

— smrt indukujici signalizacni komplex

— DISC - death inducing signaling complex
— komplex faktort smrti, receptort, adaptorovych proteind a iniciacnich kaspaz

— prokaspazy-8 se navzajem proteolyticky stepi
— kaskada kaspazové aktivace
— aktivace efektorovych kaspaz
kaspaza-3
kaspaza-6

kaspaza-7

— apoptoza

23 Apoptéza / UMF



Vnejsi apoptoticka draha

— cilove proteiny efektorovych kaspaz

— jaderné lamininy
— cytoskeletalni proteiny

aktin
intermediarni filamenta

— specifické kinazy
— kaspazami-aktivovana Dnaza
Stépeni internukleozomalniho chromatinu

— Iinhibice vnegjsi apoptotické drahy
— antiapoptoticky protein c-FLIP

cellular FLICE (FADD like IL-1B-converting enzyme)-inhibitory protein
vaze se na adaptorovy protein FADD skrze doménu DED — znemozZnuje navazani a aktivaci prokaspazy-8

MU I
PHARN

24 Apoptéza / UMF



Vnejsi apoptoticka draha

Receptory smrti

—transmembranove povrchové receptory

— prenasi apoptotické signaly indukované ligandy smrti

— patfi do rodiny receptoru TNF (tumor necrosis factor)

— mohou aktivovat kaspazy béhem sekund po vazbé ligandu a
zpusobit odstranéni buriky béhem nékolika hodin

— obsahuji homologni cytoplasmatickou doménu smrti, ktera jim

umoznuje prfimo interagovat s apoptotickym aparatem

25 Apoptéza / UMF
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Vnejsi apoptoticka draha

Receptory smrti

— CD95

— Fas, Apol
ligandy: CD95L, FASL

— TNFR1

— p55, CD120a
ligandy: TNF, lymphotoxin

— DR3

— Apo3, WSL-1, TRAMP, LARD
ligandy: Apo3L (TWEAK)

26 Apoptéza / UMF

—DR4

ligandy: Apo2L (TRAIL)

—DR5

— Apo2, TRAIL-R2, TRICK 2, KILLER

ligandy: Apo2L (TRAIL)



Vnejsi apoptoticka draha

Extrinsic pathway Intrinsic pathway

Death receptors

.a. TRAILR d FAS Intrinsic lethal stimuli:
eg el ) DNA damage, ER stress
hypoxia and metabolic stress
Pro-caspase-8and |  — ——_———
pro-caspase-10 i “Mitochondrion~ «
// °\ N
I °\\
1
BH3-only \ A ®
proteins \ 0/ Y
0 o = e e
o /' "o
MOMP
- ©—Cytochrome ¢
Activated ® o °
\/ BAX and BAK| @
()
o ©
Caspase-8 and
caspase-10 —’ 0 @
BID BID
*°® daP .
SMAC %
oligomerization Apoptosome

Caspase-3 and
caspase-7

Caspase-9

Caspase-3 and
caspase-7

Zdroj: online dostupné z https://biologydictionary.net/apoptosis/#foobox-
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Vnitrni apoptoticka draha

— mitochondrialni apoptoticka draha

— neni zavisla na vnejsich stimulech
— faktory smrti

—rizena signaly zevnitr bunky

— poskozeni DNA
— oxidaéni stres

—regulace
— proteiny rodiny Bcl-2

vice nez 20
udrzovani mitochondrialni integrity
délime je na 3 podskupiny
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Proteiny rodiny Bcl-2

Antiapoptoticky pusobici Bcl-2-like faktory preziti
— Bcl-2, Bcl-x, Bcl-w, Mcl-1, A1/Bfl-1, Boo

— 3 — 4 domeny homologni s Bcl-2 (BH)

— BH1
— BH2
— BH3
— BH4

— brani clenum druhé proapoptotické rodiny narusit integritu

mitochondrialni membrany — spusteni vnitrni apoptotické drahy

I
f——
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Proteiny rodiny Bcl-2

Proapoptoticky pusobici Bax-like faktory smrti
— Bax, Bak, Bok, Bcl-xg
— strukturné podobné Bcl-2-like faktorum

— podili se
— na permeabilizaci mitochondrialni membrany

— indukci apoptozy
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Proteiny rodiny Bcl-2

Proapoptoticky pusobici faktory smrti obsahujici pouze BH3 doménu
— Bad, Bik, Bim, Bmf, BNIP3, NOXA, PUMA

— mediatory apoptoticke signalizace v zavislosti na integrite bunky

— U bunék s narusSenou integritou jsou mohutné aktivovany

I
f——
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Proteiny rodiny Bcl-2

— clenové rodiny spolu interaguji prostrednictvim homologni domény
— vzajemné pomery ovliviuji vyslednou funkci

— zvysena aktivita proapoptotickych faktoru zpusobena snizenym
inhibiénim pusobenim antiapoptotickych faktort vede ke
spusteni apoptozy

— tvori nebo blokuji tvorbu p6ru ve vnéjsi mitochondrialni membrané
— mezi mitochondrialnimi membranami vyznamny zasobnik proteinu — nastartovani
apoptozy
— regulace uvolfiovani regulatort apoptdzy z mitochondrii

I
f——
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Permeabilizace vnejsi mitochondrialni
membrany

— MOMP = mitochondrial outer membrane permeabilization

— proapoptotické pusobeni proteind Bax a Bak

— normalné blokovany antiapoptotickymi proteiny
Bcl-2
Bcel-x,

— tvori heterodimerické komplexy

— vnitfni apoptoticky signal — indukce / aktivace proteinu Bid a Bim —
neutralizace antiapoptotického pusobeni proteinu Bcl-2, Bcl-x;, —
potenciace naslednych zmeén na urovni proapoptotickych proteinu Bax
a Bak

33 Apoptédza / UMF
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MOMP

— proapoptoticke proteiny Bax a Bak

— uvolneny a translokovany z cytoplazmy k mitochondriim
— jsou ukotveny ve vnéjsi mitochondrialni membrane
— oligomerizace 6-8 molekul

— vznikaji kanaly umoznujici uvolnéni proapoptotickych faktoru z mitochondrii
— oligomery Bax a Bak mohou dale polymerovat — celkové

rozruseni mitochondrialni membrany
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MOMP

—vznika deregulaci v hladinach jednotlivych zastupcu proteinové
rodiny Bcl-2
— uvolnéni klicovych proteinU — nastartovani vnitfni mitochondrialni

drahy — uvolneni prokaspazy-9 a cytochromu c

— ucCastni se transportu elektront v dychacim retézci
— spolecné s dATP se vaze na cytoplazmaticky protein Apaf-1 (apoptosis protease-activating
factor 1)
vytvofi se apoptozom
-heptametricky kruhovy komplex (wheel of death)
aktivace prokaspazy-9
aktivace kaspazy-3, -6, -7

I
f——
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Dalsi mitochondrialni proteiny

Rodina proteinu inhibujicich apoptozu

— IAPs (inhibitors of apoptosis proteins)
— regulace apoptozy
— 8 Clenu
— inhibuji kaspazy
— |IAP

je vazan na chromozom X (XIAP)

inhibuje kaspazu-3 a kaspazu-7

— transkripCné aktivovany jadernym faktorem kB
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Dalsi mitochondrialni proteiny

— protein Smac/DIABLO

— second mitochondria-derived activator of caspase/direct inhibitor od apoptosis binding
protein with low pl
— Inhibitor 1APs

vaze se na né
znemoznuje vazbu na cilové kaspazy

— serinova proteaza HtrA2
— vyvazuje a stépi XIAP a dalsi Cleny rodiny IAPs

I
f——
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Dalsi mitochondrialni proteiny

— AlF

— apoptosis inducing factor
— po translokaci do jadra spousti kondenzaci a fragmentaci chromatinu

—endonukleaza G
— po translokaci do jadra spousti kondenzaci a fragmentaci chromatinu
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Vnitrni apoptoticka draha

39 Apoptédza / UMF

Extrinsic pathway

Death receptors

Pro-caspase-8 and
pro-caspase-10

Caspase-8 and

(e.g. TRAILR and FAS)

Intrinsic pathway

Intrinsic lethal stimuli:

DNA damage, ER stress,
| hypoxia and metabolic stress
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Zdroj: online dostupné z https://biologydictionary.net/apoptosis/#foobox-
1/0/Extrinsic-and-intrinsic-apoptotic-signalling-pathways.jpg



https://biologydictionary.net/apoptosis/#foobox-1/0/Extrinsic-and-intrinsic-apoptotic-signalling-pathways.jpg

Propojeni obou apoptotickych drah

—na urovni efektorovych kaspaz

—vnéjSi draha muze aktivovat drahu vnitrni
— kaspaza-8 muze proteolyticky Stépit a aktivovat proapoptoticky faktor Bid
— inhibice antiapoptotickych proteint Bcl-2
— aktivace proapoptotickych proteint Bax a Bak

— spusteni vnitrni apoptotické drahy
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Apoptoza a pd3

—p53
— strazce genomu
— indukce apoptozy na zakladé neopravitelného poskozeni DNA
— spousta molekularnich mechanismu

— rozdéleni

zavislé na ovlivnéni transkripce

nezavislé na ovlivnéni transkripce
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Apoptoza a pd3

— p53 transkripcne aktivuje

— transkripci proapoptotickych ¢lent rodiny Bcl-2
Bax
Bak
— proapoptotickych faktoru obsahujicich pouze doménu BH3
Bid
PUMA (p53 up-regulated mediator of apoptosis)
NOXA

— strukturniho proteinu apoptozomu Apaf-1

— p53 transkripcéne tlumi

— exprese proteinu inhibujicich apoptozu IAPs
survivin
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Apoptoza a pd3

— PUMA a NOXA

— spousti vnitrni apoptotickou drahu
— aktivuji proteiny

Bax

MOMP

— nezavisle na transkripci
— p53 se vaze na antiapoptotické proteiny Bcl-2 a Bcl-xL
— inhibice jejich ucinku

—ovliviuje i vnejsi apoptotickou drahu

— transkripcné aktivuje receptor pro Fas
— dokaze zvysit transport Fas z cytoplasmatickych zasob — interakce Fas-FADD — zvySeni
citlivosti bunék k apoptoze (ligand Fas) MUNI
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Poskozeni apoptozy

— nadorove bunky
— hlavni ziskany znak nadorové bunky

— posSkozeni DNA nebo aktivace onkogenu — indukce apoptozy

— mutace

— bunky nereaguiji diky ziskanym mutacim
— bunky prezivaji a dale proliferuji

— akumuluji dalsi mutace

I
f——
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Poskozeni apoptozy

VnejSi apoptoticka draha

— na drovni receptoru smrti

— Fas
— TRAIL

—receptor i ligand Fas

— indukce UV zarenim

— indukce apoptdzy v keratinocytech po spaleni kiize na slunci
zajistuji ochranu pred vznikem nadoru kiaze

— somatické mutace v genu Fas nebo zmény na urovni jeho exprese

leukémie
neuroblastom

— nadoroveé bunky exprimuiji ligand Fas a bunky imunitnino sytému, které maji na povrchu

receptor pro Fas — indukce apoptozy
nador unika pred imunitnim systémem

I
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Poskozeni apoptozy

VnejSi apoptoticka draha

— exprese receptoru smrti TRAIL-R1 a TRAIL-R2

— potlacdena delecemi jejich genu nebo epigeneticky hypermetylaci jejich promotor

— nektere nadory

— zvysena exprese TRAIL-R3 a TRAIL-R4

— branéni bunéek indukci apoptozy

— nepredavaiji signaly smrti
mutacni inaktivace cytoplazmatické domény (TRAL-R3)
zkraceni proteinu v oblasti domény smrti (TRAIL-R4)

— extracelularni doména ma zachovanou schopnost vychytavat ligandy smrti
— proapoptoticky signal neni transdukovan do cytoplazmy
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Poskozeni apoptozy

VnejSi apoptoticka draha

— nektere nadory

— vysoka hladina proteinu c-FLIP
vaze se na adaptorovy protein FADD
brani navazani a aktivaci prokaspazy-8
— mutace genu kédujicich kaspazy
gen pro kaspazu-8
mutacné inaktivovan u kolorektalniho karcinomu
epigeneticky umlCen metylaci promotoru u nemalobunééného karcinomu plic nebo nadoru détského veku
neuroblastomu
geny pro kaspazu-7 a kaspazu-10
inaktivacné mutovany u nékterych hematologickych malignit
* nadory zaludku
— siroké spektrum poskozeni kaspaz
delece

inaktivacni mutace
epigenetické umicCeni

I
f——
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Poskozeni apoptozy

Vnitfni apoptoticka draha

— mnohem castgjsi

— mutace jsou vysledky prirozeneé selekce a naslednych klonalnich
expanzi

— mutace ovlivnujici drahu p53

— nejCastéjsi mutace v nadorovych bunkach

— funkCni poskozeni Ci deregulace hladin nadoroveho supresoru p53 (jiné komponenty
signalizacni drahy)

— vyhoda nadorové bunky

— nedochazi k apoptéze v dusledku poskozeni DNA

— prenos do dalsich generaci

I
f——
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Poskozeni apoptozy

Vnitrni apoptoticka draha

— proteiny p63 ap/3

— sekvencni homology p53
— transaktivacni doménu, DNA-vazebnou doménu a oligomerizacni doménu

— aktivuji fadu genu regulovanych také p53 — potlaceni bunécného rustu nebo indukce
apoptozy
— p63
funkce ve vyvoji riznych typu tkani
zarodeéné mutace jsou spojeny s riznymi malformacnimi syndromy
— p73
nadorovy supresor
abnormalni metylace nebo ztrata heterozygotnosti genu pro p73
lymfomy
nékteré varianty p73 se chovaji jako onkogeny
ANp73
 inhibitor proteinu p53
* nadory prsu
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Poskozeni apoptozy

Vnitrni apoptoticka draha

— mutace genu signalizacné nadrazenych p53

— ATM
— CHK2

—nadory s wild-type p53
— mutace a posSkozeni na urovni proteinu MDM2

— na urovni genu

— nejlépe popsan BCL2
— gen pro Apaf-1
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Dekuji za pozornost

SoldanovaZ@pharm.muni.cz
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