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Souhrn -
Apoptóza, na rozdíl od nekrózy, je specifickýmfenoménem konce buněčného života. Tato práce předkládá

současné poznatky o vzniku a mechanismech apoptózy, nově navrhované dělení apoptózy podle vzniku a
uvažované mechanismy procesu. Dále jsou zevrubně popsány charakteristiky ireverzibility apoptózy. Z níže
uvedených mechanismů pak vyplývají možnosti detekce apoptózy. Nakonec jsou zde prezentovány možnosti
využití apoptózy 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 ofapoptosis by time
and by type ofits development mechanisms. Next, two points ofno returnfor the apoptotic process as well as
the possibilities of detection in experimental work are described. Finally, possibilities for the use of
apoptosis in clinicalpractice are mentioned.
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Současný pohled na vznik apoptózy

Apoptóza je „černou dírOu“ buněčné Smrti, která
pohltí cokoli, a nic neunikne skrz jeji biochemický
horizont.

Jsou Známy dva druhy buněčné smrti - apoptôza
a nekrôza. Apoptôza je v protikladu k nekróze orga-
nizovaným a „naprogramovaným“ druhem buněčné
smrti, který Se vyskytuje v průběhu organogeneze,
po působení škodlivých Zevních vlivů apod. Pokud
takový zevní vliv nezpůsobí nekrózu buňky a bu-

něčné kompartmenty jsou natolik poškozeny, že
jejich reparace přesahuje možnosti opravných me-
chanismů, je Spuštěna kaskáda mechanismů, kterou
nazýváme apoptóza. Termín apoptóza původně pou-
ze popisoval morfologické Změny, ke kterým v da-
ném případě dochází (14).

V průběhu apoptózy Se buňka fragmentuje, cy-
toplazma se ,,drobi“ do jednotlivých vakuol, endo-
plazmatické retikulum Se vakuolizuje, chromatin je
štěpen a kondenzován podél jaderné membrány. V
konečném Stadiu Se jádro a Zbytek buňky formují
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Schéma 1: Rozdělení mechanismů vzniku apoptózy podle D. E. Godarové (6)

do malých kompaktních částic zvaných apoptotic-
ká tělíska. Poté mohou být tato apoptotická tělíska
pohlcena „neprofesionálními“ fagocyty, v případě
plicní tkáně jsou to pneumocyty II. typu. Pokud ne-
mohou být apoptotická tělíska fagocytována, podlé-
hají tzv. Sekundární nekróze. Během Sekundární
nekrózy vznikají ruptury lyzoSomů S následným _
uvolněním hydrolytických enzymů do cytoplazmy
Způsobujících další destrukci interních komponent
apoptotického tělíska včetně plazmatické membrá-
ny Samotné. Při snížení integrity plazmatické mem-
brány jsou hydrolytické enzymy uvolňovány do
mezibuněčného prostředí, kde mohou vyvolat i Zá-
nětlivou odpověd' s následným poškozením okolní
tkáně.

Původně popisný název nezahmoval biochemie-
ké pochody, protože v čase definování tohoto ter-
mínu nebyly známy (14).

Dianne E. Godarová (6) z americké FDA na-
vrhla model dělení apoptózy podle kinetiky vzniku
na 3 typy - okamžitý, interrnediální a opožděný.

l. Okamžitě nastupující apoptóza vzniká do 30 min
po Začátku působení Stimulu. Jedná Se zejména
o Singletový kyslík a Zevní vlivy generující vznik
nových Superoxidových radikálů, jako jsou UVAl
záření, ionizujícící záření a další. Tento okam-
žitě nastupující druh apoptózy nevyžaduje žád-
nou produkci proteinů mezi dobou působení
zevního Stimulu a aktivaci apoptózy samotné. To
proto, že uvedené kyslíkové radikály okamžitě
depolarizují mitochondriální transmembránový
potenciál a uvolní látky S proapoptotickou akti-
vitou (12, 34). Z práce Godarové vyplývá (7), že
při aktivaci okamžitě nastupující formy apoptó-
zy jsou aktivovány i mechanismy ostatních fo-
rem tohoto druhu buněčné Smrti, tj. intermediál-
ní a opožděně nastupující formy apoptózy.

2. Intermediální typ apoptózy vzniká po aktivaci
membránového Fas (CD95/APO-l) receptoru.
Tato forma apoptôzy byla popsâna po působení
stimulů generujících Superoxidové anionty nebo
hydroxylové radikály (1, 3, 7, 22, 29). Aktivace
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Fas-receptoru způsobí následně prostřednictvím
Fas přidružené smrtící domény (Fas Associate
Death Domain - FADD) aktivaci prokaspázy 8.
Efekt FaS-ligandy navíc přes aktivaci proteinů
AP-l a NF-KB podněcují tvorbu dalších ligand
pro Pas-receptor (13). Jsou popisovány 2 mecha-
nismy účinku kaspázy 8. Tento enzym buďto
přímo natráví efektorovou kaspázu 3 (33), nebo
štěpí Bid-protein, stavební protein mitochondri-
álních pórů, což vede k uvolnění proapoptotic-
kých stimulů a definitivnímu spuštění apopto-
tického procesu v časovém horizontu mezi 30
minutami a 4 hodinami po začátku působení pro-
apoptotického stimulu.

3. Poslední typ apoptózy, opožděně vznikající apop-
tóza, je spouštěna na podkladě poškození DNA
za více než 4 hodiny po působení zevního sti-
mulu, jako jsou i ionizujici a ultrafialové záření
A, B i C (7, 8, ll, 19, 28). Po poškození DNA
jsou vytvářeny transkripční faktory, zejména
AP-l a p53 (13, 16, 37). Protein AP-l se v bu-
něčném jádře váže na FaS-ligandový promoter,
který aktivuje expresi samotné Fas-ligandy, kte-
rá výše popsanou cestou (viz intermediální typ
apoptózy) aktivuje Pas-receptor (13). Na druhé
straně, akumulace p53 vede ke zvýšené expresi
proapoptotického Bax-proteinu (26, 30, 32). Bax-
-protein může následně otevírat póry v mito-
chondriální membráně, což vede k okamžitému
uvolnění proapoptotických faktorů popsaných u
okamžitě nastupující formy apoptózy (7, 12).

Stadia rozhodující íreverzíbilitu procesu
apoptózy

Existují dvě stadia apoptózy, která pokud pro“
běhnou, Stává Se proces buněčné Smrti neodvrat“l
ným. Prvním z nich je otevření mitochondriálního
kanálu, megapóru, v „S“-lokalitě (18), druhým me-
chanismem je otevření megapóru v tzv. P-místě
mitochondriálního kanálu - megapóru (12, 20). Tak-
zvané S-místo bylo pojmenováno podle funkčních
vlastností, tj. je Senzitivní na hladinu redukovaných
sulfhydrylů, lokalita „P“ je inhibována zvýšenou
hladinou redukovaných pyrimidinových nukleotidů,
např. NADH. \

Na zevní Straně mitochondriálního megapóru
jsou lokalizovány benzodiazepinový receptor a pro-
toporfyrin IX, který je jeho ligandou. Dále jsou to
hexokináza, bel-2, Bax, Bag-l a Fı-ATPáza (23).
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Na vnitřní straně megapóru se nachazi Cyclophilin
D, apoptózu indukující faktor (AIF) (18, 34), cyto-
chrom c a mnoho dalších (7).

Pokud je megapór otevřen v „S“-místě, okam-
žitě poklesne transmembránový potenciál a dojde
k uvolnění AIF do cytoplazmy (18, 34).

Zevní vlivy způsobující produkci singletového
kyslíku mohou okamžitě depolarizovat mitochonę-
driální transmembránový potenciál, a Způsobit tak
uvolnění AIF skrz otevřenou „S“-lokalitu mito-
chondriálního megapóru (7).

Druhým bodem, odkud není pro buňku návratu,
je otevření mitochondriálního megapóru v „P“-loka-
litě, což může být způsobeno přímým učinkem Bax
nebo Bid-proteinů. Posléze dojde k translokaci cy-
tochromu c do cytoplazmy (12, 20). Také Superoxi-
dové radikály, vzniklé na podkladě interakce tkáně
se zářením, mohou otevřít megapór v „P“-lokalitě
(7). Dalším mechanismem otevření mitochondriál-
ního megapóru v „P“-lokalitě je aplikace etanolu,
jehož proapoptotický efekt je již popsán (4, 21, 24,
25). Etanol nejen zvyšuje expresi TNF-a (4), ale
oxidující alkohol dehydrogenáza zvyšuje nízký pool
pyrimidinových nukleotidů, které regulují funkční
stav „P“-lokality a jejichž vysoká koncentrace může
„P“-místo otevřít (7).

Inhibice vůči otevření megapóru v obou zmíně-
ných lokalitách byla popsána u bcl-2 a bcl-x/L pro-
teinů (17, 23, 35).

Skrz „S“-lokalitu mitochondriálního megapóru
uvolněný AIF štěpí prokaspázu 3 na aktivní kas-
pázu 3, která je efektorem apoptotického procesu
(18,23,35)

Přes „P“-lokalitu megapóru translokovaný cyto-
chrom c asociuje s Apaf-l a aktivuje prokaspázu 9
na aktivni formu. Aktivovaná kaspáza 9 pak spouš-
tí kaskádu enzymatických aktivaci zahmujících i
aktivaci kaspáçzy 3 a eventuálně potencují tento
proces naštěpením bol-2, což následně Způsobí mi-
tochondriální transmembránovou depolarizaci (10).

Lze tedy Shrnout, že je-li jednou uvolněn AIF v
„S“-lokalitě nebo cytochrom c v „P“-místě a dojde-
-li k jejich přenosu do cytoplazmy, apoptotický pro-
ces Se Stává nezvratným (6).

Využití mechanismů apoptózy k detekci
apoptotických buněk

Biochemické pochody, ke kterým v průběhu
apoptózy dochází, jsou nyní využívány k určování
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a kvantifikaci apoptotických buněk. Například při
Stanovení procenta výskytu apoptotických buněk
použitím průtokového cytometru nebo mikroskopu
jsou mnohdy hojně využívány typické charakte-
ristiky apoptotických buněk, tj. jejich Snížená ve-
likost a zvýšená granularita (5). Apoptotické buň-
ky také exprimují fosfatidylserinová rezidua na
zevní Straně buněčné membrány, na které se mohou '
navázat molekuly annexinu V.

Bylo zjištěno, že na průběhu aktivace apoptoti-
ckého procesu se podílí specifické enzymy Z ro-
diny cysteinových proteáz - kaspázy. Za úvodní
aktivátor kaspázové kaskády je považována kaspá-
za 8, Za efektorový enzym byla uznána kaspáza 3
(36). Detekce těchto specifických enzymů je také
jednou z cest přímého určování apoptotických bu-
něk. Kaspázy, podobně jako je tomu u připravova-
né vojenské operace, strategicky „vystì'íhávají“, mo-
difikují a destruují životně důležité buněčné kom-
ponenty a molekuly, jako jsou jaderná membrána,
bol-2, s retinoblastomem asociovaný protein (Rb
protein), fokální adhezivní kinázy, p2l-aktivovaná
kináza 2, proteinkináza C-gama, protein fosfatáza
2A, poly(ADP-ribóza) polymeráza (PARP), fodrin,
gelsolin a mnoho dalších (6, 7, 36). Jejich aktivace
nebo následný destruktivní účinek může být velmi
dobře detekovatelný pomocí Western blotů.

Jedním z účinků kaspáz je štěpení inhibitorů
apoptózy a/nebo aktivace endogenních endonukle-
áz, které následně štěpí jadernou DNA. Prvni en-
donukleáza štěpí DNA na úseky o velikosti 50-300
kilobází a druhá pak na úseky o velikosti asi 180
kilobází, což může být přehledně demonstrováno
„žebříkovitým“ obrazem na elektroforetických ge-
lech. Lze také vázat značené nukleotidy na 3' kon-
cích každého štěpu DNA pomocí terminální deoxy-
nukleotidyl transferázy (TUNEL), čehož bylo hoj-
ně využíváno k vizualizaci apoptotických buněk na
tkáňových řezech. Pro obtížnou a nákladnou me-
todiku provádění tohoto barvení jsou však hledány
i jiné cesty. Jednou z nich je imunohistochemická
detekce specifického fragmentů vzniklého při ště-
pení cytokeratinu 18 kaspázou 3, která je však po-
užitelná pouze pro epiteliální (cytokeratin 18 pozi-
tivní) buňky a tkáně (27).

Klinické využití apoptózy

Apoptóza je perspektivním fenoménem také z
léčebného hlediska. V případě proveditelné řízené
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apoptôzy (ať už její aktivace, nebo inhibice) by
bylo možné příznivě ovlivnit růst karcinomů (akti-
vací apoptózy nádorových buněk) (6) nebo uchrá-
nit dočasně tkáně před deepitelizací či Snížením
počtu flınkčních buněk po intoxikacích, po ozáření,
v průběhu zánětlivých procesů aj. prostřednictvím
inhibice apoptózy. Z tohoto hlediska lze apoptózu
považovat za jev, který by mohl být novým příno-
sem pro lečbu mnoha klinicko-patologických jed-
notek, které doposud nemůžeme ovlivnit nebo mů-
žeme jejich průběh modifikovat jen částečně.

Experimentální studie již nyní poskytují dosta-
tečné Spektrum látek, které je možné použít v brz-
ké době v in vivo experimentech a následně i v
klinických studiích.

Z hlediska okamžitého spuštění apoptotického
procesu je perspektivní použití nordihydroguaiare-
tové kyseliny (NDGA), která in vitro Způsobuje
depolarizaci mitochondriálních membrán a následné
spuštění apoptotického procesu 4 hodiny po podání,
přičemž aplikace N-acetylcysteinu před použitím
NDGA velmi významně blokuje proapoptotické
účinky nordihydroguaiaretové kyseliny (2).

Také efekt a interakce 4-aminopyridinu (4-AP),
blokátoru draslíkového kanálu, vyžadují další Zkou-
mání. 4-AP svým působením zvyšuje intracelulámí
koncentraci vápenatých a hořčíkových iontů a na-
pomáhá depolarizovat membrány. Účinky 4-AP
byly Signifikantně utlumeny podáním flufenamové
kyseliny (neselektivního blokátoru kationtových ka-
nálů) nebo aplikací BAPTA (intracelulámího vá-
penatého chelátoru), které inhibují proapoptotické
účinky 4-aminopyridinu (15).

In vitro metodami byly popsány i látky Se Speci-
fickým proapoptotickým účinkem pouze proti buň-
kám nádorových linií, jako jsou alkylované lyzo-
fosfolipidy. Tato skupina látek má proapoptotické
účinky proti buňkám leukemických linií, nikoli proti
normálním endoteliálním buňkám (30). Autoři Se
domnívají, že tato třída látek inhibuje mitogeny
aktivovanou proteinkinázu (MAPK) s antiapopto-
tickým efektem, a naopak stimuluje Stresem akti-
vovanou proteinkináZu/c-Jun NHz-terminální kiná-
Zu (SAPK/JNK), a tudíž i biochemickou cestu ne-
Zbytnou pro vyvolání apoptózy.

Na druhé straně byla zjištěna existence látek s
významným antiapoptotickým účinkem. Z výsled-
ků in vitro experimentu S polypeptidem z-Ala-Ala-
-Asp-cmk (AAD) a tosyl-lysin chloromethyl keto-
nem (TLCK) vyplývá specifický inhibiční účinek
proti aktivaci kaspáz a v případě TLCK i inhibice



RoČNÍK LxIx, 2000, č. 5

produkce p53 a nâsledné zabrânëni nadprodukci
Bax-proteinu (9), který je Schopen vyvolat apopto-
tický proces (12).
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