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Souhrn -

Apoptoza, na rozdil od nekrozy, je specifickym fenoménem konce bunécného Zivota. Tato prace predklada
soucasné poznatky o vzniku a mechanismech apoptézy, nové navrhované déleni apoptozy podle vzniku a
uvaZované mechanismy procesu. Ddle jsou zevrubné popsdny charakteristiky ireverzibility apoptozy. Z niZze
uvedenych mechanismii pak vyplyvaji mozZnosti detekce apoptozy. Nakonec jsou zde prezentovany moznosti
vyuZiti apoptozy v klinické praxi.
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Mechanisms of Apoptosis Development and Possibilities of Its Use in Clinical Practice

Summary

Apoptosis, contrary to necrosis, is a specific phenomenon at the end of a cell-life. This paper presents
current knowledge about apoptosis development and mechanisms, a new categorisation of apoptosis by time
and by type of its development mechanisms. Next, two points of no return for the apoptotic process as well as
the possibilities of detection in experimental work are described. Finally, possibilities for the use of
apoptosis in clinical practice are mentioned.

Key words: Apoptosis; Mechanisms; Detection; Clinical practice.

Souéasny pohled na vznik apoptézy

Apoptdza je ,&ernou dirou” bunééné smrti, kterd
pohlti cokoli, a nic neunikne skrz jeji biochemicky
horizont.

Jsou znamy dva druhy buné&né smrti - apoptéza
a nekréza. Apoptdza je v protikladu k nekroze orga-
nizovanym a ,,naprogramovanym“ druhem buné&né
smrti, ktery se vyskytuje v prib&hu organogeneze,
po plsobeni $kodlivych zevnich vlivii apod. Pokud
takovy zevni vliv nezpiisobi nekrézu butiky a bu-

né¢né kompartmenty jsou natolik poSkozeny, Ze
jejich reparace pfesahuje moznosti opravnych me-
chanismi, je spusténa kaskada mechanismi, kterou
nazyvame apoptdza. Termin apoptéza plivodné pou-
ze popisoval morfologické zmény, ke kterym v da-
ném piipadé dochazi (14).

V priibéhu apoptdézy se buiika fragmentuje, cy-
toplazma se ,,drobi“ do jednotlivych vakuol, endo-
plazmatickeé retikulum se vakuolizuje, chromatin je
Sté€pen a kondenzovan podél jaderné membrany. V
kone&ném stadiu se jadro a zbytek buitky formuji
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lOkamzité nastupujici typ Intermedidlnityp Pozdné nastupujici typ

apoptozy (T<0,5 h) apoptozy (0,5 h<T<4 h) apoptozy (T>4 h)
Singletovy O,; Toxické latky Fas-liganda (FasL) Poskozeni DNA
[Depolarizace mitochondrialni Fas-receptory Exprese AP-1 pS3
Membrany a nasledné otevieni + +
Poru
/\ Aktivace FADD Nadprodukce FasL

,S“-lokalita »P-lokalita Aktivace prokaspazy 8 Nadprodukce Bax
[Uvolnéni AIF Uvolnéni cytohse Bid  Aktivace kaspazy 3
Aktivace Spole¢né s Apaf-1 aktivuje Fragmentace DNA
prokaspazy 3 prokaspazu 9
[Fragmentace DNA  Aktivace kaspazy 3

Fragmentace DNA

Schéma 1: Rozdéleni mechanismii vzniku apoptozy podle D. E. Godarové (6)

do malych kompaktnich &astic zvanych apoptotic-
ka téliska. Poté mohou byt tato apoptoticka t&liska
pohlcena ,,neprofesiondlnimi“ fagocyty, v ptipadé
plicni tkané jsou to pneumocyty II. typu. Pokud ne-
mohou byt apoptoticka téliska fagocytovana, podlé-
haji tzv. sekundarni nekroze. B&hem sekundarni
nekrézy vznikaji ruptury lyzosomii s néslednym
uvolnénim hydrolytickych enzymt do cytoplazmy
zpusobujicich dal$i destrukci internich komponent
apoptotického té&liska veetn& plazmatické membra-
ny samotné. Pfi sniZeni integrity plazmatické mem-
brany jsou hydrolytické enzymy uvolilovany do
mezibuné&ného prostfedi, kde mohou vyvolat i za-
nétlivou odpovéd s naslednym poSkozenim okolni
tkané.

Plivodné popisny ndzev nezahrnoval biochemic-
ké pochody, protoZe v ¢ase definovéni tohoto ter-
minu nebyly znamy (14).

Dianne E. Godarova (6) z americké FDA na-
vrhla model déleni apoptézy podle kinetiky vzniku
na 3 typy - okamzity, intermedialni a opozdény.

1. OkamZit& nastupujici apoptéza vznika do 30 min
po zadatku piisobeni stimulu. Jedna se zejména
o singletovy kyslik a zevni vlivy generujici vznik
novych superoxidovych radikalt, jako jsou UVALI
zafeni, ionizujicici zafeni a dalsi. Tento okam-
Zit& nastupujici druh apoptézy nevyzaduje zad-
nou produkci proteini mezi dobou pusobeni
zevniho stimulu a aktivaci apoptézy samotné. To
proto, Ze uvedené kyslikové radikily okamzit&
depolarizuji mitochondridlni transmembranovy
potencial a uvolni latky s proapoptotickou akti-
vitou (12, 34). Z prace Godarové vyplyva (7), ze
pfi aktivaci okamZité nastupujici formy apopto-
zy jsou aktivovany i mechanismy ostatnich fo-
rem tohoto druhu bunééné smrti, tj. intermedial-
ni a opoZdéné nastupujici formy apoptdzy.

. Intermedialni typ apoptézy vznika po aktivaci
membranového Fas (CD95/APO-1) receptoru.
Tato forma apoptozy byla popsana po ptlisobeni
stimulii generujicich superoxidové anionty nebo
hydroxylové radikaly (1, 3, 7, 22, 29). Aktivace
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Fas-receptoru zplisobi nasledné prostfednictvim
Fas pfidruZené smrtici domény (Fas Associate
Death Domain - FADD) aktivaci prokaspéazy 8.
Efekt Fas-ligandy navic pifes aktivaci proteini
AP-1 a NF-kB podnécuji tvorbu dal3ich ligand
pro Fas-receptor (13). Jsou popisovany 2 mecha-
nismy uéinku kaspizy 8. Tento enzym budto
piimo natravi efektorovou kaspazu 3 (33), nebo
St&pi Bid-protein, stavebni protein mitochondri-
alnich péri, coZ vede k uvolnéni proapoptotic-
kych stimuli a definitivnimu spusténi apopto-
tického procesu v ¢asovém horizontu mezi 30
minutami a 4 hodinami po za¢atku piisobeni pro-
apoptotického stimulu.

3. Posledni typ apopt6zy, opozdéné vznikajici apop-
t6za, je spousténa na podkladé poskozeni DNA
za vice neZ 4 hodiny po piisobeni zevniho sti-
mulu, jako jsou i ionizujici a ultrafialové zafeni
A,BiC (7,8, 11, 19, 28). Po poskozeni DNA
jsou vytvafeny transkripéni faktory, zejména
AP-1 a p53 (13, 16, 37). Protein AP-1 se v bu-
né¢ném jadfe vaze na Fas-ligandovy promoter,
ktery aktivuje expresi samotné Fas-ligandy, kte-
rd vy$e popsanou cestou (viz intermedidlni typ
apoptdzy) aktivuje Fas-receptor (13). Na druhé
stran&, akumulace p53 vede ke zvySené expresi
proapoptotického Bax-proteinu (26, 30, 32). Bax-
-protein miiZe nasledné otevirat péry v mito-
chondridlni membrané, coZ vede k okamZitému
uvolnéni proapoptotickych faktori popsanych u
okamzité nastupujici formy apoptézy (7, 12).

Stadia rozhodujici ireverzibilitu procesu
apoptdzy

Existuji dvé stadia apoptézy, kterd pokud pro-
b&hnou, stdva se proces bun&né smrti neodvrat-
nym. Prvnim z nich je otevfeni mitochondridlniho
kanalu, megapéru, v ,,S“-lokalité (18), druhym me-
chanismem je otevieni megapéru v tzv. P-misté
mitochondridlniho kanalu - megapéru (12, 20). Tak-
zvané S-misto bylo pojmenovéno podle funkénich
vlastnosti, tj. je senzitivni na hladinu redukovanych
sulfhydryli, lokalita ,,P“ je inhibovana zvySenou
hladinou redukovanych pyrimidinovych nukleotidii,
napi. NADH.

Na zevni strané mitochondridlniho megapdru
jsou lokalizovany benzodiazepinovy receptor a pro-
toporfyrin IX, ktery je jeho ligandou. Dile jsou to
hexokinaza, bcl-2, Bax, Bag-1 a F\-ATPaza (23).

Na vnitini stran€ megapéru se nachazi Cyclophilin
D, apoptézu indukujici faktor (AIF) (18, 34), cyto-
chrom ¢ a mnoho dalSich (7).

Pokud je megap6r otevien v ,,S“-misté, okam-
Zit¢ poklesne transmembranovy potencial a dojde
k uvolnéni AIF do cytoplazmy (18, 34).

Zevni vlivy zplsobujici produkci singletového
kysliku mohou okamZit¢ depolarizovat mitochon-
dridlni transmembranovy potencidl, a zptsobit tak
uvolnéni AIF skrz otevienou ,S“-lokalitu mito-
chondridlniho megapéru (7).

Druhym bodem, odkud neni pro buriku névratu,
je otevieni mitochondridlniho megapéru v ,,P“-loka-
lit&, coZ miiZe byt zplisobeno pfimym udinkem Bax
nebo Bid-proteinil. Posléze dojde k translokaci cy-
tochromu ¢ do cytoplazmy (12, 20). Také superoxi-
dové radikaly, vzniklé na podkladé interakce tkané
se zafenim, mohou otevfit megapor v ,,P“-lokalité
(7). Dal$im mechanismem otevieni mitochondriél-
niho megapéru v ,P“-lokalité je aplikace etanolu,
jehoZ proapoptoticky efekt je jiZ popsén (4, 21, 24,
25). Etanol nejen zvy$uje expresi TNF-a (4), ale
oxidujici alkohol dehydrogenaza zvys$uje nizky pool
pyrimidinovych nukleotidil, které reguluji funk&ni
stav ,,P“-lokality a jejichZ vysoka koncentrace miize
P -misto otevfit (7).

Inhibice viiti otevfeni megapéru v obou zming-
nych lokalitich byla popséna u bcl-2 a bel-x,, pro-
teint (17, 23, 35).

Skrz ,,S“-lokalitu mitochondrialniho megapéru
uvolnény AIF $t&pi prokaspazu 3 na aktivni kas-
pazu 3, kterd je efektorem apoptotického procesu
(18, 23, 35).

Pfes ,,P“-lokalitu megapéru translokovany cyto-
chrom c asociuje s Apaf-1 a aktivuje prokaspézu 9
na aktivni formu, Aktivovand kaspéza 9 pak spous-
ti kaskddu enzymatickych aktivaci zahrnujicich i
aktivaci kaspizy 3 a eventudlnd potencuji tento
proces nast&penim bcl-2, coZ naslednd zptisobi mi-
tochondridlni transmembréinovou depolarizaci (10).

Lze tedy shrnout, Ze je-li jednou uvolnén AIF v
»9 -lokalité nebo cytochrom ¢ v ,P“-misté& a dojde-
-li k jejich pfenosu do cytoplazmy, apoptoticky pro-
ces se stava nezvratnym (6).

Vyutiti mechanismi apoptézy k detekci
apoptotickych buné&k

Biochemické pochody, ke kterym v pribéhu
apopt6zy dochazi, jsou nyni vyuZivany k uréovani
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a kvantifikaci apoptotickych bun&k. Napftiklad pfi
stanoveni procenta vyskytu apoptotickych bun&k
pouZitim priitokového cytometru nebo mikroskopu
jsou mnohdy hojné vyuZivany typické charakte-
ristiky apoptotickych bunék, tj. jejich sniZena ve-
likost a zvySena granularita (5). Apoptotické buii-
ky také exprimuji fosfatidylserinovd rezidua na
zevni strané bunééné membrany, na které se mohou
navazat molekuly annexinu V.

Bylo zjisténo, Ze na priibéhu aktivace apoptoti-
ckého procesu se podili specifické enzymy z ro-
diny cysteinovych protedz - kaspazy. Za uvodni
aktivator kaspazové kaskady je povaZovana kaspa-
za 8, za efektorovy enzym byla uzndna kaspaza 3
(36). Detekce téchto specifickych enzymi je také
jednou z cest pfimého uréovani apoptotickych bu-
nék. Kaspazy, podobné jako je tomu u pfipravova-
né vojenské operace, strategicky ,,vystiihavaji*, mo-
difikuji a destruuji Zivotné dileZité bunéiné kom-
ponenty a molekuly, jako jsou jadernd membrana,
bcl-2, s retinoblastomem asociovany protein (Rb
protein), fokalni adhezivni kindzy, p21-aktivovana
kindza 2, proteinkinidza C-gama, protein fosfatiza
2A, poly(ADP-ribéza) polymeraza (PARP), fodrin,
gelsolin a mnoho dalsich (6, 7, 36). Jejich aktivace
nebo nasledny destruktivni G¢inek mize byt velmi
dobfe detekovatelny pomoci Western blott.

Jednim z uCinkl kaspaz je Stépeni inhibitori
apoptozy a/nebo aktivace endogennich endonukle-
4z, které nasledné $t€pi jadernou DNA. Prvni en-
donukleaza §tépi DNA na useky o velikosti 50-300
kilobazi a druha pak na tuseky o velikosti asi 180
kilobazi, coZz mize byt pfehledné demonstrovano
.Zzebfikovitym* obrazem na elektroforetickych ge-
lech. Lze také vazat znafené nukleotidy na 3° kon-
cich kazdého $tépu DNA pomoci termindlni deoxy-
nukleotidyl transferazy (TUNEL), ¢ehoZ bylo hoj-
né vyuZivano k vizualizaci apoptotickych bunék na
tkatiovych fezech. Pro obtiZnou a nidkladnou me-
todiku provadéni tohoto barveni jsou viak hledany
i jiné cesty. Jednou z nich je imunohistochemicka
detekce specifického fragmentu vzniklého pii Sté-
peni cytokeratinu 18 kaspazou 3, ktera je vSak po-
uzitelna pouze pro epitelidlni (cytokeratin 18 pozi-

tivni) buriky a tkané (27).

Klinické vyuZiti apoptézy

Apoptéza je perspektivnim fenoménem také z
lé¢ebného hlediska. V ptipadé proveditelné fizené

apoptézy (at’ uz jeji aktivace, nebo inhibice) by
bylo mozné pfiznivé ovlivnit riist karcinomu (akti-
vaci apoptézy nadorovych bunék) (6) nebo uchra-
nit dodasné tkané pfed deepitelizaci ¢&i sniZenim
po¢tu funk&nich bunék po intoxikacich, po ozafeni,
v prubéhu zénétlivych procesii aj. prostfednictvim
inhibice apoptézy. Z tohoto hlediska lze apoptézu
povazovat za jev, ktery by mohl byt novym ptino-
sem pro le¢bu mnoha klinicko-patologickych jed-
notek, které doposud nemiiZzeme ovlivnit nebo mu-
Zeme jejich priib&éh modifikovat jen &asteéné.

Experimentélni studie jiZ nyni poskytuji dosta-
tetné spektrum latek, které je moZné pouZit v brz-
ké dobé v in vivo experimentech a nasledné i v
klinickych studiich.

Z hlediska okamzitého spusténi apoptotického
procesu je perspektivni pouZiti nordihydroguaiare-
tové kyseliny (NDGA), ktera in vitro zplsobuje
depolarizaci mitochondrialnich membrin a nasledné
spusténi apoptotického procesu 4 hodiny po podani,
piiCemz aplikace N-acetylcysteinu pfed pouZitim
NDGA velmi vyznamné blokuje proapoptotické
udinky nordihydroguaiaretové kyseliny (2).

Také efekt a interakce 4-aminopyridinu (4-AP),
blokétoru draslikového kanélu, vyZaduji dalsi zkou-
mani. 4-AP svym pusobenim zvy3uje intracelularni
koncentraci vapenatych a hof¢ikovych iontl a na-
poméha depolarizovat membrany. Uginky 4-AP
byly signifikantné utlumeny podanim flufenamové
kyseliny (neselektivniho blokétoru kationtovych ka-
nalt) nebo aplikaci BAPTA (intracelularniho va-
penatého chelatoru), které inhibuji proapoptotické
u¢inky 4-aminopyridinu (15).

In vitro metodami byly popsany i latky se speci-
fickym proapoptotickym u¢inkem pouze proti buii-
kam nadorovych linii, jako jsou alkylované lyzo-
fosfolipidy. Tato skupina latek ma proapoptotické
ucinky proti buiikdm leukemickych linii, nikoli proti
normalnim endotelidlnim burikdm (30). Autofi se
domnivaji, Ze tato t¥ida latek inhibuje mitogeny
aktivovanou proteinkinazu (MAPK) s antiapopto-
tickym efektem, a naopak stimuluje stresem akti-
vovanou proteinkindzu/c-Jun NH,-terminalni kina-
zu (SAPK/JNK), a tudiZ i biochemickou cestu ne-
zbytnou pro vyvolani apoptézy.

Na druhé strané byla zji§téna existence latek s
vyznamnym antiapoptotickym u¢inkem. Z vysled-
ki in vitro experimentu s polypeptidem z-Ala-Ala-
-Asp-cmk (AAD) a tosyl-lysin chloromethyl keto-
nem (TLCK) vyplyva specificky inhibi¢ni u¢inek
proti aktivaci kaspaz a v pfipadé TLCK i inhibice
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produkce p53 a nasledné zabranéni nadprodukci
Bax-proteinu (9), ktery je schopen vyvolat apopto-
ticky proces (12).

10.

11.

12.

13.

14.
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