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Bunecna smrt

Programovana
= zprostredkovana specifickym bunéCnym signalnim systémem
= prospésna pro organismus, jehoz je umirajici burika soucasti

Neprogramovana
= nastava neregulované z vnéjSich pfic€in (insult)




Umirani je prirozene

= kazdy den v naSem téle odumfe 50-70 miliard bunék

= slozeni téla se obménuje

= zdrava bunka je vzdy pfipravena zemrit, sebedestrukcni
mechanismus se spusti pouhou absenci signalu ,,pro-survival®




Typy bunecné smrti

= apoptoza (zprostiredkovana kaspazami béhem vyvoje, starnuti
nebo jako odezva na specificke podnéty)

= autofagie (rozklad bunécnych slozek v lysozomech)

= excitotoxicita (smrt nervovych bunék v dusledku priliSné aktivace
receptoru pro nervove prenasece)

= anoikis (dusledek poruchy interakci, které buriku ukotvuji v matrix)
= nekroza (indukovana nespecifickym traumatem)

= nekroptdéza (programovana forma nekrdzy, zavisla na aktivité
specifickych kinaz RIP, bez dominantni UcCasti kaspaz)




Apoptoza - obecne

= fyziologicky proces odumirani buriky

= popsana u zivocichu i rostlin

= probiha fizené podle specialniho programu

= destrukci bunky zajistuji specialni enzymy - kaspazy
= vysledkem je rychla fragmentace a fagocytoza bunky

= nastroj udrzovani homeostaze
Proc?

= stresoveé podnéty z okolniho prostfedi
= nevratné poskozeni DNA

= VYVOjOVé procesy

= reakce na viry/patogeny




Apoptoza - uloha

= protivaha nadmérné proliferace bunék
= podil na formovéani a tvarovani organu a tkani (,sculpting®)
= eliminace prestarlych bunék

= eliminace poskozenych nebo geneticky aberantnich bunék
(neopravitelné poskozeni DNA, extrémni kyslikova deprivace,
vyznamna signalni nerovnovaha, apod.)




Apoptoza

= nazev z rectiny (opadavani kvétu nebo listl)
= provazena charakteristickymi morfologickymi zménami




Morfologicke projevy

= zmensovani bunék

= kondenzace a fragmentace jadra

= fizena fragmentace chromozomalni DNA

= v konecne fazi se fragmentuje cela burika do malych kompaktnich
télisek, které podléhaji fagocytoze

= nedojde ke vzniku zanétu
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Nezadouci projevy

nadbytek i nedostatek apoptozy je nezadouci

priliSna apoptdza poskozuje tkané (degenerativni procesy)
nedostateCna apoptoza bunky predisponuje k hromadeéni
genetickych poruch a tvorbé nadoru

zmény v apoptdze zaznamenany u autoimunitnich chorob,
AIDS, rakoviny, neurodegenerativnich chorob (Huntington,
Alzheimer), mrtvice, infarktu

snahy indukovat apoptézu u nadorovych bunék

snahy redukovat apoptozu v pfipadé odumirani mozkovych
bunék po mrtvici




Apoptoza a formovani tkani

= apoptdzou jsou béhem morfogeneze odstranovany nezadouci buniky
— tvorba funkénich a fadné tvarovanych tkani a organu

= spolu s migraci, proliferaci a diferenciaci bunék jde o kli¢ovy proces
doprovazejici vyvoj organismu

= geneticky pozménéné mysi, které postradaji klicové slozky
apoptotického aparatu vykazuji vyvojové poruchy: nadbytek neuronu
v mozku, obli¢ejové abnormality, poruchy formovani prstd, atd.
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Vyvoj koncetiny

bunky odumiraji v prostoru
mezi formujicimi se prsty

Dying cells
{yellow)
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Priklady apoptozy u cloveka

Epithelial cells must
die to allow fusion

of palate

Mammary epithelium
cells die when deprived
of hormones at end of
lactation

Cells of mullerian

FProstate cells die
when deprived of
hormone
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Up to BO% of
neurons die in
some ganglia

Cwver 95% of
Immature
T cells die
in thymus

Cells of
interdigital
webbing die




Priklady apoptozy

nerve cells

LR P, (. LA
. ..

target cells

apoptatic
nerve cells

CELL DEATH
MATCHES
NUMBER OF

NERVE CELLS
TO NUMBER OF o

'\ TARGET CELLS ‘ . .

survival factor
released by target cells
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Apoptoza
versus
nekroza

Apoptdza

= aktivni proces

= pfesny harmonogram

= kondenzace chromatinu

= rozpad jadra

= odbourani cytoskeletu (,zhrouceni* buriky)
= fragmentace chromozomalni DNA

= mitochondrie dlouho intaktni

= vybézky bunécné membrany

= fagocytoza pozustatku bunky
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Apoptoza
versus
Nekréza nekroza

Cells and organelles swell
Chromatin condenses

Membranes compromised:
fluid rushes in

' &3
e b =

= pasivni smrt Mol
= postihuje skupiny bunék i -\v-
= vyvolana neléditelnym zranénim B A
(nedostatek kysliku, extremni teploty, | O AT
mechanické poskozeni, atd.) R
= poskozeni mitochondrii - vy&erpani ATP \/ ol stctures
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R
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Signaly indukujici apoptozu

vnit Fni
= ze samotné buriky podléhajici apoptdze

= poSkozeni DNA, virova infekce, exprese onkogenu

vn éjSi
= z okolnich bunék organismu nebo vnéjSiho prostredi
= nedostatek vyzivovacich signaly (absence signalu ,pro-survival®)

= pfitomnost signalu indukujicich apoptozu (,pro-death®)
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Prubéh apoptozy: dvé faze

faze latentni nasledovana fazi exeku ¢cni

Latentni faze
= normalni vzhled a fungovani bunék

= podfaze ,odsouzeni® - bunka je na draze smérujici k smrti,
ale muze byt zachranéna anti-apoptotickymi faktory

= podfaze ,rozhodnuti
k exekucéni fazi

‘- bunka jiz nevyhnutelné sméruje

Lo P : : ‘1A Point of
= trvani latentni faze je variabilni ot gl
e, Execut">
Condemned Committed
Rescue by No rescue Morphologic
survival factors possible changes
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Exekucni faze

= zahajeni morfologickych a fyziologickych zmeén
= trvani této faze je velmi rychle ve srovnani s latentni fazi (do 1 hod)

= konzervativni prubéh

Point of
Insult | no return N
¢, F o
latemt = = Executim>
Condemned Committed '
Rescue by No rescue Morphologic
survival factors possible changes




Protein p53 a apoptoza

= p53 je transkripcni faktor, ktery funguje jako nadorovy supresor
= v neposkozené bunce je hladina p53 nizka v dusledku fizené vlastni
degradace:
= pb53 aktivuje expresi ubikvitin ligazy Mdm2
=  Mdm2 pfipoji ubikvitin k p53

= p53 s kovalentné pripojenym Fetézcem
ubikvitint je degradovan v proteazomu

= v bunce vystaveneé stresu se p53
fosforyluje a zaCne aktivovat expresi

jinych genu (napf. zapojenych do Target genes
kontroly bunécného cyklu a apoptdzy) «“ ““\a—*
Mdm2 p21
= bez aktivace mdm2 se p53 stabilizuje a . P

Call-cycla arrest Apoptosis

jeho hladina v bunce rychle stoupa . @
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P53 reaguje na ruzné typy stresu

negenotoxické
= nedostatek ruastovych faktoru
= nedostatek ribonukleotidd

= pfitomnost urcitych cytokinu

genotoxické
= poSkozeni DNA
= zarfeni

= oxidativni stres

20



P33 ridi osud bunky

Moznosti:

= indukce apoptozy

= zastaveni bunééného cyklu
= zahajeni opravy DNA

= diferenciace bunék

ucinky dany jeho schopnosti ménit expresi svych cilovych genu

21



Geneticka analyza apoptozy

= identifikace klicovych regulatoru

= vyuziti modelu hlistice Caenorhabditis elegans (Hadatko obecné)

\\\\ -
\ -\\:l\‘\\I\\\\\
.\ AN
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Geneticka analyza apoptozy -

= pomoci specialni optiky (Nomarski) Ize mikroskopii sledovat kazdou
buniku vyvijejiciho se téla C. elegans

= sestaveni mapy puvodu kazdé jednotlivé buriky a sledovani jeji
historie az k oplozenému vajicku

=z 1090 somatickych bunék vytvorenych béhem embryogeneze 131
bunék odumira to mistné a ¢asoveé specificky

= identifikovano 14 genu ovliviiujicich programovanou bunécnou smrt

23




Robert Horvitz

John Sulston

Sydney Brenner

| \ 4
Developing a theme: (from left) Kobert Horvite, Jolm Sulston and Svdoey Brenner have won the 2002
plysiology Nobel for thelr work onthe biology of the nematode Caemarhabditis elegans.

(b}

A FIGURE 23.1 Sereening for C. elegans genes involved in
programmed cell death were observed using Nomarski differ-
ential contrast microscopy. la) Newly hatchad larva carrying a

Nobelova cena 2002




V apoptoticke signalizaci se
uplatnuji tfi skupiny proteinu

= regulatory
= adaptéry
= efektory

Regulator  Adapter Effector
C. elegans Ced-9 —| Ced-4 —> Ced-3 =—3> Death

Vertebrates Bel-2 - Apaf-1 —> Casp9 —> Casp3 —> Death

ced = cell death abnormal mutants

= ced-3 a ced-4 jsou pro-apoptotické
= ced-9 blokuje funkci genu ced-3 a ced-4 (je anti-apoptoticky)
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Geny ced maji své homology

u savcu

= Ced-3 patfi do rodiny proteaz, zvanych kaspazy
= kaspazy jsou klicovymi vykonnymi ucastniky apoptozy

= cysteinyl aspartat-specifické prote azy (cystein je pfitomen

v aktivnim misté enzymu; kyselina asparagova je pfitomna

v cilovém misté Stépeneho substratu)
= syntetizovany jako inaktivni zymogeny

— prokaspazy, které se aktivuji
odstépenim inhibicni prodomény

cleavage
sites

procaspase activation

active
caspase

NH2

L r"'lfjl|1l'|,|l\

activation

N by cleavage

3

A 4

COOH A
prodomain

Inactive
procaspase

large
subunit

small
subunit

2T

active
caspase
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Geny ced maji své homology
u savcu

= Ced-4 se podili na aktivaci kaspaz - savCim protéjSkem je Apaf-1
(,apoptotic protease-activating factor 1%)

= Ced-9 patfi do rodiny Bcl-2 regulatort bunééné smrti

C. elegans Mammals
Intraceallular | Bik Flasma
eGL-1| —{[cED8] momtrans |H Bei2 || = = CD95 =Sl

Apaf-1 Fa

2

D

v
.

=

=
Y
(oena

Apoptosis Apoptosis

Apoptosis




Regulatory apoptozy - rodina Bcl-2

= pro- nebo anti-apoptoticka funkce
= lidsky gen rodiny bcl-2 muze funkéné nahradit chybéjici gen ced-9

u C. elegans
= obsahuje strukturné pfibuzné .
. , Bel-2 family
proteiny s doménou BH i g
(BCL-homoIogy) A. Protectors B. Killers
= doména BH je potfebna Bcl-2 Bax  Bik/Nbk
. . ;o Bel-x, Bak Bim
pro meziproteinove interakce Bol-W Bok/Mtd HRK
proteinu Bcl-2 Mcl-1 Bcl-xs Bk
A Bad BmF
Boo/Diva Bid Hrk
C. elegans ced-9 Nix Bmip3
Adenovirus E1B19K Noxa Puma
Epstein-Barr virus BHRF1 Bcl-rambo

C. elegans Egl-1

Cc
JBRA B e B —dBol-2 Bolx

@ Bax, Bak

Bid




Proteiny Bcl-2 a rakovina

regulatory apoptdézy mohou byt nebezpecné
nazev bcl-2 odrazi souvislost s lymfomy B-bunék (B-cell ymphoma)

tento typ rakoviny vznika v dusledku translokace t(14;18), diky které
se gen bcl-2 dostava do intenzivné prepisované oblasti genu
kodujiciho tézky rfetézec imunoglobulinu: hladina Bcl-2 v téchto
burikach proto stoupa, coz je dulezitym faktorem nadorove
transformace

bcl-2 je mozné povazovat za onkogen, ktery ale neindukuje
proliferaci bunék, ale naruSuje rovnovahu mezi zivotem a smrti
bunek

buriky s vysokou expresi bcl-2 jsou odolné k induktorum smrti
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Kaspazy

= po aktivaci degraduji klicové bunécné struktury
= uplatiuji se jako iniciatory i efektory apoptozy
= dosud znamo 13 Clenu rodiny kaspaz, které se déli na iniciacni,

exekucéni a zanétové

L, , , ., GENERAL STRUCTURE
= zanétove kaspazy nemaji
souvislost s apoptozou, Prodomain eath fold
ale indukci zanétlivé reakce | -
(produkci cytokinu, apod.) Solisiai e e
Active site siibssit et
Cleavage site Small SUBUNITS
subunit
Initiator Executioner Inflammatory

caspases caspases caspases




Kaspazy - struktura

= v aktivni formé slozené ze 2 velkych a 2 malych podjednotek

= inaktivni zymogeny obsahuji N-koncovou pro-domenu, za kterou
nasleduje velka a mala doména

= mezi doménami jsou aspartatove zbytky, tj. cile kaspazového

aktivacniho Stépeni, po kterem vznika velka a mala podjednotka,
ktere spolu heterodimerizuji

A. Caspase maturation

Procaspases (zymogens) _T_"' Active enzyme
Frodomain
s

Caspase 8 (an initiator caspase)

| 58
Caspase 3 (an effector caspase)
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Iniciacni kaspazy

kaspazy 2, 8, 9, 10

obsahuji velkou pro-doménu na
N-konci zajistujici interakci s jinymi
proteiny

funguji jako iniciatory procesu
bunécné smrti — aktivuji exekucni
kaspazy

v inaktivni formé maji podobu
monomeru

pfi aktivaci jsou adaptérovymi

Pro-apoptotic stimulus

|

Initiator caspases

849
c00o
NN

Caspase
cascade

molekulami pfevedeny do podoby
dimeru

Inactive Caspase

)

Active Caspase

INACTIVE

Adaptor 4
protein

Initiator [
caspase =

ACTIVE

(Initiator
caspases are
activated upon

\dimerization )

Wl
-
7 \

( Activated dimer)
cleaves and
activates
executioner

| procaspases )

Executioner




Exekucni kaspazy

kaspazy 3, 6, 7

obsahuji malou pro-doménu na N-konci

= aktivuji se Stépenim iniciacnimi kaspazami,
nasledkem je zpfistupnéni aktivniho mista

= nejsou schopné autoaktivace

= Stépi rlzné substraty, které pfimo zpusobuji
morfologické a biochemické zmeény v burnkach

» N fri"f -
!

(@

0 @

- Il ¢ 4
Apoptoticka B = &
teliska = &3

Fagocytujici : it
bunka a_—
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Cile kaspazoveéeho stepeni

= kaspazy jsou selektivni enzymy, Stépi jen omezené spektrum
jadernych a cytoplazmatickych proteinu

= Stépeno je nékolik strukturnich proteind a mnoho proteind
zapojenych do bunécénych signalizaci (napf. kinaz)

= kinazy maji ¢asto autoregulaéni domeény, diky kterym se zapinaji
nebo vypinaji podle potfeby; tyto domény jsou kaspazami
odstranény: vysledkem jsou konstitutivné aktivni/inaktivni kinazy,
které aktivuji pro-apoptotické procesy




Substraty exekucnich kaspaz

FAK (focal adhesion kinase): kinaza nutna pro adhezi bunék
k matrix nebo okolnim bunkam (ztrata aktivity pfi apoptoze)

laminin na vnit Fnim povrchu jaderné membrany (kondenzace
chromatinu a pykndza jadra)

aktin, plektin, vimentin, gelsolin  (intermediarni filamenta): kolaps
cytoskeletu a tvorba vychlipenin plazmatické membrany: tvorba
apoptotickych télisek

inhibitor kaspazou-aktivované DNAazy (ICAD)  uvolfiuje DNazu
CAD (caspase-activated DNase), ktera pak fragmentuje DNA
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Uéinky kaspazy 3

= efektor apoptotické signalizace

= Stépi rtzné bunécné proteiny

= aktivuje specifickou DNazu (CAD — ,caspase-activated DNase")
= v bunkéach je CAD v komplexu se svym inhibitorem ICAD

= kaspaza 3 v apoptotickych bunkach stépi ICAD a umoznuje tak CAD
Stépit DNA mezi nukleozomy

DNA fragmentation by CAD during apoptosis

ICAD
CAD ICAD £ Wb
Yﬁ_ﬁ-’ \, J|}"::-\..'
ICAD = TN
i, ._.-".

4% CADmRNA ; v

-/ CAD
activation of caspases DMNA fragmentation

f

apoptotic stimuli




Jak jsou kaspazy aktivovany?

specifickymi induktory:
= vnitfnimi podnéty: abnormalitami ve struktufe DNA

= vnéjSimi podnéty: absenci rustovych faktoru, pritomnosti
specifickych cytokinu (TNF, ligand Fas)

apoptdézovymi signalnimi drahami:
= vnitfni drahou zavislou na mitochondriich
= vnéjSi drahou nezavislou na mitochondriich
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Dve signalni drahy apoptozy:

vnitrni a vnejsi

Stress EXTRINSIC
DMA Damage PATHWAY

Chemotherapy Death * o
ands

Y it Receptors .

,..‘..i."i..'.i.g'.-"" -

......'..-".I‘-ii".*." "".I....‘

APOPTOZA AN ERN

" (11
Lanne
pae

INTRINSIC
vnitfni draha vnéjsi draha PATHIAS

mitochondrie

cytochrom c receptory smrti : Caspase 8
kaspazy kaspazy e
bunecna smrt bunééna smrt

Pro-Caspase 9 @ = 7
—_— R aspase-
.._.___....-" W,
Caspase-3 Caspase-3

Apoplosome { 'L ‘L

APOPTOSIS




EXTRINSIC '
DEATH RECEPTOR
PATHWAY
s - ” I Y 4 ” ' >
ighaini drahy |

apoptozy A
Adaptor ﬁ

protein

Caspase-8 Apoptosis—

vazbou ligandu smrti na prislusne / lsr:g;;gng
, , Bcl-2 famil
membranove receptory Execut.oner% 6 Bima Bax/,;ak

N

Pro- INTRINSIC
, vivs .. ﬁ caspase-8 MITOCHONDRIAL
= receptorova (vnejsi) se aktivuje ﬁ % g; PATHWAY

procaspase

?|

[Caspase 8 cleaves andJ

activates executioner
procaspases

= mitochondrialni (vnitfni) se
. . v . Executioner o s .
ceopdses @ @ g @ cytochrome C
aktv|\_/vulje zmenou p_grrr,\eablllty , %% 2 o
vnejSi mitochondrialni membrany 1 "6 pro-

? g caspase-9
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Apoptosis




Vnitrni (mitochondrialni) draha

= hlavnim elementem jsou mitochondrie a cytochrom ¢ obsazeny v prostoru mezi
vNEjSi a vnitfni membranou

= translokace cytochromu c do cytozolu je kritickou udalosti drahy

FoF, complexes

Apoptotic signals

Intermembrane Cristae
space
. Outer Cristae junctions
/ : membrane
@ De-phosphorylation Inner
25 / membrane

release of Bad

Caspase
Cascade

Figure 12-6a
Molecular Cell Biology, Sixth Edition 40
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Cytochrom c

= bézné pfitomen v prostoru mezi vnitfni a vnéjSi membranou mitochondrie,
podil na transportu elektront pfi oxidativni fosforylaci

= permeabilizovanou vnéjSi mit. membranou |
difunduje z mezimembranoveého prostoru do ____ APOPTOSOME
cytozolu :

= vaze se na Apaf-1 (,apoptotic protease
activating factor*)
= Apaf-1 méni konformaci-umoznéni vazby dATP
= vazbou dATP se konformace Apaf-1 dale
meéni - obnazeni oligomerizaéni domeény
= 7 molekul Apaf-1 se spojuje-vznika apoptozom
= apoptozom vaze iniciacni prokaspazu 9
= molekuly prokaspazy 9 se v apoptozomu

dostavaji dot ésné blizkosti, coz vede k jejich
aktivaci

= kaspaza 9 aktivuje exekucni kaspazy 3a 7

* (Upon MOMP, cytochrome
| cis released into the
cytosol

@ Cytochrome c

Cytochrome ¢
.APAF 1| binds APAF-1

( APAF-1 changes i
conformation and
exposes its oligomeri-

zation domain
W T =T

Seven activated APAF-1
molecules bind to each
other to form the

apoptosome
APOPTOSOME

[APAF-1 molecules expose]

J

their CARD domains,
a | which bind to the CARDs

caspase-9

Procaspase-9 is activated
by induced proximity

activates executioner
caspases, leading to
apoptosis

(=
Executioner §

Caspase-9 cleaves and
caspases '§,

Apoptosis




Apoptozom

cytochrom ¢ uvolnény z mitochondrii do
cytozolu se vaze na Apaf-1

Apaf-1/cytochrom c diky dATP méni
konformaci a oligomerizuje (,apoptozom®)

apoptozom vaze a aktivuje prokaspazu 9

aktivovana kaspaza 9 aktivuje dalSi kaspazy
zodpovidajici za apoptotickou smrt bunky
(kaspazy 3 nebo 7)

Caspase Activation

&

Apaf-1
@ Cytochromec

Conformational Change

CARD (caspase
recruitment domain)

dATP-dependent
oligomerization through
CARD-CARD interaction

Grs

Apoptosome Complex

Recrunement of
Procaspase -9

2

Activation of caspase-9
on apoptosome complex

Activation of caspase-3 or -7



Co rozhoduje o uvolneni
cytochromu c?

= proteiny rodiny Bcl-2

= pomér anti-apoptotickych (,pro-survival“) a pro-apoptotickych
vzajemné heterodimerizujicich proteinu rozhoduje a propustnosti
mitochondrialni membrany pro cytochrom c

7 )

Bax Bcl-2
Bak Bcl-X,
BOK Bcl-W
BIM MCL-1
BID Bcl-B
BAD + viral homologs

NOXA

PUMA

\-
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Proteiny Bcl-2 tvori dimery

Antiapoptotic Mammalian
BH4 BH3 BHI BH2 T
v . e , — - E—2 = -_n— BL_-:J
= prostrednictvim domény BH T = e
homodimerizuji nebo = e
heterodimerizuji - e
— == -— . b —E— B2L13

=

=
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= homodimery Bax indukuji
apoptozu

Bcl-2 tvofi s proteinem Bax
heterodimery, ¢imz jeho pro-
apoptotickou aktivitu inhibuji

pomeéry faktoru ,pro-death”
a ,pro-survival® rodiny Bcl-2
rozhoduji o smrti bunék
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Rodina Bcl-2

= pro-apoptotické signaly zpusobuji depolarizaci vnéjSi mitochondrialni
membrany a sestaveni takovych dimerua z proteinu rodiny Bcl-2, které
usnadnuji prenos cytochromu ¢ membranou do cytozolu, kde se
spojuje s dalSimi proteiny a spousti kaskadu reakci vedouci k
apoptoze

= anti-apoptotické signaly vedou k sestavovani takovych komplexu
rodiny Bcl-2, které uvolnéni cytochromu ¢ mimo mitochondrie
neumoznuji

DEATH
P

Caspases
Bad |ug.ncir "
Bik ] Sensitizers o

Bid )4 o
Bim] Activators
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Vnejsi (receptorova) draha

= aktivovana vnéjsimi (,death®) ligandy . [Death —— b;nds]_' _
. . o , . to a trimer of death| =
= registrace ligandu povrchovymi receptory _ lreceptors .
Fas a TRAIL (rodin receptort TNF) Trimer of —J| ptors cluster i}
. . vr o4 death Adaptor proteins bind with)
= receptory po aktivaci tvori trimery receptors their DD to the DD of the
. o . v . , receptor DED of initiator procaspase
= dva nebo tfi trimery se prostrfednictvim inds DED of the mspess

b

ligandd propojuji

= nitrobunééné domény téchto receptord
se tim aktivuji — jsou schopny interakce
s dalsSimi proteiny — napf. adaptérovym
proteinem FADD

= FADD je nasledné schopen interakce
S monomery prokaspazy 8 a stimulace -
jejich dimerizace - E;icaust;%ggg ,

= dimeriace aktivuje kaspazu 8, ktera tak . (3, -6, 700 " (Active caspase-8
muze aktivovat exekucni kaspazy . [ s]

~

BE” | procaspase-8 results
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Receptory smrti

: transmembranové proteiny
schopné vyvolat apoptozu

FAS DR4 DR5

LX)
9%

: napojuji se na vnitrni i
kaspazovou signalizaci

procaspase 8 (
(procaspase 10) \'

\09:(&«;8

l (caspase 10)

caspase cascade

!
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Apoptoza a p53

= posSkozeni DNA, nedostatek rustovych faktort a dalSi stresové podnéty mohou
indukovat apoptézu pomoci proteinu p53

P53

= aktivuje expresi bax, ktery
koduje pro-apoptoticky protein
uvolAujici cytochrom c
z mitochondrii (aktivace kaspaz)

= posiluje expresi receptoru Fas

= blokuje anti-apoptotickou drahu
fizenou |GF (Insulin-like growth
factor)
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Metody detekce apoptozy

Zmeéeny v plazmatické membrané

= translokace fosfatidylserinu z vnitfni
do vnéjSi vrstvy — znak rané apoptozy

= detekce proteinem Annexin V, ktery
se k fosfatidylserinu vaze

= oznaceni Annexinu V fluoreskujici
znackou - detekce fluorescencni
mikroskopii nebo prutokovou
cytometrii

= nekroticke bunky mohou poskytovat
faleSnou pozitivitu diky poskozeni
membran - Ize eliminovat sou€asnym
barvenim DNA (napf. propidium
jodidem — ,double-staining®)

Phospholipid

B Fhesphatidylserin
a

@ Annexin
with a green fluorescent label
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Metody detekce apoptozy

Zmeény v mitochondrialni membrané

= snizeny membranovy potencial — znak rané apoptdzy

= |ze detekovat sondou TMRE (tetrametylrodamin, etyl ester), coz je barvivo,
které pronika do bunék a vaze se na mitochondrie

= U mitochondrii v apoptotickych bunkach se snizenym membranovym
potencialem je vazebna schopnost TMRE snizena
= obvykla detekce — prutokovou cytometrii

= |ze stanovit i uvolnéné mitochondrialni proteiny (napf. cytochrom c)

200

Control
+ FCCP

GO0
1

FCCP indukuje permeabilizaci
mitochondrialni membrany

400
1

Count

200
1

= —

wd 1l wt W
TMRE

ool i 4
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Metody detekce apoptozy

Zmeény v cytoplazmé

= aktivace kaspaz

= detekce pomoci specifickych kaspazovych substratu, napr. PARP nebo
cytokeratin

= detekce pomoci protilatek zamérenych na epitopy, které se obnazuji po
Stépeni kaspazami nebo pfimo degradaci substratu — napf. westernovym
prenosem nebo pratokovou cytometrii

0 100 500 1000 17-AAG (nM) -

— — PARP -

S — Cleaved PARP

Evenis

T - Actin 7

Cleaved PARP (Asp214) 52




Metody detekce apoptozy

Zmeny jadre

= kondenzace chromatinu

= fragmentaci DNA (dvouretézcoveé zlomy mezi nukleozomy) Ize detekovat
gelovou elektroforézou nebo technikou TUNEL

= TUNEL (terminal deoxy-nucleotidyltransferase dUTP nick end labelling) assay

= zlomy DNA jsou oznaceny enzymem TdT, které se pak stanovuiji protilatkami
(imunohistochemicky nebo pratokovou cytometrii)

m

U UL,

TdT afalakae
+ TRITC- ' 0 4
Br-dUTP Anti-BrdU M
-
_* 3;* .lrl;. IL
DNA Strand Breaks Add Br-dUTP to

Antibody Labeled
Break Sites

Due to Apoptosis 3'OHDNAEnds
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Prutokova cytometrie

Co dokaze?

= rozliSit zivé burnky od mrtvych
= zhodnotit miru emitované fluorescence kazdou jednotlivou burikou

= frakcionovat bunky podle ur€itych vlastnosti, které koreluji s mirou
fluorescence

= vyhodnotit vice nez 100 bunék za 1 minutu
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Prutokova cytometrie

Uéel: Studium vlastnosti individualnich bun &k v bun ééné populaci

" mira pfitomnosti uréitych antigenu (napf. sledovani diferenciace
bunék)

= mira pfitomnosti DNA (napf. sledovani bunééného cyklu, apoptozy)

= velikost bunék, pfitomnost granuli v cytoplazmé (uréeni bunécnych
typu ve smésich bunék)

" mozno vyuzit k frakcionaci bunék dle urcitych vlastnosti
(FACS - Fluorescence-Activated Cell Sorter)
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Prutokova cytometrie

Princip: Pocitacové zpracovani miry emitované fluorescence
jednotlivych bunék

Predpoklad: Mira fluorescence odpovida sledovanému parametru
(antigen, DNA...)

Pojmy:

,Flow cytometry“ - méreni urcité vlastnosti bunék v prubéhu jejich
toku pristrojem

,Flow sorting” (Fluorescence-activated cell sorting FACS) oddélovani
bunék podle jejich vlastnosti zjisténych v prubéhu prutokové
cytometrie
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Prutokova cytometrie

Postup:
= koncentrovana suspenze bunék je opatfena

Sample
(stained celis in suspeEnsion)

fluorescen ¢ni znackou specifickou pro cilovou Sheath g —

—_—

molekulu (pro DNA - propidium jodid, pro protein \
- fluoreskujici protilatka)
" bunéc¢na suspenze je rozdélena na malé N |
kapieky (kazda z nich obsahuje jednu buriku) SRR
= jednotlivé kapi¢ky jsou ozareny laserovym

Fluorescence emitted from
stained cells detected

paprskem - dojde k excitaci fluorescenc¢ni
znacCky a emisi fluorescence

" méreni miry fluorescence pro kazdou buriku
(uréuje miru pfitomnosti cilové molekuly) e

" méreni miry rozptylu svétla pro kazdou buriku
(uréuje miru granulace cytoplazmy, velikost a

l ’ Forward and side scattered
light from all cells detected

|

AYAY IYAYE X TAATE

rd
L

tvar bunky)
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Frakcionace bunéek - FACS

Princip:

" podle miry fluorescence je kazde kapicce
s jednotlivou bunkou udélen
proporcionalni elektricky naboj

= kapi€ky prochazeji prostorem mezi
dvéma elektrodami a dochazi k jejich
frakcionaci podle naboje

Vvhoda:

" buriky nejsou prutokovou cytometrii
posSkozeny - udrzuji si zivotaschopnost

® buniky nejsou kontaminovany - Ize je dale
kultivovat

mmxture of cells 1 ligmd
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Vyuziti prutokové cytometrie
pro analyzu bunecného cykliu

Princip:

= méreni obsahu DNA v jednotlivych
bunkach, ktery se v prabéhu cyklu
periodicky méni

Postup:

= obarveni DNA fluorescencnim
barvivem - propidium jodidem

= méreni miry fluorescence emitované
jednotlivymi burikami

= pocitacové zpracovani dat a grafické
vyhodnoceni

number of cells ———p

cellsin G,
phase

—

cells in G, and
M phases
m

cellsin
S phase

relative amount of DNA per cell
=

(arbitrary units)

60



Vyuziti prutokové cytometrie
pro analyzu fragmentace DNA

Princip:

= bunky se oSetfi 70% etanolem
a poskozenou membranou unika
fragmentovana DNA

= fragmentovana DNA po obarveni
propidium jodidem fluoreskuje
v oblasti subG1)

Count
5r|||:|

Count

l.?l]l]

i P

SubG1

G1

Wi P

[=2

i ——
L
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