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6. Apoptoza

a nadory



Sest ziskanych vlastnosti maligniho

U 4
nadoru
ziskana schopnost priklad
Sobéstacnost v produkci ristovych signdli  aktivace H-ras
Necitlivost k signdlim zastavujicim b.c. ztrata RB
Poskozeni apoptozy produkce IGF
Neomezeny replikacni potencidl aktivace telomerdzy
Posileni angiogeneze produkce VEGF
Tvorba metastaz inaktivace E-kadherinu

Nestabilita genomu jako podminka akumulace vSech nutnych zmén.



Bunécna smrt a vyvoj nddoru

Rychlost ristu tkani je uréovdna na jedné strané
rychlosti bunééného déleni a na strané druhé
rychlosti bunééné smrti.

Pri homeostdze jsou oba procesy v rovnovdze.

U nddoru je rovnhovdha mezi bunéénym délenim a
bunécnou smrti porusena.




Nadory: bunécna smrt a homeostaze

A. Balanced proliferation and death

F RS OSE SF E up
P TR R R S

A A
FR T R e T
R N
Fa I AT
a & 8 A&
F T

OUTCOME

e e e B 3
B e g
- - - - - - L]
P o o o o oh o Homeostasis
— -u; o e e e
Ao i ot o od

# R T e e

Neoplasia

Neoplasia

Sl b Bt T
;ij;r'p';'f'rﬁ € &-r
1€ e Pl !
3= et oot A
[ I

"*"‘




Apoptoza a nekroéza

Nekroza:
tykad se skupiny postizenych bunék
vyvoldna nefyziologickym poskozenim (virovd infekce,
hypotermie, hypoxie, metabolické jedy, ..)
fagocytdza makrofdgy
vyznamnd zdnétliva reakce

Apopt6za - programovand bunécnd smrt:
postihuje jednotlivé bunky
indukovdna fyziologickymi stimuly (nedostatek ristovych
faktort, zmény hormondlnich hladin, ..)
fagocytdza okolnich bunék nebo makrofdgy
z4dna zdnétliva reakce
na rozdil od nekrézy je popsdno mnoho prikladu fyziologické
apoptozy.




Nekroza

Morfologické znaky: zadind bobtndnim cytoplasmy a mitochondrii a
konéi dplnou lyzi, netvori se vesikly, rozpadaji se organely, ztrdta
integrity bunécné membrdny

Biochemické znaky: ztrdta regulace homeostdze, pasivni proces
nevyzadujici energii (bézi i ve 4°C), nahodild degradace DNA,
postlyticka fragmentace DNA (= pozdni uddlost béhem nekrdzy)

Mecrosis

miochondrial morphslogical membrang breakdown
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Apoptoza

Morfologické znaky: kondenzace buriky a jadra, vychlipky membrany
(.blebs™), kondenzace chromatinu, fragmentace jddra a rozpad buriky
na apoptotickd téliska, membrdna neztrdci svou integritu, ..

Biochemické znaky: prisné regulovany, aktivni proces vyZzadujici energii
(nebézi pri 4°C), nenahodild fragmentace DNA (Zebrik na ELFO),
uvolriovani specifickych faktort z mitochondrii do cytoplasmy, aktivace
kaskad kaspdz, ..

Apoplosis

mitochondrial morphology intact membranés
preserved
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Bunka prochdzejici apoptozou

mysi fibroblast

A. v pFitomnosti séra B. v nepfitomnosti séra




Bunka prochdzejici apoptozou

—

HeLa bunka 24 hod PO pr'ldam ak’rmomycmu D

g




Dalsi formy bunécné smrti

Aponekroza
nedochazi k dokonceni bunééné smrti, v konecnych stadiich se
objevuji zndmky nekrézy
kli¢ovym momentem je pravdépodobné intraceluldrni obsah ATP:
neni-li ATP k dispozici, je zdnik buriky dokonéen formou nekrdézy

Paraptoza
ndpadnad je tvorba vakuol a habobtndni mitochondrii
nema hic spolec¢ného s apoptdzou

Nekroptdza
nekréza indukovanand externimi stimuly (ligandy) prostrednictvim
receptort smrti, je-li znemoznéna apoptdza, napr. plisobenim
inhibitord kaspdz



Apoptoza je fyziologicky proces

Bunéénd smrt se v mnohobunééném organismu objevuje béhem
celého vyvoje. Je souCdsti embryogeneze a organogeneze:

hormondlné regulovand involuce . puliho® ocasu béhem vyvoje
odumirdni neuront béhem vytvdreni CNS
odumirdni bunék béhem tvorby koncetin,...

Apoptdza odstraniuje Skodlivé bunky:
negativni selekce autoreaktivnich lymfocyti
smrt bunék rozpoznanych jako bunék napadenych virem
buriky s mutaci DNA




Apoptoza je soucdst organogeneze

Programovand bunéénd smrt se podili na tvarovdni prsti vyvijejici
se nohy mysi.




Zmény v requlaci apoptdézy jsou
patologické

Zvysend apoptdza
syndrom ziskané imunodeficience AIDS (CD4+ T-bunky)

neurodegenerativni nemoci (Alzheimerova, Parkinsonova
nemoc, Huntingtonova choroba)

myelodysplasticky syndrom (hyperceluldrni dren, periferni
cytopenie)

nekteré autoimunitni nemoci

spindIni svalova atrofie, roztrousend sklerdza,...

Nedostatecna apoptdza
nadory, MDS,...
néktera autoimunitni onemocnéni
virové infekce




Regulace apoptozy u hlista
Caernohabditis elegans

C. elegans byl prvnim modelem pro studium molekuldrnich
mechanismu apoptdzy.

Pro apoptozu € elegans jsou klicové 3 proteiny:
CED-3 je kaspdza - cysteinova protedza; existuje ve forme
zymogenu - neaktivniho proenzymu, ktery je aktivovdn ,by
self-cleavage®.

CED-4 se vaze na CED-3 a iniciuje jeho aktivaci
* CED-9 se vdze na CED-4 a zabrafiuje tak aktivaci CED-3
Normalné tvori CED-9, CED-4 a CED-3 neaktivni komplex.

Apoptdza je stimulovdna disociaci CED-9 a ndslednou aktivaci
CED-3.



Regulace apoptdozy u Caernohabditis
elegans
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U bunék uréenych k apoptdze protein EGL-1 odstrani z komplexu
CED-4/CED-3/CED-9 protein CED-9, zbyly komplex
oligomerizuje a ndsledné se aktivuje CED-3.



Regulace apoptozy v bunkach
obratlovcu

V burikach obratlovct se vyvinuly celé rodiny gend, které ale
odpovidaji genim bunécné smrti C. elegans.

Kaspdzy jsou podobné CED-3.
Jediny dosud zndmy homolog CED-4 je Apaf-1.
Proteiny z rodiny Bcl-2 jsou homologni CED-9, s tim

rozdilem, Ze nékteré proteiny z rodiny Bcl-2 jsou
antiapoptotické, jiné jsou ale proapoptotické.



Regulace apoptozy

Apoptotickd masinerie je drZena pod kontrolou diky signdlim
preziti, které prichdzeji z vnéjsiho prostredi, a diky vnitfnim
signdlim, které monitoruji bunécnou integritu.

Apoptdza je indukovdna:
jestlize bunka ztrati kontakt s vnéjsim prostredim (anoikis)
jestlize je bufika neopravitelné poskozena
jestlize bunka simultdnné dostdva signdly indukujici bunécné
déleni a apoptdzu
jestlize burika dostava signdly smrti (smrtici signdly)




Regulace a prubéh apoptozy

VnéjsSi cesta receptorova: vazbou ligandu na prislusny receptor
smrti vznika proapoptoticky signdl. Ten vede k aktivaci domény
smrti za kooperace dalsich proteind. Cilem je aktivace
prokaspazy 8.

Vnitrni cesta: signalizaci (napr. pres p53) je zahdjen apoptoticky
déj, jehoz sloZzkou je systém Bcl-2/Bax, signalizace pres
mitochondrie, tvorba komplexu nazyvaného apoptozom a cilem je
aktivace prokaspdzy 9.




Regulace a prubéh apoptozy
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Receptory smrti

Jsou povrchové receptory, které prendseji proapoptotické
signdly indukované ligandy smrti.

Mohou aktivovat kaspdzy béhem sekund po vazbé ligandl a
zplsobit odstranéni buriky béhem nékolika hodin.

Patri do superrodiny receptoru TNF (..tumor necrosis
factor"):

- maji podobnou strukturu extraceluldrni domény (bohatou na
cystein)

- obsahuji homologni cytoplasmatickou doménu smrti, kterd
jim umoZzruje primo interagovat s apoptotickym apardtem



Receptory smrti a jejich ligandy

CD95 (Fas, Apol) - CD95L, FASL

TNFR1 (p55, €D120a) - TNF, lymphotoxin

DR3 (Apo3, WSL-1, TRAMP, LARD) - Apo3L (TWEAK)
DR4 - Apo2L (TRAIL)

DR5 (Apo2, TRAIL-R2, TRICK 2, KILLER) - Apo2L (TRAIL)



Fas/CD95 - CD95L

Fyziologickd apoptéza:
perifernich aktivovanych T-bunék na zdvér imunitni odpovédi

odstranéni napr. virem infikovanych nebo nadorovych bunék
T-bufikami nebo NK burikami

odstranéni zanétlivych bunék napr. v oku

CD95L je homotrimer - vdZe se na tri receptory CD95 - a
zplsobuje Jejich clusterovani® - na tuto strukturu se vaze
adaptorovy protein FADD (.Fas-associated death domain®;
Mort 1) a prostfednictvim vlastni domény smrti interaguje s
podobnou doménou na kaspdze 8, kterd je touto interakci
indukovdna k aktivaci seberozs’repenlm a muze ddle aktivovat
dalsi kaspdzy, napr. kaspazu-10 (amplifikace).



Apoptoticka signalizace receptorem CD95

Caspase 8

N DD - death domain

Effector

i DED - death effector domain

Apoptosis



Dalsi zplsob regulace receptoru
Fas/CD95

Byla popsana molekula DcR3 (.decoy receptor 3"): tento
receptor také vaze ligand FasL, a tak blokuje jeho vazbu k
receptoru Fas.



Fas/FasL brzdi kancerogenezi

Vrozené defekty v expresi nebo funkci Fas zplsobuji
vrozené dispozice k autoimunitnim nemocem, ale jsou také
spojeny se zvySenym rizikem vyvoje nadoru.

Cytotoxické lymfocyty exprimuji FasL a mohou tak zabijet
Fas-pozitivni bunky.

Nékteré tkané (oCi, testis) exprimuji FasL konstitutivné, v
jinych tkdnich lze jeho expresi indukovat (napr. latkami,
které poskozuji DNA, .).

— Signalizace Fas/FasL je nadorové supresivnil



Fas/FasL a nddory

Gen pro DcR3 je amplifikovan u nékterych nddord plic a
kolorektdlnich karcinomd.

Mutace receptoru Fas.

SniZend exprese receptoru Fas.



TNFR1 -TNF

TNF je produkovadn hlavné aktivovanymi makrofdgy a T-burikami
jako odpovéd’ na infekci.

Aktivace TNFR1 vede jednak k zdnétlivé odpovédi organismu
(aktivaci NF-xB a AP-1), u nékterych bunéénych typt k
apoptdze. Na rozdil od CD95, TNFR1 nevyvoldvé apoptdzu,
pokud neni blokovdna syntéza proteint (— existence proteint
blokujicich apoptdzu).

Po vazbé TNF receptor TNFR1 tvori frimery a dochdzi tak k
asociaci jejich domén smrti. Na né se vdze adaptorovy
protein TRADD, ktery funguje jako platforma pro vazbu
dalich proteinl - TRAF2 a RIP, které stimuluji aktivaci
transkripénich faktord NF-xB a AP-1.

Ke komplexu TNFR1-TRADD se mize vazat adaptor FADD,
ktery potom aktivuje kaspdazu-8.



DR3

Receptor DR3 je velice podobny TNFR1, po stimulaci aktivuje
NF-«xB pres TRADD, TRAF2 a RIP a indukuje apoptézu pres
TRADD, FADD a kaspazu-8.

Funkéné jsou DR3 a TNFR1 velmi podobné, ale zdsadné se lisi
expresi svou a svych ligandu:

TNF je exprimovan hlavné u aktivovanych makrofdgl a
lymfocytl, zatimco Apo3L je konstitutivné exprimovan témeér
ve véech tkanich.

Naopak TNFR1 je exprimovan obecné ve vsech tkanich,
zatimco DR3 je pritomen hlavné ve sleziné, thymu a v
periferni krvi a je indukovdn aktivovanymi T-burikami.




Apo

signalizace receptory TNFR a DR3
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Nekroptoza

nekroza indukovand externimi stimuly (ligandy)
prostrednictvim receptord smrti, je-li znemoznéna
apoptéza, napr. pusobenim inhibitort kaspdz
proces je requlovany, ale morfologicky shodné
znaky s neregulovanou nekrotickou buné¢nou smrti
klicovym hracem regulace je kindza RIP1
(receptor-interacting protein 1)

inhibitory nekroptdzy jsou malé molekuly

nekrostatiny. Napr. necrostatin-1 je efektivnim
inhibitorem kindzové aktivity RIP1




Nekroptoza
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DR4 a DR5 - TRAIL/Apo2lL

Mechanismus fungovdni DR4 a DR5 je ¢dstecné shodny s
ostatnimi receptory smrti, ¢dste¢né zatim ne zcela znam
(adaptorové proteiny?). Podobd se hodné fungovdni CD95, ale
jeho exprese, stejné jako exprese Apo2L je mnohem méné
specificka.

— Jaka je ochrana bunék, které exprimuji DR4 a 5, pred
apoptézou vyvolanou Apo2L?

— Expresi decoy receptori: kompetuji s DR4 a DR5 o vazbu
ligandu - vychytdvaji ligand
DcR1 (TRID, TRAIL-R3, LIT) - ma podobnou strukturu jako
DR4 a DR5, ale zcela postrdda cytoplasmatickou ¢dast; maji
glycosyl-fosfatydilinositolovou skupinu, kterou jsou
prichyceny na membrdnu
DcR2 (TRAIL-R4, TRUNDD) - ma zkracenou
cytoplasmatickou ¢dst o kritické aminokyseliny nutné k
vyvoldni odpovédi



Apo signalizace receptory DR4 a DR5

Apo2L/TRAIL




procaspase 8

(procaspase 10) \'

\/

Receptory smrti

Q@@ caspase s

l (caspase 10)

caspase cascade
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Pét rodin receptort smrti
je exprimovano/
exponovdno na povrchu
riznych savcich/lidskych
bunék. Po vazbé ligandd
cytoplasmatické Cdsti
téchto receptort -
prostrednictvim FADD
domén - vytvdreji DISC
(.death-inducing signalig
complex"), ktery stépi
prokaspdzu 8 na aktivni
kaspazu




VyuzZiti receptort smrti k indukci
apoptozy nddorovych bunék

Pro:
DR maji primou ndavaznost na apoptotickou masinerii
navozuji apo nezavisle na p53 apod.

Proti:

''''''

septicky Sok (indukce zdnétlivych odpovédi)
indukce apo u hepatocytld mysi prii pouziti protilatek
namirenych na CD95

VVVVVV

DR4 a DR5 aktivuji NF-«B, ale APO2L indukuje tuto drdhu jen
slabé

DR4 a DR5 jsou exprimovdny u mnoha normdlnich i nddorovych
bunék, ale DcR1 a DcR2 jsou exprimovdny u normdlnich, ale jen
vzaché u nddorovych bunék.



Uloha mitochondrii v apoptéze

Mitochondrie hraji klicovou llohu v regulaci bunééné smrti.

(Endosymbioticky plvod mitochondrii a evoluce aerobniho
metabolismu u eukaryot vytvorily zdklad pro evoluci aktivni
bunécné smrti.)

Pro pribéh apoptdzy je klicové vytvoreni apoptozému, proteinového
komplexu, ktery je nutny k aktivaci iniciacni kaspdzy. Apoptozdm
je tvoren cytochromem C, Apaf-1 a prokaspazou-9. Kritické pro
vytvoreni apoptozému je uvolnéni cytochromu € z mitochondrii.

Z mitochondrii uvolnény i dalsi faktory: AIF (.apoptosis-inducing
factor"/ Diablo/SMAC) a intramitochondridlni prokaspdzy (3).



Apoptozom: kolo smrti”

> cytochrome ¢

Apoptozom se tvori v
cytosolu, je-li uvolnén
cytochrom C z mitochondrii
a asociuje s Apaf-1. Tak se
vytvori sedmiramenné kolo,
kde ramena jsou tvorena
sedmi podjednotkami Apaf-
1 a jejich vrcholy tvori
cytochrom C (Cervend).
Toto kolo pritahuje
prokaspdzu 9, kterd se vaze
do stredu/osy kola (modra)
a je aktivovdna na kaspazu 9



Uloha mitochondrii v apoptéze

Cytochrom C je v mitochondriich
uloZzen mezi vnéjsi a vnitrni
mitochondridlni membranou.



Regulace permeability mitochondridlni
membradny

Bylo popsdno mnoho molekul, které ovliviiuji permeabilitu
mitochondridlni membradny - mitochondrie tak funguji jako
integratory (pro- a anti-) apoptotickych signdld.

Predevsim proteiny z rodiny Bcl-2*. Je to rodina (vice nez 20)
proteint strukturou a funkci homologni s proteinem CED-9. Nékteré
proteiny z rodiny Bcl-2 maji antiapoptotickou funkci: Bcl-2, Bel-X|,
Bcl-W, nékteré proapoptotickou funkci: Bax, Bak, Bid, Bim.

*Bcl-2 (.B-cell lymphoma gene-2") byl prvni apoptoticky gen objeveny v
savCich burikach (1988) diky své roli v maligni preméné B-bunék - tak také
poprvé popsdna novd trida proto-onkogend: ne aktivatory bunécné
proliferace, ale blok bunécné smrti.

1(14:18) - FL

(identifikace homologie Bcl-2 a CED9 = , Ahal moment")



Mitochondrie jako integratory
apoptotickych signdlu
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Struktura proteinu Bcl-2

Pro vsechny proteiny rodiny Bcl-2 je typicka konzervovand
sekvence oznacovand jako Bcl-2 homologni motiv. Kazdy clen

rodiny obsahuje alespofi jednu tuto sekvenci ze ¢tyr: BH1 az
BH4.

Vétsina anti-apoptotickych ¢lent obsahuje BH1 a BH2, proteiny
nejvice podobné Bcl-2 obsahuji vsechny Ctyri.

Pro-apoptotické proteiny tvori dvé podrodiny: jedna (hapr. Bax,
Bak, Bok) je blizce pribuzna Bcl-2 a obsahuje BH1, BH2 a BH3,
druhd je vzddlené pribuznd (napr. Bik, Blk), obsahuje jen BH3 a
predstavuje spise funkéni analog proteinu EGL-1 (oznacuji se
nekdy jako BH3 faktory).

BH3 je nezbytnd pro funkci pro-apoptotickych proteind.




Struktura anti-apoptotickych proteinu Bcl-2
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Struktura pro-apoptotickych proteinu Bcl-2

Pro-apoptosis
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Proteinova rodina Bcl-2

pro-survival
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Vyznam multiplicity pro-apoptotickych
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Vyznam multiplicity pro-apoptotickych

° 230
signalu
microtubule actin
\ cytoskeleton
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Ndsobné/paralelni zplisoby aktivace pro-apoptotickych proteind
BH3 souvisi také s jejich rozmanitymi zplsoby inaktivace
prichycenim na nejriznéjsi cytoplasmatické struktury nebo inhibicni
komplexy

caspases,
granzyme-B



~Soucinnost” pro- a anti-
apoptotickych proteind

pro-survival

pro-apoptotic Bcl-2

pro-apoptotic

Bim —— Bcl-X;, —— Bad

Puma s L
tBid ——

pro-apoptotic  Bax

Noxa

Kazdy ¢len rodiny
Bcl-2 ma svij vlastni
soubor
antagonistickych
proteind. V centru
stoji anti-
apoptotické proteiny
Bcl-2, Bcl-X, Bel-w
a Mcl-1. Kazdy ma
svij soubor
antagonistd.

Proteiny Bax a Bak - pokud nejsou ,neutralizovdny" vazbou
Lopozi¢hich" proteint, indukuji apoptézu otevirenim mitochondridlnich

vnéjsich kandl.



Apoptotické drdahy u hlista a savci bunky

C. elegans Mammals
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Kli¢ové rozdily apoptotické masinerie nematod a savcl: cytochrom C,
proteiny TAP = savli apoptéza je komplexnéjsi




Struktura proteinu Bcl-2

. Pr'o’rein]Y z rodiny Bcl-2 mohou tvorit heterodimery a
titrovat, ovliviiovat navzdjem svuj ucinek: jejich
vzajemne koncentrace tak mohou fungovat jako
apoptoticky reostat.

+ Sekvence BH1, BH2 a BH3 ovliviuji schopnost
dimerizovat.

* Heterodimerizace neni nezbytnd pro anti-
apoptotické proteiny.
- U pro-apoptotickych proteint je heterodimerizace

/

nezbytnd pro BH3 faktory,

- ale postradatelna pro proteiny typu Bax (zrejmé
nezla?visl)’/ cy’ro’roxilcazk)’/ |21“ek’r).y P !




Mechanismus ucinku proteinu Bcl-2

Z analogie CED-4/CED-3/CED-9 - primd interakce: Zdd se, ze
Bcl-X, intferaguje primo s Apaf-1 a inhibuje jeho asociaci s
prokaspazou-9. Pro-apoptotické proteiny (napr. Bik) mohou
fungovat tak, Ze uvolruji tuto interakci.

Anti-apoptotické proteiny zrejmé udrzuji integritu organel a
zabranuji uvolnéni cytochromu C z mitochondrii. Zretelné to ale
neni jedind jejich funkce (napr. Bcl-2 miZe blokovat apoptézu i
po uvolnéni cytochromu C).

Proteiny s motivem BH1 a BH2 zrejmé mohou tvorit pory v
organeldch - mitochondriich (Bcl-X,, Bcl-2, Bax - /n vitro)



Model regulace Apaf-1 proteiny Bcl-2
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* Anti-apoptoticky protein (Bcl-X,) zabrariuje Apaf-1 aktivovat prokaspdzu-9.

- Pro-apoptoticky protein (Bik) mize byt stimulovdn k interakci s timto
proteinem a tak zrusit tuto inhibici apoptdzy.



Model fungovani BH3 proteinu

+ Jsou-li BH3 proteiny (.BH3-only" proteins) aktivni,
zanoruji se svou BH3 doménou do rozsdhlého
hydrofobniho zlabku antiapoptotickych (.pro-life®)
proteinl Bcl-2, a tak je neutralizuji.

+ To vede k agregaci Bax a Bak na endoplasmatickém
retikulu a mitochondrialni membrané a k uvolnéni
apoptotickych proteind, jako cytochrom C.

» U mnoha nddort je vysokd exprese bc/-2 nebo
snizend exprese BH3 protein

— terapeuticka strategie: simulace inhibice Bcl-2
malymi molekulami



Proteiny Bcl-2 a nadory

Potencidlné jsou anti-apoptotické proteiny onkogenni:

+ bc/-2v translokacich spojenych s folikuldrnimi
lymfomy a difuznimi velkobunéénymi lymfomy a CLL.

* Neprima G¢ast v kancerogenezi: Myb, Ras,.. indukuji
expresi bc/-2. Exprese bc/-2 zvysena napr. u
myeloidnich leukémii, nddord zaludku.

Pro-apoptotické proteiny jsou potencidlnimi nadorovymi
supresory:

- bax je mutovan u nékterych nddort trdviciho traktu,
a nékterych leukémii.

- Exprese bax je redukovdna u nddord s mutaci p53.




Signaly preziti (X signdly smrti)

+ Nékteré cytokiny maji povahu signdli preziti
(nikoli mitotickych signald!).

 IGF-I (.insuline-like growth factor") - jeho
signalizace zprostredkovana PI3K a c- Akt.

c-Akt fosforyluje Bad na Ser136, ktery potom
interaguje s proteinem 14-3-3. Interakce s
proteinem 14-3-3 zabranuje proteinu Bad
interagovat s Bcl-X,.



Anoikis

Vétsina bunék potrebuje l:;\XT prichycena k
extracelularni matrix (ECM), aby mohla prezit
(.anchorage dependent cell survival®). Tuto vazbu
zprostredkovavaji integriny.

Burika, kterd ztrati kontakt s ECM, zahdji
apoptdzu - tzv, anoikis (z rectiny -
bezdomovectvi).

* Integriny rozpozndvaji na cilovych proteinech ECM
sekvenci arginin-glycin-aspartat (RGD).

Vazba integrint k ECM neni o prostém prichyceni,
ale hlavné o ziskavani nutnych signalu preziti.



Uloha proteini RGD v apoptéze
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Anoikis

* Na zprostredkovani ..anchorage-dependent cell
survival" se podili FAK.

- FAK je jednim z cilt kaspdz béhem apoptézy.
+ Signalizace FAK je pravdépodobné
zprostredkovdna PI3K, a to bud’ primou interakci

FAK s podjednotkou p85 nebo aktivaci Ras a
ndslednou aktivaci PT3K.

» Signalizace PI3K potom vede pres c- Akt k
fosforylaci pro-apoptotického proteinu Bad.



Kaspazy - efektory apoptozy

Rodina cysteinovych protedz, které maji specifitu k aspartdtové
kyseliné na substratu (.cysteine aspartyl-specific proteases").

Analogy proteinu CED-3. Prvni savéi popsand kaspdza: ICE*
(.interleukin-1B-converting enzyme") - kaspaza-1

Jsou hlavnimi vykonavateli findlni exekucni faze apoptdzy.

Jsou konstitutivné pritomny v cytosolu bunék, a to ve formé
jednoretézcového proenzymu jako prokaspadzy.

Napr. prokaspdza-8 ma asi 1-2% aktivity plné funkéni kaspdazy-8.
Sdileji podobnost sekvencni, strukturni a substratovou.

ICE nemad prokazatelnou dlohu v apoptdze, ale byla to prvni identifikovana
protedza celé rodiny proteind, které maji Ulohu v apoptéze a zdnétu.



Aktivace kaspaz

Proenzym ma velikost 30 az 50 kD a tri domény: N-termindini,
velkou podjednotku (20 kD) a malou podjednotku (10 kD).

Prokaspdzy jsou aktivovdny dvojim proteolytickym Stépenim:
Molekula prokaspdzy je rozstépena na dvé podjednotky - mensia
vetsi.

Je odstépena N-termindlni —

doména. protenlytickym Ethpanim
Podjednotky vytvori tetramer
(2+2 podjednotky)

se dvéma aktivnimi misty.

neaktivni (EJ aktivni
protadza proteaza
[proanzym) ncaktivni

protenovy
fragmeant



Aktivace kaspaz

Kaspdzy patri k protedzdm s nejvyssi specifitou a vysokou
aktivitou. Ve specifité jsou mezi kaspazami rozdily - maji odlisné
funkce.

VSechny prokaspdzy jsou aktivovdny Stépenim v misté, které je
konsensus sekvenci* pro kaspdzy.

kaspdzy jsou aktivované autokatalyticky nebo enzymy s podobnou
specifitou.

Béhem apoptdzy funguji jako iniciatory (8 a 9), kdy iniciuji
retézec - kaskddu udadlosti jako odpovéd’ na proapoptotické
signdly, a jako efektory (3, 6 a 7), kdy se podileji na odstranéni
buriky (degradaci proteini).

* Stépi za kyselinou aspartovou a rozpozndvaji alespori dalsi 4
aminokyseliny smérem k N-konci molekuly.



Struktura a funkce kaspaz

A Sequence
homology

12

11
13

Function B

1Hpﬂpt£l5|5 other

inflammation

inflammation
initiator/effector? Precursor Active enzyme
initiator
initiator prodomain large  small
effector AN B !
affector AsphX  Asp X ¥
effector low - hlgh : /

initiator? Sequence homology among CASpasas catalytic sites



Regulace kaspadz

Kaspdzy jsou v neaktivni formé konstitutivné pritomné v burice:
= jejich aktivitu Ize rychle indukovat
= jejich regulace musi byt velmi efektivni

1. Aktivace iniciacnich kaspdz - predevsim kaspdzy-8 a kaspdzy-9
2. Aktivace efektorovych kaspaz

......

(receptory smrti - kaspaza-8, cytotoxické ldtky - kaspdza-9), ale
spoustéji stejné ndsledné efektorové kaspazy. Tak je vysvétleno,
jak rizné apoptotické signdly vedou ke stejnym biochemickym a
morfologickym zméndm.

......

potom ndsledné aktivuji efektorové kaspazy - kaskddovy model.




Ruzné apoptotické signaly maji stejny vysledek

Caspase cascade
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Kaspazy funguji v aktivacni kaskadé

’ molekuln aktivai protedzy A
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Aktivace iniciacnich kaspaz

Kaspdzy jsou regulovany pomoci

jak aktivatord, tak inhibitord.

Zdd se, ze apoptotické signdly

1.

iniciuji tri drdhy:
Aktivaci kofaktord

uvolnéni cytochromu C,
tvorba komplexu s APAF-1,..

Aktivace FADD, ..

. Modifikace prokaspdzy

napr. premisténi prokaspdzy-8
k receptorovému komplexu,..

. Inaktivace inhibitord

FLIP, ARC, IAP,..

[A pro-apoptotic slgn_aﬂ

e.g. cytochrome ¢ | a.9. caspase-8
R? relocation R? relocation
— B
initiator pro-caspase

Cofactors + Inhibitors
(APAF-1, RAIDD, FADD) g | I (FLIPs, ARC, 1APs)
&

! W
I
e L R?
| | effector pro-caspase’ |_/
N
| )
- i.
e
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Inhibitory kaspaz

FLIPs (,FADD-like ICE inhibitory proteins") - maji sekvenci
podobnou prokaspdze-8, ale chybi jim katalytické misto -
pravdépodobné kompetuji s prokaspdzou-8 o kofaktor FADD
(.decoy"). Na podobném principu funguje ARC (.apoptosis
repressor with caspase recruitment domain®; CARD)

Nechténd apoptéza mize byt blokovdna plsobenim proteinu z
rodiny IAP (.inhibitor-of-apoptosis protein®): tyto proteiny se
vazi na prokaspdzy a kaspdzy a blokuji jejich akftivitu.

Naopak proteiny DIABLO/Smac se mohou vazat na proteiny
IAP a inhibovat jejich plsobeni. Ovliviiuji tak citlivost bunék k
apoptotickym signdlim.
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Inhibitory kaspaz IAPs

Neékteré viry si vytvorily ndstroje k potlaceni apoptozy
hostitelskych bunék, véetné inhibitord kaspdz:
Bakulovirovy protein p35 ma Sirokou specifitu a tvori kovalentni
vazby s katalytickym mistem kaspdzy-8.

Protein crmA (.cytokine response modifier") nékterych poxvirt
je inhibitorem kaspdzy-1 a kaspdzy-8 (je to supresor zanétlivé
reakce) a funguje podobné jako p35.

Bakulovirové IAPs jsou charakteristické doménou BIR
(.baculoviral IAP repeat”) a jejich analogy nalezeny v mnoha
dalSich organismech.

U ¢lovéka popsdno alespori 7 riznych IAP - napf. Survivin, XIAP,
cIAP1, cIAP2, ..

(U nékterych nddord je napr. zvySend exprese Survivinu.)




Inhibitory kaspaz IAPs

* Pro inhibici proteiny IAP je nezbytnd pritomnost
domény BIR (napr. protein XIAP obsahuje 3 BIR
domény). Jeji struktura je konzervovand mezi
proteiny IAP z ruznych organismu. MiZe to byt
obecnéjsi protein-proteinova interakéni doména.
*+ Smac/DIABLO antagonizuje funkci IAPs vazbou
do domény BIR.

° . ° v

tak blokuji apoptdzu zprostredkovanou receptory
smrti i mitochondriemi.

° . ° v

a efektorovych kaspdz.




Inhibice efektorovych kaspdz proteinem
XIAP

A) Inhibition of caspase 3and 7
BIR2 Smac/ Smac/
g 1 DIABLO
= F‘.ﬂi Giisa DIABLO
i: — : | S
b Cell
| et -|- :}
d Death
Smac!
DIABLO
Conformation change and
|AP-mediated destabilization of f;ﬁ;::;‘d' i Active
caspase inhibition spass:;;gm%u by Smac/DIABLO caspase

Pro inhibici kaspdzy-3 a -7 je nutna doména BIR2. Inhibi¢ni
komplex je typicky sloZzen ze dvou heterodimerd dvou aktivnich
kaspaz a dvou molekul XIAP - zprostredkovdno doménou BIR2.



Inhibice iniciacnich kaspaz proteinem
XIAP

B) Inhibition of caspase 9
) pa BIR3

CARD P —— CE"

Em Survival
Inhibition of caspase 9 by binding
of the BIR domain of |APs to the
P-hbindi otif
mMm . lAP-binding m
El Smac/
DIABLO ma
DIAEI.LD Cell
Death
Initial processing Smac/DIABLO competes

expdsad tha far binding to the :
AP-binding motif  BIR domain of IAPs | 1 P ocoaed caspase 91

Pro-caspase 9

Pro inhibici kaspdzy-9 je nutnd doména BIR3. Vazebné misto
pro BIR3 se na molekule kaspdzy-9 odhali az po iniciaéni
proteolyze.



Apoptoticka kaskada
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* Vnéjsi mitochondridlni
membrdna tvori kriticky
vstup do apoptdzy. S
jejim otevrenim je
uvolfiovan cytochrom C,
coz vede k vytvoreni
apoptozému a posléze k
aktivaci kaspdzy 9,
kterad aktivuje kaspdzu
3, kterd aktivuje...

» Kaspazy/prokaspazy
mohou byt inhibovany
vazbou IAPs. Z
mitochondrii jsou ale
uvoliovdny i faktory
Smac/DIABLO, které
antagonizuji TAPs.



Ukoly kaspdz

1. Inaktivace inhibitoru apoptdzy, napt.:

* Inaktivace I¢4P, ktery je inhibitorem CAD -
nukleazy, kterd je odpovédnd za fragmentaci DNA.

* Inaktivace Bcl-2 - pravdépodobné je tak nejen
inhibovan inhibitor apoptdzy, ale produkovan i
fragment, ktery potencuje apoptozu (amplifikace!).

2. Desintegrace bunéénych struktur, napr.:

+ Destrukce jaderné laminy - struktura pod jadernou
membradnou, kterd se podili na kondenzaci
chromatinu.




Ukoly kaspdz

3. Inaktivace nékterych proteint (separovdnim
regulacni a katalytické podjednotky), G¢astnicich
se:

* regulace cytoskeletu (FAK, kindza PAK2,..)
- replikace DNA

- oprav DNA

+ sestrihumRNA, ..

(4. Ulast kaspdz a daldich ,apoptotickych" molekul -
napr. FADD - v regulaci bunécného cyklul)



Ukoly kaspéz

A Inactivation of inhibitors of apoptosis

C  Deregulation of protein activity
catalytic domain

[ | - Caspase cleavage site |




Poskozeni apoptozy u nadoru

* up-regulace bc/-2 (chromozomadlni translokaci) v
lymfomech

- up-regulace faktort preziti IGF-1, IGF-2

* mutace receptoru smrti Fas

» down-regulace Fas

- mutace bax

- inaktivace p53 (requlace apo pres transaktivaci
bax a prima regulace mitochondrii)

- u nékterych nadord je zvy3end exprese survivinu
(IAP protein obsahujici BIR)
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VyuZiti apoptozy v terapii nddora
- Aktivaci receptord smrti.

* Propojeni onkogenni transformace jako
proapoptotickych signdli na jedné strané s aktivaci
kaspdz na druhé strané.



Autofagie

Fyziologicky program autofagie vede k degradaci bunéénych
organel (napr. ribozéml, mitochondrii), coZz umoziuje vyuzit
vysledné katabolity k biosyntéze a metabolismu energie. To
stimuluje preziti v podminkdch stresu a hladovéni, nedostatku.

Intraceluldrni vacky - autofagozomy - pohlcuji organely a
fdzuji s lysozomy, ndsledné probiha degradace.

Normdlné bézi jen na bazdlni drovni, ale miize byt vyrazné
stimulovdna stresem a nedostatkem Zivin.

Zrejmé propojeni regulace autofagie, apoptdozy a bunééné
homeostdze. Signdlni sit’ zahrnuje PI3-K, AKT, mTOR.
Specifickym regulatorem autofagie je Beclin-1, ktery patri
mezi BH3-only proteiny.



Autofagie

Indukce autofagie mize slouzit jako bariéra proti vyvoji
nadort a muze fungovat nezdvisle na apoptdze, ale také v
kooperaci s aapoptézou. Moznad tak predstavuje dalsi
nezdvislou bariéru proti nadorum.

Hladovéni, radioterapie, nékteré cytotoxické Iéky mohou
stimulovat autofagii, kterd md zretelné cytoprotektivni d¢inky
na nadorové buriky. Mlze spiSe umoziovat jejich poskozeni nez
primo zniceni.

TéZce stresované bunky se mohou diky autofagii zmensit a
vstoupit do stavu prechodné dormance, coz umozni preziti a
pozdéjsi (po odeznéni Gcinku terapie) dalsi rust a vyvo.
.dvojsecny mec" (doub/e-edged swora) autofagie pri modulaci
nadort
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Nekroza

Nekrotické buriky se zvétsuji a prasknou, vyliji svij obsah do
okolniho mikroprostredi.

Bunéénd smrt nekrézou JE v nékterych pripadech jasné
geneticky rizena (neni to nahodily, nerizeny proces).

Disledkem nekrézy (ha rozdil od apoptdzy nebo autofagie) je
uvolnéni pro-zanétlivych signdlt a tim vtazeni bunék zanétu
imunitniho systému. Ty mohou aktivné podporovat nadorové
bunky: stimulaci angiogeneze, proliferace a invasivity.

Nekrotické buriky mohou uvoliiovat aktivni reguldtory (IL-1a)
stimulujici proliferaci sousednich bunék...

— Nekréza ma dvoji dopad na vyvoj nddoru: omezuje ho i
stimuluje!l (dvojsecny mec)



