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(3) Odolnost k programované bunecné smrti
(4) Neomezeny replikacni potencial
(5) Indukce angiogenese
(6) Aktivace invazivity a metastazovani
(7)

9)

Pritomnost zanétu podporujici nador
Preprogramovani energetickeho metabolismu

(10) Schopnost vyhnout se destrukci imunitnim systémem
(11) Zmeny mikroprostredi nadoru

Hanahan D. and Weinberg R.A., Cell 144 (2011) 646-674




Bunéc¢na smrt a vyvoj nadoru %5

Rychlost rastu tkani je
urcovana na jedné strané
rychlosti bunécného déleni
a na strané druhé rychlosti
bunecné smrti.

Pri homeostaze jsou oba
procesy v rovnovaze.

U nadoru je rovnovaha
mezi bunéCnym délenim a
bunécnou smrti porusena.
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Rudin CM and Thompson CB, (1997) 193-203




Apoptoza a nekroza

Nekréza:

» tyka se skupiny postizenych bunék

« vyvolana nefyziologickym poskozenim (virova infekce, hypotermie,
hypoxie, metabolické jedy, ..)

« fagocytdza makrofagy

* vyznamna zanetliva reakce

Apoptoéza - programovana bunécna smrt:

« postihuje jednotlivé bunky

« indukovana i fyziologickymi stimuly (nedostatek rastovych faktoru,
zmény hormonalnich hladin, ..)

« fagocytdza okolnich bunék nebo makrofagy

« zadna zanétliva reakce

« narozdil od nekrézy je popsano mnoho prikladu fyziologické
apoptozy




Nekroza

Morfologické znaky: zaCina bobtnanim cytoplasmy a mitochondrii a koncCi
uplnou lyzi, netvori se vesikly, rozpadaji se organely, ztrata integrity
bunécné membrany

Biochemické znaky: ztrata regulace homeostaze, pasivni proces
nevyzadujici energii (bézi i ve 4°C), nahodila degradace DNA, postlyticka
fragmentace DNA (= pozdni udalost béhem nekrozy)
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Apoptoza

Morfologické znaky: kondenzace burky a jadra, vychlipky membrényl
(,blebs®), kondenzace chromatinu, fragmentace jadra a rozpad buriky na
apoptoticka teliska, membrana neztraci svou integritu, ..

Biochemické znaky: prisné regulovany, aktivni proces vyzadujici energii
(nebézi pfi 4°C), nenahodila fragmentace DNA (zebrik na ELFO),
uvoliovani specifickych faktoru z mitochondrii do cytoplasmy, aktivace
kaskad kaspaz, ..

Apoptosis

mitochondrial morphology intact membfaﬂes
preserved

nuciear changes apoptotic bodies

normal condensation (Cell blebbing) [ fragmentation ’ secondary necrosis




Bunky prochazejici apoptézou

mysi fibroblast

A. v pfitomnosti séra B. v nepritomnosti séra

HelLa bunka 24 hod po
pridani aktinomycinu D

Zornig M, Baum W, et al. (2000) 19-40




Dalsi formy bunecné smrti

Nekroptéza

« programovana nekroza indukovana externimi stimuly (ligandy)
prostfednictvim proteind RIP-1/RIP-3, je-li znemoznéna apoptdza, napf.
inhibici kaspazy-8

Autofagie

« degradacni draha, pri niz jsou poskozené organely nebo nevyuzivané
proteiny degradovany v autofagosomech za uvolnéni energie

Aponekroza

« nedochazi k dokoncCeni apoptozy, v koneCnych stadiich se objevuji znamky
nekrozy; klicovy je pravdépodobne intracelularni obsah ATP: neni-li ATP k
dispozici, je zanik buiky dokoncen formou nekrézy

Paraptéza
* napadna tvorba vakuol a nabobtnani mitochondrii; nesouvisi s apoptézou



Apoptoza je fyziologicky
proces

Bunécna smrt se v mnohobunéfném organismu objevuje behem
celého vyvoje. Je soucCasti embryogeneze a organogeneze napr.:

* hormonalné regulovana involuce ,pulCiho® ocasu béhem vyvoje
« odumirani neuronu béhem vytvareni CNS
« odumirani bunék béhem tvorby koncetin,...

Apoptdza v dospélém organismu je soucasti fyziologickych procesu a
odstranuje skodlivé bunky, napr.:

* negativni selekce autoreaktivnich lymfocytu
« smrt bunek napadenych virem
* bunky s poskozenou DNA




Regulace apoptozy u hlista
Caenorhabditis elegans

 Bob Horvitz
* Nobel prize 2002

» hadatko obecné

« zcela prahledné télo

131 z 1090 somatickych bunek umira behem vyvoje apoptozou
« prumérna délka zivota 20 dni



Zmeny v regulaci apoptozy
jsou patologickeé

ZvysSena apoptdza
« syndrom ziskané imunodeficience AIDS (CD4* T-burky)

* neurodegenerativni nemoci (Alzheimerova, Parkinsonova
nemoc, Huntingtonova choroba)

* myelodysplasticky syndrom (hypercelularni dren, periferni
cytopenie)

* néekteré autoimunitni nemoci

« spinalni svalova atrofie, roztrousena skleroza,...

NedostateCna apoptoza

* nadory, MDS,...

« néektera autoimunitni onemocnéni
* virové infekce




Regulace apoptozy u hlista
Caenrohabditis elegans

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

Pro apoptozu C. elegans jsou klicové 3 proteiny:

« CED-3 je kaspaza - cysteinova proteaza; existuje ve formé
zymogenu - neaktivniho proenzymu, ktery je aktivovan ,by self-
cleavage”.

« CED-4 se vaze na CED-3 a iniciuje jeho aktivaci
« CED-9 se vaze na CED-4 a zabranuje tak aktivaci CED-3
Normalne tvori CED-9, CED-4 a CED-3 neaktivni komplex.

Apoptdza je stimulovana disociaci CED-9 a naslednou aktivaci
CED-3.



Regulace apoptozy u
Caenorhabditis elegans

Living cells

Condemned cells

CED-9 CED-4 proCED-3
(inactive)

Oligomerization

- 2
: {
[> . o CED-3
processing CED-3
(active)

U bunék urCenych k apoptoze protein EGL-1 odstrani z komplexu
CED-4/CED-3/CED-9 protein CED-9, zbyly komplex oligomerizuje a

nasledné se aktivuje CED-3.

Hengartner M, Science 281 (1998) 1298-1299




Regulace apoptozy v bunkach
obratlovcu

V burikach obratlovcu se vyvinuly celé rodiny genu, které ale
odpovidaji genum bunécné smrti C. elegans.

« Kaspazy jsou podobné CED-3.

« Jediny dosud znamy homolog CED-4 je Apaf-1.

* Proteiny z rodiny Bel-2 jsou homologni CED-9, s tim rozdilem,
ze néktere proteiny z rodiny Bcl-2 jsou antiapoptoticke, jiné jsou
ale proapoptoticke.



Regulace apoptozy

Apoptoticka masinerie je drzena pod kontrolou i diky signalim

preziti, které prichazeji z vnéjsiho prostredi, a diky vnitrnim
signalum, které monitoruji bunéénou integritu.

Apoptdza je indukovana, kdyz napfiklad:

burika ztrati kontakt s vnéjSim prostredim (anoikis)

bunka je neopravitelné poskozena

bunka simultanné dostava signaly indukujici bunécné déleni a
apoptozu

bunka dostava signaly smrti (smrtici signaly)



Regulace a prubéh apoptézy

VnejSi cesta receptorova: vazbou ligandu na pfislusny receptor smrti
vznika proapoptoticky signal. Ten vede k aktivaci domény smrti za
kooperace dalSich proteinu. Cilem je aktivace prokaspazy 8.

Vnitfni cesta: signalizaci (napf. pfes p53) je zahajen apoptoticky déj,
jehoz slozkou je system Bcl-2/Bax, signalizace pres mitochondrie,
tvorba komplexu nazyvaneho apoptozém a cilem je aktivace
prokaspazy 9.




Regulace a prubéh apoptézy

1. Signalizace pres receptory
2. Vnitfni signalizace (mitochondrie)
3. Efektory apoptozy
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prokaspaza-9 4
A prokaspaza-8 Apaf-1,
CYTOPLAZMATICKA ) kaspaza—8 e e
MEMBRANA
\ gkaspéza»Q
efektorové kaspézy!
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Receptory smrti

Jsou povrchove receptory, které prenaseji proapoptoticke signaly
indukované ligandy smrti.

Mohou aktivovat kaspazy béhem sekund po vazbé ligandu a
zpusobit odstranéni buriky béhem nékolika hodin.

Patri do superrodiny receptoru TNF (tumor necrosis factor):

- maji podobnou strukturu extracelularni domény (bohatou na
cystein)

- obsahuji homologni cytoplasmatickou doménu smrti, ktera jim
umoznuje primo interagovat s apoptotickym aparatem



Receptory smrti a jejich
ligandy

Fas (CD95, Apol) - FasL, CD95L
TNFR1 (p55, CD120a) - TNF, lymphotoxin

DR3 (Apo3, WSL-1, TRAMP, LARD) - Apo3L (TWEAK)
DR4 - Apo2L (TRAIL)
DR5 (Apo2, TRAIL-R2, TRICK 2, KILLER) - Apo2L (TRAIL)

DR6 (TNFRSF21) - ? N-APP

/IEDAR (ectodysplasmin A receptor); NGFR (nerve growth factor
receptor)/



Fas/CD95 - FasL/CD95L

CD95L je homotrimer - vazZe se na t¥i receptory CD95 - a zpusobuje
jejich klastrovani - na tuto strukturu se vaze adaptorovy protein
FADD (Fas-associated death domain) a prostfednictvim vlastni
domény smrti interaguje s podobnou doménou na kaspaze 8, ktera
je touto interakci indukovana k aktivaci seberoz$tépenim a muze
dale aktivovat dalsi kaspazy, napr. kaspazu-3, -7,.. (amplifikace).

Exprese Fas v mnoha bunkach, exprese FasL vice omezena, teémér
vyluéné na aktivované T lymfocyty a NK bunky.

Fyziologicka apoptdza:
« perifernich aktivovanych T-bunék na zavér imunitni odpovedi

« odstranéni napf. virem infikovanych nebo nadorovych bunék T-
bunkami nebo NK bunkami




Caspase 8

v

Effector
caspases

v

Apoptosis

Apoptoticka
signalizace
receptorem CD95

DD - death domain
DED - death effector domain

Ashkenazi A and Dixit VM, Science 281 (1998) 1305-1308




Regulace receptoru smrti:
decoy receptory

kompetuji s funkénim receptorem o vazbu ligandu — ,vychytavaji*
ligand (decoy = navnada vs. decay = rozklad, rozpad), napfriklad:

DcR3 (,decoy receptor 3%): vaze ligand FasL, a tim blokuje jeho
vazbu k funkénimu receptoru Fas

DcR1 (TRID, TRAIL-R3, LIT) - ma podobnou strukturu jako DR4 a
DRSY5, ale zcela postrada cytoplazmatickou cast; maji glycosyl-
fosfatydilinositolovou skupinu, kterou jsou prichyceny na
membranu

DcR2 (TRAIL-R4, TRUNDD) - ma zkracenou cytoplazmatickou
cast o kritické aminokyseliny nutné k vyvolani odpovedi, tj. k
preneseni signalu



DalSi zpusob regulace receptoru
smrti: decoy recepto

Apo2L/TRAIL

|

Ashkenazi A and Dixit VM, Science 281 (1998) 1305-1308




Regulace receptoru smrti:
c-FLIP

antiapoptoticky protein ¢FLIP (,FLICE-like inhibitory protein®; FLICE
— ,FADD-like ICE" - puvodni oznaceni pro kaspazu 8): strukturné
podobny kaspaze-8 (obsahuje DED doménul/y), ale bez
enzymaticke aktivity — vaze se na FADD a znemoziuje vazbu
prokaspazy-8 (a -10)

nékolik isoforem s odliSnymi funkcemi

zasahuje i do regulace programované nekroptdzy a autofagie

zvySena exprese c-FLIP nalezena u mnoha nadoru (napf. CRC, ca
mocoveho méchyre, Cipku, nékteré lymfomy, ca jater,..); asto
spojeno s horsi prognozou




Regulace receptoru smrti:
c-FLIP

TRAILIApo -2L m

DcR1 0 “ !/ DcR2

DR% @

Mitochondria

Procaspase -8 B Procaspase-10

M 8' l Caspase-10

Apoptosome/ Caspases-3,-6,-7 \

Caspase-9 APOPTOSIS

Safa A.R. Exp Oncol 34(3): 176-184, 2012




Fas/FasL brzdi kancerogenezi

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

= Signalizace Fas/FasL je nadorové supresivni.

Fas/FasL a nadory

» mutace receptoru Fas

» snizena exprese receptoru Fas

» amplifikace genu pro DcR3 u nékterych nadoru plic a kolorektalnich
karcinomu




TNFR1 - TNF

TNF je produkovan hlavné aktivovanymi makrofagy a T-bunkami
jako odpovéd na infekci.

Aktivace TNFR1 vede jednak k zanétlive odpovédi organismu
(aktivaci NF-xB a AP-1), u nékterych bunécénych typu k
apoptoze. Na rozdil od CD95, TNFR1 nevyvolava apoptozu,

pokud neni blokovana syntéza proteint (— existence proteinu
blokujicich apoptozu).

Po vazbe TNF receptor TNFR1 tvori trimery a dochazi tak k
asociaci jejich domén smrti. Na né se vaze adaptorovy protein
TRADD (,TNFR associated DD"), ktery funguje jako platforma
pro vazbu dalSich proteint - TRAF2 a RIP, které stimuluji
aktivaci transkripénich faktord NF-xB a AP-1.

Ke komplexu TNFR1-TRADD se muZze vazat adaptor FADD,
ktery potom aktivuje kaspazu-8.



DR3 - Apo3L

Receptor DR3 je velice podobny TNFR1, po stimulaci aktivuje NF-
kB pfes TRADD, TRAF2 a RIP a indukuje apoptozu pres
TRADD, FADD a kaspazu-8.

Funkcneé jsou DR3 a TNFR1 velmi podobné, ale zasadné se liSi
expresi svou a svych ligandu:

* TNF je exprimovan hlavné u aktivovanych makrofagu a
lymfocytu, zatimco Apo3L je konstitutivné exprimovan témér ve
vSech tkanich.

 Naopak TNFR1 je exprimovan obecné ve vsech tkanich,
zatimco DR3 je pritomen hlavne ve slezine, thymu a v periferni
krvi a je indukovan aktivovanymi T-bunkami.
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Nekroptoza

nekroza indukovana externimi stimuly (ligandy) prostrfednictvim
receptort smrti, je-li znemoznéna apoptdza, napf. pusobenim
inhibitort kaspazy-8

proces je requlovany, ale morfologicky shodné znaky s
neregulovanou nekrotickou bunécnou smrti

klicovym hracem regulace je kinaza RIP1 (receptor-interacting
protein 1)



Nekroptoza
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Current Opinion in Cell Biology

Christofferson DE and Yuan J, Curr Opin Cell Biol 22 (2010) 263-268




Inhibitor apoptoézy c-FLIP
inhibuje | nekroptozu

Cellular Stress Signals

l
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Safa A.R. J Carcinog Mutagen Suppl. 6, 2013




Receptory smrti: DISC

TNFR1
FAS DR4 DRS5

A%
(A

N

po vazbé ligandu
cytoplasmaticke Casti téchto
receptoru - prostfednictvim
FADD nebo TRADD*
domén — vytvareji DISC
(,death-inducing signalig
complex”: ligand-receptor-

ocaspases A @ ﬂ. \ adaptor), ktery St&pi
{procaspase 10) - 2§ ® prokaspazu 8 na aktivni
~ i / ) kaspazu 8
caspase

l (caspase 10)
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* FADD — spojeno primarné s indukci apoptozy;
m TRADD - primarné indukce zanétlivé odpovédi

AshkenaziA, Nat Rev Cancer 2 (2002) 420-431




Receptory smrti a jejich ligandy £%53

/

« CD95 (Fas, Apol) - CD95L, FASL — primarné stimulace apoptozy

« TNFR1 (p55, CD120a) - TNF, lymphotoxin - primarne stimulace
zanetu

« DR3 (Apo3, WSL-1, TRAMP, LARD) - Apo3L (TWEAK) - primarne
stimulace zanétu

« DR4 - Apo2L (TRAIL) - primarné stimulace apoptozy

 DR5 (Apo2, TRAIL-R2, TRICK 2, KILLER) - Apo2L (TRAIL) —
primarné stimulace apoptozy

« DR6 (TNFRSF21)- ? N-APP - uloha zatim nejasna



Vyuziti receptoru smrti k indukci
apoptozy nadorovych bunek

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

Proti:
« silné vedlejSi u€inky pusobeni CD95L a TNF - Sok pfipominajici
septicky Sok (indukce zanétlivych odpovédil!!)



Uloha mitochondrii v apoptéze 7#&L:3
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Mitochondrie hraji kliCovou ulohu v regulaci bunécéné smrti.

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

Pro prabéh apoptdzy je klicové vytvoreni apoptozému, proteinového
komplexu, ktery je nutny k aktivaci iniciaCni kaspazy. Apoptozom je
tvofen cytochromem C, Apaf-1 a prokaspazou-9. Kritické pro
vytvoreni apoptozému je uvolnéni cytochromu C z mitochondrii.




Uloha mitochondrii v apoptéze

Z mitochondrii uvolnény i dalSi pro-apoptoticke faktory:

cytochrom ¢

AIF (apoptosis-inducing factor)

Smac (second mitochondria-derived activator of caspase)
DIABLO (direct inhibitor of apoptosis-binding protein with low pl)
Omi/HtrA2 (high temperature requirement protein A)

endonukleaza G
nékteré prokaspazy (-2, -3, -9)

VvV VVYVVYV V¥V



> 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 (Cervena). Toto
kolo pfitahuje prokaspazu 9,
ktera se vaze do stredu/osy
kola (modra) a je aktivovana
na kaspazu 9

Weinberg R.A.: The Biology of Cancer. Garland Science 2007




Uloha mitochondrii v apoptéze

Cytochrom C je v mitochondriich
ulozen mezi vnéjsi a vnitrni
mitochondrialni membranou.

Weinberg RA. The Biology of Cancer. Garland Science 2007




Regulace permeability
mitochondrialni membrany

Bylo popsano mnoho molekul, které ovlivauji permeabilitu
mitochondrialni membrany - mitochondrie tak funguji jako integratory
(pro- a anti-) apoptotickych signalu.

Predevsim proteiny z rodiny Bel-2*. Je to rodina (asi 25) proteinu
strukturou a funkci homologni s proteinem CED-9. Nékteré proteiny z
rodiny Bcl-2 maji antiapoptotickou funkci: Bel-2, Bel-X, , Bel-W, nékteré
proapoptotickou funkci: Bax, Bak, Bid, Bim.

*BCL2 (,B-cell ymphoma gene-2“) byl prvni apoptoticky gen objeveny v savéich
burikach (1988) diky své roli v maligni preméné B-bunék - tak také poprve
popsana nova tfida proto-onkogenu: ne aktivatory bunééné proliferace, ale blok
bunecné smrti.

t(14;18) — FL

(nalezeni homologie Bcl-2 a CED9 = ,Aha! moment®)



Mitochondrie jako integratory

apoptotickych signalu

Phosphatases:
calcineurin,
PP1o

Kinases:
Akt/PKB
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Brenner C and Kroemer G, Science 289 (2000) 1150-1151




Struktura proteinu Bcl-2

Pro vSechny proteiny rodiny Bcl-2 je typicka konzervovana sekvence
oznacovana jako Bcl-2 homologni motiv. Kazdy Clen rodiny
obsahuje alespon jednu tuto sekvenci ze Ctyr: BH1 az BH4.

VétSina anti-apoptotickych ¢lent obsahuje BH1 a BH2, proteiny
nejvice podobné Bcl-2 obsahuji vSechny Etyfi.

Pro-apoptotické proteiny tvori dve podrodiny: jedna (napf. Bax, Bak,
Bok) je blizce pribuzna Bcl-2 a obsahuje BH1, BH2 a BH3, druha je
vzdalené pribuzna (napf. Bik, Blk), obsahuje jen BH3 a pfedstavuje
spiSe funkéni analog proteinu EGL-1 (oznaCuji se nékdy jako BH3
faktory).

BH3 je nezbytna pro funkci pro-apoptotickych proteinu.




Struktura anti-apoptotickych
proteinu Bcl-2
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Struktura pro-apoptotickych
proteinu Bcl-2
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Adams JM and Cory S, Science 281 (1998) 1322-1326




Proteinova rodina Bcl-2
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Cory S and Adams JM, Nat Rev Cancer 2 (2002) 647-656




Vyznam multiplicity pro-
apoptotickych proteinu

genotoxic
damage, death
hypoxia cytokine anoikis, receptors,
depnvatlon uv Granzyme B

7 Ruzné fyziologicke
- stresy/signaly funguiji

p53 (J Ca2* flux,
r0|d : : taxol, UV

: prostiednictvim rlznych
e @ ’ ’ proapoptotickych proteinu, které
maji za ukol antagonizovat anti-

L L L_,Llf’ J apoptoticky protein Bcl-2

activated — — — — — — — -

caspases
Weinberg RA. The Biology of Cancer. Garland Science 2007




y»ooucinnost“ pro- a anti-
apoptotickych proteinu

pro-survival . 4w :
B Kazdy Clen rodiny

ytotic Bcl-2 lpro:apoptotic. |03 sv(j vlastni
Bim ——{ Bcl-X; Bad soubor
Puma Bclw antagonistickych
tBid —— proteinu. V centru
| Mcl-1 Y stoji anti-apoptotické
A1 proteiny Bcl-2, Bcl-X|,
1 | Bcl-w a Mcl-1.

pro-apoptotic  Bax | Bak-
!

Proteiny Bax a Bak — pokud nejsou ,neutralizovany” vazbou
,opozi¢nich® proteinu, indukuji apoptézu otevienim mitochondrialnich

vnéjSich kanald.
Weinberg RA. The Biology of Cancer. Garland Science 2007




Struktura proteinu Bcl-2

Proteiny z rodiny Bcl-2 mohou tvorit heterodimery a titrovat,
ovlivhovat navzajem svuj ucinek: jejich vzajemné koncentrace tak
mohou fungovat jako apoptoticky reostat.

Sekvence BH1, BH2 a BH3 ovliviuji schopnost dimerizovat.

Heterodimerizace neni nezbytna pro anti-apoptotické proteiny.

U pro-apoptotickych proteint je heterodimerizace nezbytna pro
BH3-only faktory,

ale postradatelna pro proteiny typu Bax.




Model regulace Apatf-1
proteiny Bcl-2
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« Anti-apoptoticky protein (Bcl-X, ) zabranuje Apaf-1 aktivovat prokaspazu-9.

» Pro-apoptoticky protein (Bik) muze byt stimulovan k interakci s timto
proteinem a tak zrusit tuto inhibici apoptozy.

Adams JM and Cory S, Science 281 (1998) 1322-1326




Proteiny Bcl-2 a nadory

Potencialné jsou anti-apoptotické proteiny onkogenni:

» bel-2 v translokacich spojenych s folikularnimi lymfomy a difuznimi
velkobunéCnymi lymfomy a CLL

« Nepfima ucCast v kancerogenezi: Myb, Ras,.. indukuji expresi bcl-
2. Exprese bcl-2 zvySena napf. u myeloidnich leukémii, nadoru
zaludku.

Pro-apoptotické proteiny jsou potencialnimi nadorovymi supresory:
* bax je mutovan u nékterych nadoru traviciho traktu (Lynchav
syndrom!) a nékterych leukémii

« exprese bax (a dalSich) redukovana u nadoru s mutaci TP53




Apoptotickeé drahy u hlista a
savci bunky

C. elegans Mammals
Intracellular | Bik |
membrane ; f_ = S
—_—r— e ¢
CED-4 Apaf-1 FADD

v v v
ceds.

Apoptosis Apoptosis

KliCové rozdily apoptotické masSinerie nematod a savcu: cytochrom C,
proteiny IAP = savCi apoptdza je komplexnéjsi

Adams JM and Cory S, Science 281 (1998) 1322-1326




Signaly preziti (X signaly smrti)

« Neékteré cytokiny maji povahu signalu preziti (nikoli mitotickych

signalua!).
* IGF-I (,insuline-like growth factor®)
 tyrosin protein kinazovy receptor
« funguje jako heterotetramer (2 podjednotky a a B)
« signal je prenasen pres PI3K a vede k:

Lo

MAPK

Miteg enesis &
Differentiation

R

< m i
(LY —
|

Mitogenesis & Survival

\" M- Cell cell achesion &

Motibty

Transformation

bunécné proliferaci, inhibici
apoptozy (pripadne indukci
diferenciace);

muZze indukovat maligni
transformaci, reguluje
mezibunecné interakce a pohyb
bunék.

Hartog H et al, Eur J Cancer 43 (2007) 1895-1904




Anoikis

Veétsina bunek potrebuje byt prichycena k extracelularni matrix
(ECM), aby mohla prezit (,anchorage dependent cell survival®).
Tuto vazbu zprostfedkovavaji integriny.

Bunka, ktera ztrati kontakt s ECM, zahaji apoptozu - tzv. anoikis
(z rectiny - bezdomovectvi).

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

Vazba integrinl K ECM neni o prostém prichyceni, ale hlavné o
ziskavani nutnych signalu preziti.



Uloha proteinti RGD v
apoptoze

a Bunky prisedaji k ECM
- vazbou integrind.
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:
@ b Pridani solubilnich RGD
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o * ?& * Nagmrs Apoptosis
Y A Vazbou integrin( k ECM
Das o o)) ziskava bunka signaly k
preziti.

Ruoslahti E and Reed J, Nature 397 (1999) 479-480




Anoikis

Na zprostfedkovani ,anchorage-dependent cell
survival® se podili FAK.

FAK je jednim z cilu kaspaz béhem apoptdzy.

Signalizace FAK je pravdépodobnée
zprostredkovana PI3K, a to bud primou interakci
FAK s podjednotkou p85 nebo aktivaci Ras a
naslednou aktivaci PI3K.

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

Akt/PKB

ATP’ | *ADP

| Ly

© £ N

GSK-38 HIF-1a Bad

| |

proliferation angiogenesis apoptosis




Kaspazy - efektory apoptozy

Rodina cysteinovych proteaz, které maji specifitu k aspartatove
kyseliné na substratu (,cysteine aspartyl-specific proteases”).

Analogy proteinu CED-3. Prvni savCi popsana kaspaza: ICE*
(,interleukin-1B-converting enzyme”) - kaspaza-1

Jsou hlavnimi vykonavateli finalni exekucni faze apoptozy.

Jsou konstitutivné pritomny v cytosolu bunek, a to ve forme
jednoretézcoveého proenzymu jako prokaspazy.

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

ICE nema prokazatelnou ulohu v apoptéze, ale byla to prvni identifikovana
proteaza celé rodiny proteint, které maji ulohu v apoptdéze a zanétu.



Aktivace kaspaz

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

Prokaspazy jsou aktivovany dvojim proteolytickym stépenim:

« Molekula prokaspazy je rozStépena na dveé podjednotky - menSi a
vetsi. aktivace

 Je odstépena N-terminalni proteolytickym Stipanim
domeéna.

« Podjednotky vytvori tetramer
(2+2 podjednotky) ,
se dvema aktivnimi misty. neaktivni

aktivni
proteéza proteaza
proenzym) ncaktivni
protenovy
fragment

Alberts B et al: Zaklady bunéc¢né biologie. Espero Publishing 1998




Ve specifité jsou mezi kaspazami rozdily - maji odliSné funkce.

« VSechny prokaspazy jsou aktivovany Stepenim v miste, které je
konsensus sekvenci* pro kaspazy.

= Kaspazy jsou aktivované autokatalyticky nebo enzymy s podobnou

specifitou.

« Béhem apoptdzy funguiji jako iniciatory (2, 8, 9, 10), kdy iniciuji
fetézec - kaskadu udalosti jako odpoved na proapoptotickeé signaly,
a jako efektory (3, 6 a 7), kdy se podileji na odstranéni bunky
(degradaci proteinu).

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



Struktura a funkce kaspaz

Sequence Function B
homology
'apoptosls other
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1" inflammation
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S inflammation c
(—— 2 initiator/effector? Precursor Active enzyme
. 9 initiator

8 initiator prodomain largo small

6 effector -
— 3 effector Asplx Aqux '.
e 7 effector low high
e— 10 initiator? Sequence homology among caspases eetatyﬁc sites

Thornberry NA and Lazebnik Y, Science 281 (1998) 1312-1316




Regulace kaspaz

Kaspazy jsou v neaktivni formé konstitutivné pritomné v bunce:
= jejich aktivitu lze rychle indukovat
= jejich regulace musi byt velmi efektivni

1. Aktivace iniciaCnich kaspaz - predevsim kaspazy-8 a kaspazy-9 (2,
10)
2. Aktivace efektorovych kaspaz (3, 6, 7)

« RuUzné iniciacni kaspazy zprostredkovavaji rizné signaly (receptory
smrti - kaspaza-8, cytotoxické latky - kaspaza-9), ale spoustéji stejné
nasledné efektorové kaspazy. Tak je vysvétleno, jak rizné
apoptotickeé signaly vedou ke stejnym biochemickym a
morfologickym zménam.

» Proapoptotické signaly kulminuji aktivaci iniciaCnich kaspaz, které
potom nasledné aktivuji efektorové kaspazy - kaskadovy model.




Ruzné apoptotické signaly maji
stejny vysledek
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Kaspazy funguji v aktivacni
kaskade
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Alberts B et al: Zaklady bunécné biologie. Espero Publishing 1998




Aktivace iniciacnich kaspaz

Kaspazy jsou regulovany pomoci

jak aktivatord, tak inhibitorg. (A prospoptotic aignal
Apoptoticke signaly iniciuji tfi

drahy: BB i oot 0 i Sﬂ
1. Aktivaci kofaktoru “initiator pro-caspase
* uvolnéni cytochromu C, Cofactors Inhibitors

tvorba komplexu s APAF-1,.. s @ 1 (S
« aktivace FADD, .. | R? ? -
2. Modifikace prokaspazy '\ Sfleon protpase) I—)
* napf. pfemisténi prokaspazy-8 R *‘ Y

kK receptorovemu komplexu,.. LPnes i :
3. Inaktivace inhibitoru () Rggg}ggi’” P,

 FLIP, ARC, IAP.,...

Thornberry NA and Lazebnik Y, Science 281 (1998) 1312-1316




Inhibitory kaspaz IAPs

+ (c-FLIP)

* Inhibitors of Apoptosis Proteins

» skupina strukturné i funkéné pribuznych proteint — obsahuiji
doménu BIR (Baculovirus IAP Repeat)

« alespon 8 ruznych IAPs u Clovéka: - napf. NAIP (BIRC1) Survivin
(BIRCS), XIAP (BIRC4), clAP1 (BIRC2), clAP2 (BIRC3), Apollon
(BIRCS6), Livin (BIRC7)...

» vazi se na kaspazy prostrednictvim domény BIR a blokuiji jejich
aktivitu nebo indukuiji jejich degradaci

» U nékterych nadoru je napf. zvySena exprese Survivinu.




Inhibitory inhibitoru:
pro-apoptotickeé proteiny

» Naopak proteiny

DIABLO/Smac (direct inhibitor
of apoptosis-binding protein
with low pl/ second
mitochondria-derived activator
of caspase), Omi/HtrA2 (high
temperature requirement
protein A) se mohou vazat na
proteiny IAP a inhibovat jejich
pusobeni. Ovlivauji tak citlivost
bunék k apoptotickym
signalum.

Wong RSY, J Exp Clin Cancer Res 30 (2011) 87
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Regulace apoptozy: IAP a
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Ukoly kaspaz

. Inaktivace inhibitoru apoptézy, napr.:

Inaktivace I°AP, ktery je inhibitorem CAD - nukleazy, ktera je
odpovédna za fragmentaci DNA.

Inaktivace Bel-2 - pravdépodobné je tak nejen inhibovan

Inhibitor apoptdzy, ale produkovan i fragment, ktery potencuje
apoptozu (amplifikace!).

. Desintegrace bunéénych struktur, napfr.:

Destrukce jaderné laminy - struktura pod jadernou membranou,
ktera se podili na kondenzaci chromatinu.



Ukoly kaspaz

. Inaktivace nékterych proteinu
(separovanim regulacni a
katalytické podjednotky),
ucCastnicich se:

regulace cytoskeletu (FAK, kinaza
PAK2,..)

replikace DNA
oprav DNA
sestrihu mRNA, ..

. U&ast kaspaz a dalsich
,2apoptotickych® molekul - naptr.
FADD - v regulaci bunécného
cyklu!

regulatory domain

Deregulation of protein activity

catalytic domain

[ | - Caspase cleavage site |

Thornberry NA and Lazebnik Y, Science 281 (1998) 1312-1316




Poskozeni apoptézy u nadoru

poskozeni receptorové drahy: (i) snizena exprese receptort smrti
(napf. Fas); (ii) snizena exprese signalt smrti (napf. FasL); (iii)
zvySena exprese decoy receptoru

poruseni rovnovahy proteinu rodiny Bcl-2: (i) zvySena exprese
antiapoptotickych proteint (nap¥. up-regulace bcl-2
chromozomalni translokaci t(14;18) ve folikularnich lymfomech);
(i) snizena exprese proapoptotickych proteinu

poSkozeni funkce p53 (regulace apo mechanismem transaktivace
bax a dalSich genu a pfimou regulaci mitochondrii)

snizeni exprese kaspaz

zvySeni exprese inhibitort apoptézy (napf. survivinu a dalSich
|APS)

zvySeni exprese faktoru preziti (napr. IGF-1, IGF-2)



Poskozeni apoptézy u nadoru
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Wong RSY, J Exp Clin Cancer Res 30 (2011) 87
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Anti-apoptoticke
strategie nadoru

Nadory pouzivaji nejraznéjsi
strategie, jak zmensit Sanci
na vstup do apoptozy. Bud
snizuji hladinu/aktivitu
proapoptotickych (modre)
proteind, nebo zvySuji
hladinu/aktivitu
antiapoptotickych
(Cervenohnédé) proteind.



Aktivace apoptozy nadorovym
supresorem p53
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p53 aktivuje apoptdzu nékolika
signalnimi drahami:

1. T Transaktivuje fas (na povrchu
bunky se tak vystavuje receptor Fas a
burika se stava citlivou k plsobeni
FasL, ktery maze byt pfitomen v
extrabunéCném prostoru.

2. T Indukuje expresi IGFBP-3 (IGF-
binding protein-3) a jeho uvolfiovani do
extracelularniho prostoru, kde vaze
IGF-1R. Bez vazby IGFBP-3 se na
receptor IGF-1 vaze IGF-1 a to vede k
uvolnéni anti-apoptotickych signalt v
bunice, které inaktivuji Bad, kaspazu-9
a IKB.

3. T Indukuje expresi bax, coz vede k
uvolnéni cytochromu C z mitochondrii.

4. | Inaktivuje n&které anti-apoptotické
faktory, napf. Smac/DIABLO.




Aktivace apoptoézy nadorovym
supresorem ps53
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Inhibitory apoptozy

+ c-FLIP
* IAPs

- NF-KB
» stimuluje pfezivani, bunéény rust, metastaticky potencial,...



Autofagie

Fyziologicky program autofagie vede k degradaci bunecnych
organel (napf. ribozomu, mitochondrii), coz umoziuje vyuzit
vysledné katabolity k biosyntéze a metabolismu energie. To
stimuluje preziti v podminkach stresu a hladovéni, nedostatku.
Intracelularni vacky — autofagozomy — pohlcuji organely a fuzuji s
lysozomy, nasledné probiha degradace.

Normalné bézi jen na bazalni urovni, ale muze byt vyrazné
stimulovana stresem a nedostatkem zivin.

Zrejmeé propojeni regulace autofagie, apoptdzy a bunécné
homeostaze. Signalni sit zahrnuje PI3-K, AKT, mTOR.
Specifickym regulatorem autofagie je Beclin-1, ktery patfi mezi
BH3-only proteiny.



Autofagie

« Indukce autofagie muze slouzit jako bariéra proti vyvoji nadoru a
muZze fungovat nezavisle na apoptoze, ale také v kooperaci s
apoptozou. Mozna tak predstavuje dalsi nezavislou barieru proti
nadordm.

« Hladoveni, radioterapie, nektere cytotoxicke leky mohou
stimulovat autofagii, ktera ma zretelné cytoprotektivni uc€inky u
nadorovych bunék. Mze spiSe umoznovat jejich poskozeni nez
primo zniceni.

« Tezce stresované bunky se mohou diky autofagii zmensit a
vstoupit do stavu prechodné dormance, coz umozni preziti a
pozdéjsi (po odeznéni ucinku terapie) dalSi rast a vyvo.

= ,dvousecna zbran® (double-edged sword) autofagie pfi modulaci
nadoru



Autofagie moduluje preziti a
regeneraci hadorovych bunek

odstranéni
stresu
MCCR l
_,’ — 1Y
autofagie » dormance— regenerace
Ter'aple 1
nddoru

kancerogeneze

MCCR —minimal cells capable of recovery

White E and DiPaola RS, Clin Cancer Res 15 (2009) 5308-5316




Inhibitor apoptozy c-FLIP
inhibuje autofagii

Cell Proliferation

Autophagy

Phagophore  Autophagosome

Cell Survival

« c-FLIP inhibuje autofagii pfrimou interakci se slozkami autofagové

masinerie

Safa A.R. J Carcinog Mutagen Suppl. 6, 2013




Terapie nadoru zacilena na
apoptozu

1. rodina proteinu Bel-2: inhibice proteinu Bcl-2 (antisense
oligonukleotidy, nizkomolekularni inhibitory)

2. protein p53 (genova terapie, malé molekuly obnovujici funkéni
konformaci proteinu, p53 vakciny, ...)

3. inhibitory IAPs (SIRNA; antisense oligonukleotidy, ...)

4. samotné kaspazy: nizkomolekularni aktivatory, napr. apoptotin,
genova terapie,...)

vs. receptory smrti (indukce zanétu!) a ¢-FLIP (pfrilis velka podobnost
s kaspazou-8 — inhibitory by inhibovaly také kaspazu-8)



