APOPTOZA
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Stati Rekové: apoptosis ... podzimni opadavani listii ze stromi
CEEEWTT A WL TR e T

John FR. Kerr, A. Curie a A. Wylie, 1972:

termin apoptosa poprvé pouZit pro ,,pfirozenou bunéénou smrt*
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Nekroza vs. Apoptoza

engulfed dead cell phagacytic cell
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Programovana bunécna smrt (apoptoza)

* Nezbytna soucdst Zivota
* Regulace druhu a poctu bun¢k béhem vyvoje i pozdéji

¢ Eliminace abnormélnich, nefunkénich nebo nebezpeénych buné¢k, napt.
infikovanych, s poskozenou DNA, nadmérné produkujicich kyslikové radikaly

¢ Eliminace ,homeless* bunék které zabloudily do cizi tkané
¢ Eliminace lymfocytl reagujicich proti vlastni tkéni,
¢ Eliminace naddorov¢ zvrhlych bun¢k

* Program vyZzadujici genovou expresi, proteosyntézu a ATP.

{4) (B)
1 mm

€995 GARLAND FUBLIZHING




Apoptotické signalni drahy
Konstitutivné ptitomné v kazdé buiice

Nedostatek signdlti pro preziti
. / (... ,,sebevrazda”)
Aktivace

V duasledku vnéjsiho
proapoptotického stimulu
(... ,vrazda”)

Burika reaguje na souhrn signali:
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Ontogenese nervového systému
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Iniciacni faze
(vznik apoptogenniho signélu)

l

Propagacni faze
(aktivace efektorovych a regulacnich molekul apoptdzy)

|

Efektorovd faze
(fragmentace strukturnich proteint buniky, fragmentace
genomové DNA, vznik apoptotickych télisek,
“EAT ME” signdly pro fagocytézu)

|

Fagocytarni faze

Kaspazy (Cysteine ASpartate ProteASES)

* Vlastni vykonavatelé apoptotické smrti

* Protedzy s cysteinem v aktivnim misté

* Specificky $tépi cilové proteiny vZdy za urcitou
asparagovou kyselinou

* V kazdé bunice pritomné jako zymogeny (prokaspazy)

Clovék:
Kaspézy tcastnici se zanétu: kaspaza 1 (ICE), 4, 5
Kaspézy tcastnici se apoptosy:

iniciatorové kaspazy: 2, 8, 9, 10

efektorové kaspézy: 3, 6, 7




Kaspazy (Cysteine ASpartate ProteASES)

* Vlastni vykonavatelé apoptotické smrti

* Protedzy s cysteinem v aktivnim misté

» Specificky $tépi cilové proteiny vZdy za urcitou
asparagovou kyselinou

* V kazdé buiice piitomné jako zymogeny (prokaspazy)

D- x (CMC site) D x (CAC site)
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Aktivace kaspaz
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* Proteolyza
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Nature 407 (2000) 770-776.




Iniciacni faze
(vznik apoptogenniho signélu)

Propagacni faze
(aktivace efektorovych a regulacnich molekul apoptdzy)

Efektorovd faze
(fragmentace strukturnich proteint buniky, fragmentace
genomové DNA, vznik apoptotickych télisek,
“EAT ME” signdly pro fagocytézu)

Fagocytarni faze

Vnéjsi cesta:
Dréha receptoru smrti
(Death Receptor Pathway)
Vnitini cesta:
Mitochondridlni aktivace
apoptosy
Efektorové kaspazy

SN




Draha receptoru smrti

killer lymphocyte

—death domain
SpRor \ death effector

domain

a
death effector
domain i

procaspase-8 or 10

_ _— = ——————» apoptotic target cell
ASSEMBLY ACTIVATION AND
OF DISC CLEAVAGE OF
PROCASPASE-8, -10,
OR BOTH
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FADD: Fas-associated death domain

DISC: death-inducing signaling complex

Kdyz bunky nechtéji zemifit:

* Decoy receptory: vazba ligandu jako receptory smrti,
ale chybi intracelularni doména smrti

* FLIPP protein: vypada jako inicidtorova kaspdza ale
nema proteolytickou doménu

* IAPs (Inhibitors of apoptosis): proteiny které vazi a
blokuji kaspazy, ptivodné nalezené ve virech.
Nastavuji prah aktivace proteolytické kaskady.

— ... proti nim ale ptsobi anti-IAPs (pt. Smac/Diablo)




Uloha mitochondrii v bunééné smrti

e Uvolnéni proapoptotickych faktorii z
intermembranového prostoru:
e cytochrom ¢
» AIF (apoptosis inducing factor)
e Smac/Diablo (inhibitor IAPS)
* prokaspazy
e NaruSeni bunécné energetiky a produkce
ATP (uvolnéni cytochromu c, depolarizace)

e Nadprodukce kyslikovych radikalt

Apoptosom |

CARD domain
[ ] >
(Y ) .

release of

cytochrome ¢ activation of = assembly of recruitment and
Vi Apaf1 by apoptosome triggered . activation of
cytochrome ¢ by release of dADP procaspase-9
and hydrolysis of in exchange for
bound dATP to dADP dATP (or ATP)

caspase-9 cleaves and
thereby activates
executioner procaspases

(8)

space
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\
mitochondrion

Apoptosom = Apaf-1 + dATP + cytochrom ¢ + prokaspédza 9
Apaf-1: apoptotic protease activating factor-1

CARD: caspase recruitment domain




Mechanismus uvolnéni
cytochromu ¢ z mitochondrie ?

RN

MPT proapoptotické proteiny Bcl
l rodiny (Bak, Bax)

zbobtnani matrix

l translokace do mito a
tvorba kandlti ve vné&jsi

ruptura vngjsi membrané
membrany

Mitochondrial Permeability
Transition Pore (MPT)

e Otevieni “megakanalu” ve vnitini
mitochondrialni membrané

e Propustnost pro vSechny molekuly < 1500 Da

» Kolaps potencidlu vnitini membrany,
vyrovndni protonového gradientu a rozptrazeni
nebo inhibice respirace

e /bobtnani mitochondrie




Otevieni “megakanalu” (MPT)

 Spousti: matrix Ca*
e Stimuluji:
* Oxidanty
* Depolarizace
* Anorganicky fosfét
e Inhibuji:
* Protony (nizké pH matrix)
* Magnesiové ionty
* ATP a ADP
* Cyklosporin A

Funkce MPT:

» Fyziologické (reversibilni) otevieni MPT:
— Energeticky vyhodny eflux Ca?* z mitochondrie?

— Kalciova signalizace:
Uvolnéni Ca** indukované kalciem

....mitochondrie jako “Ca?* signalling storing memory
device”

e Patologické (ireversibilni):
— Bunécnd smrt (nekrdza a apoptdza)
— Sebevrazda starych mitochondrii?

— Mechanismus jak jsou staré mitochondrie
oznaceny pro autofagii ?
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Mechanismus uvolnéni
cytochromu ¢ z mitochondrie ?

MPT proapoptotické proteiny Bcl

l rodiny (Bak, Bax)

l

zbobtnani matrix

l translokace do mito a
tvorba kandlti ve vné&jsi

ruptura vng&j${ membréané

membrany

Bcl proteiny

Rodina >10 proteinti, prototypicky clen: Bcl-2
(B-cell lymphoma... onkogen)

1-4 BH domény... homo/hetero-oligomerizace

C-termindlni hydrofobni dsek ... lokalizace do membran (vné&jsi
mito, jaderna m., ER)

Schopnost agregovat a tvofit kandly v membranach
(A) anti-apoptotic

Bcl2 protein
(e.g., Bcl2, Bdl-X,)

BH4 BH3 BH1 BH2

(B) pro-apoptotic
BH123 protein
(e.g., Bax, Bak)

(C) pro-apoptotic
BH3-only protein
(e.g., Bad, Bim, - .

Bid, Puma, Noxa) L ]
Bcl2 protein

© GARLAND PUBLISHING
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Uvolnéni cytochromu ¢ z
mitochondrie:

MOMP
(Mitochondrial Outer Membrane
Permeabilisation)

spiSe nez MPT ?

Apoptoticky signdl, stress, poSkozeni buriky atd.

l

MPT Bax, Bak translokace
7 (MPT reversib.,
dalsi zdroje energie)
l ATP MOMP
t ATP
NEKROZA APOPTOZA
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apoptosom

Bcl proteiny

* (A) anti-apoptotické (Bcl2, Bcl-X; ): 4 BH domény, vyvazuji a
inhibuji proapoptotické Bcl proteiny

* (B) proapoptotické BH123 (Bax, Bak): 3 BH domény, agreguj,
oligomery tvoii v membrandch kandlky

e (C) proapoptotické BH3 proteiny (Bid, Puma, Noxa atd.): jen 1
BH doména, hlavné inhibitory antiapoptotickych Bcl proteint

(A) anti-apoptotic

(e.g., Bcl2, Bal-X,) *

-

L

BH3-only protein

Bid, Puma, Noxa) L ]

Bcl2 protein
© GARLAND PUBLISHING




BH3 proteiny propojuji apoptozu s
jinymi signdlnimi drahama:
» Nedostatek vnéjSich signdll pro preziti:
— JNK kinédza indukuje expresi BH3 proteinu Bim

e Poskozeni DNA:

— p53 protein indukuje expresi BH3 proteint
Puma a Noxa

» BH3 protein Bid spojuje vnéjsi a vnitini
signalni drahu apoptozy

i Smac/DIABLO (Direct IAP-binding
’/ protein with low pl)

Nature 407 (2000) 770-776.

Apoptotic substrates
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-----

(vznik apoptogenniho signélu)

l

Propagacni faze
(aktivace efektorovych a regulacnich molekul apoptdzy)

|

Fagocytéarni faze

Cilové proteiny kaspaz

* Vysoce selektivni limitované St€peni souboru
>100 cilovych buné¢nych proteini, napt:
— Cytoskeletalni proteiny (fodrin, gelsolin)
— Jaderné laminy
— Proteiny mezibunécnych spoja
— ICAD (inhibitor CAD, caspase-activated DNAse)
... vysledkem je aktivace CAD

16



DNA laddering
MM AN VNN PN NI

“beads-on-a-string”
form of chromatin

30-nm chromatin
fiber of packed
nucleosomes

section of
chromosome in an
extended form

condenged section
of chromosome

entire
mitatic
chramosome

1400 nm

MET Rl MOLECULE HAS BEEN
PACKAGED INTO & MITOTIC CHROMOSOME THAT
15 50,000% SHORTER THAN ITS EXTENDED LENGTH

1995 GARLAND PUBLISHING

BioTechniques 33:734-736 (2002)

Priklad ,,EAT ME signalu:
fosfatidylserin

Zdrava buiika udrzuje asymetrickou distribuci fosfolipida
(enzym flippaza):

fosfatidylcholin
EXTRACELLULAR SPACE sfingomyelin

0

CYTOSOL

\ fosfatidylethanolamin

fosfatidylserin
© GARLAND PUBLISHING

Pti apoptose je fosfatidylserin redistribuovan do vnéjsi vrstvy
bunétné membrany (enzym skrambldza) ... signdl pro fagocytosu
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Signalni drahy zavislé na proteolyze

* Proteolytickd modifikace mliZe byt pfepinac
funkce proteinu - vzdy irreverzibilni
* Ne jen bunécnd smrt, ale i riist a vyvoj tkani
 ...regulovani proteolyza aktivuje latentni
reguldtory genové exprese, napr.:
— Notch/Delta
— Wnt/B-catenin
— NF-kappaB

Notch/Delta signalizace

» Signalizace zavisld na pfimém kontaktu

* Interakce Notch-Delta reguluje bunécnou
diferenciaci (lateralni inhibice)

membrane-bound receptor
inhibitory signal protein
protein (Delta) (Notch)

o o)
...
@0 "*‘*
@

nerve ceII \
unspecified developing from inhibited
epithelial cells epithelial cell epithelial cell
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Notch/Delta signalizace

Vazba Notch-Delta

l

Extraceluldrn{ Stépeni

Notch , internalizace

do buriky exprimujici
protein Delta

‘ Notch

GOLGI
LUMEN

CYTOSOL

Golgi
Dalsi §tépeni zbytku membrane
Notch uvnitf CLEAVAGER]
IN GOLGI

membrany

Cytoplasmatickd cast
Notch migruje do jadra a
aktivuje transkripci

36 EGF-like
domains

signaling cell CYTOSOL
plasma
membrane

ENDOCYTOSIS

9 EGF-like
domains

target cell
plasma

<@ ' . membrane

TRANSPORT N TODE NOTCHTAIL
ENDOCYTOSIS OF DELTA-  CLEAVAGE AT

TOPLASMA  NQTCH-FRAGMENT COMPLEX, SITE3 MIGRATES

MEMBRANE AND CLEAVAGE AT SITE 2 TO NUCLEUS

— S—

PROTEIN COMPLEX CONTAINING
NOTCH TAIL ACTIVATES
Rbpsuh GENE TRANSCRIPTION
protein () other gene regulatory proteins

DNA ﬂ=§

Notch-responsive F

elementin .
target gene

Figure 15-76 Molecular Biology of the Cell 5/ (© Garland Science 2008)

Wnt/B-katenin signalizace

(A) WITHOUT Wnt SIGNAL

LRP
Frizzled

CYTOSOL

inactive
‘ Dishevelled

active GSK3

active CK1
axin

B-catenin

PHOSPHORYLATED @ A Y,

APC: uslgﬁfﬁ;fx;gl;smb e
Adenomatous i
polyposis coli roudes
e
DNA
Wnt TARGET GENES OFF

NN
P - .— stable
unstable
N

(B) WITH Wnt SIGNAL

activated ~ Wnt
LRP activated Frizzled

B-catenin

UNPHOSPHORYLATED
B-CATENIN ACCUMULATES,
MIGRATES TO NUCLEUS,
DISPLACES GROUCHO AND
ASSOCIATES WITH COACTIVATOR

Groucho
) —
2
LEF1/—‘: XX A
Tor pna  Bunééné
\ déleni

Figure 15-77 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)
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NF-kappaB signalizace

TNF-o. TNF-a L1
lonizing receptor |

l IL-1 receptor
radiation
S" Exterior

Unknown 1 n/ 3] Cytosol

mechanism @ ﬁ..
W, 5o G a b
il

-xB Sequestered
kinase NF-«xB Free NF-kB

A e

S Proteasomal

degradation
of I-kBo

a
/ N
Nuclear-

Induces transcription «— localization
of target genes signals
Nucleus obr.: Lodish et al.: Molecular Cell
Biology, 5. vyd., W.H.Freeman &
Co., N.Y. 2004.

Patogeneze chorob jako

dysregulace apoptozy
f)

* Neurodegenerace, ischemie, AIDS: bunky
umiraji kdyz nemaji...

e Autoimunita, nddory: neumiraji bunky,
které by mély...
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Néadorové bunky 7iji z glykolyzy (Warburgiiv
fenomén) a mitochondrie ,,vypinaji* ....

O

Dichloracetat: Cl
OH

Cl

inhibice PDH kinasy — aktivace PDH
— aktivace mito respirace a produkce oxidanti
— aktivace apoptotického programu
— a nadorové bunky hynou ...

(Bonnet S et al.Cancer Cell. 2007 Jan;11(1):37-51).

,»amurai law of biology:
It 1s better to die than to be wrong*

(V.P. Skulachev)
Mitoptosis: program eliminace mitochondrii
(= MPT)
Apoptosis: program buné¢né smrti

Organoptosis
/“-;\‘
SR

a8 7

- www.butterfly-gifts.com

Fenoptosis:
...Septicky Sok, ischemicka choroba srdecni, voo-doo?




