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I. Uvod

V dneSnim pohledu jsou dva zakladni typy mechanismt bunécné smrti. Jednim z nich je tzv. nekrosa,
realisovana zasahy, které vedou k bunécné smrti neprogramované a ve kterych hraje buiika sama pasivni
roli. Druhym je bunéc¢na smrt programovana, uskutecnénd kaskadou vyvojové konservovanych procesi,

které cilené vedou k zniceni vitalnich struktur bunky.

Usmrcena buiika je afunkc¢ni z hlediska patofysiologie, stava se uzavienym systémem se ztratou
kompartmentalisace, se zaniklym pamét’ovym, membranovym a cytoskeletalnim principem, je
charakterisovana vysokym stupném entropie a podléha degradaci autolytickymi a heterolytickymi

procesy. Reakce organismu se lisi podle mechanismu jejiho zaniku.

II. Nekrosa — neprogramovana bunécna smrt
Jde o zanik zZivé buriky dany pisobenim nekrogenniho faktoru, ktery narusi vitalni cytoplasmatické struktury
buriky, coZ vede ke komplexnimu rozvratu jeji biologické integrity. Buriku lze pfi nekrose pokladat za pasivni

objekt.Vzhledem k vyznamnému intracelularnimu edému, pritomnému od pocatku ireversibilniho stadia,
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kontrastuje s kondensaci cytoplasmy a celé buriky u apoptosy (viz niZe). Termin nekrosa je vymezen pouze pro

buriky. Extracelularni bunécné produkty podléhaji rozpadu. Ve vyvoji nekrosy je moZné rozliSovat nékolik
stadii, jejichZ délka bude silné odvisla od charakteru nekrogenniho podnétu a situace, z které doslo k ptisobeni
nekrogenniho podnétu. Nasledné uvadény scénar predstavuje situaci u ischemické nekrosy, kde mohl byt

nejlépe studovan, zejména v myokardu (I1.6 a II1.2.1), ale viceméné plati pro vSechny situace.

ischemicka (koagulac¢ni) nekrosa (infarkt)
myokardu
sekvence zmén

ischemie
nasledky ischemie v prvém stadinmohot byt positiviné
oviliviitelné véasnym zasahem; Sast thané milZe byt postiZena apoptosou
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I1.1.Stadium reversibilnich zmén je identicka s akutnim poSkozenim buriky. JiZ v této etapé miiZe nastat
téZka porucha funkce burky. Je-li okrsek postizZené tkané rozsahly a jde-li o vitalné organ duleZity
(mozek, srdce), miiZe nastat smrt tak rychle, Ze nedojde k vyvinu dalSich zmén intra vitam, ale aZ post
mortem. V tomto pripadé jde o ,,funkcni selhani na molekularni tirovni bez rozvoje ,,organickych®, t.j.
mikroskopicky patrnych zmén. Podle situace a charakteru nekrogenniho podnétu mtze byt tato faze
reversibilni nebo miiZe dojit k rozvoji subletalnich zmén postiZzenych bunék, persistujicich po dobu trvani
priciny.

Pokud jde o silny nekrogenni podnét, postihujici pouze ¢ast organu, jehoz celkova funkce nevede

k selhani vitalni funkce organu, rozviji se v postiZeném okrsku tkané od urcitého okamziku ("bod
nendvratna") proces naslednych, tzv. ,,organickych zmén®, postfehnutelnych jiZ mikroskopicky pripadné
az makroskopicky. Nastava etapa ireversibilni neregulované destrukce buriky a tkané.

Prakticky vyznam md znalost této fdaze zejména, ne-li vylucné, u ischemické nekrosy, béhem které je
moZny v nékterych pripadech ticinny terapeuticky zdsah, nebo alespori moZnost ¢asové posunout tento
bod tipravou zevnich podminek, napr. ochlazeni akutné ischemisované koncetiny (viz niZe ischemicka

nekrosa).
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I1.2 Stadium ireversibilnich zmén a degradace

Jde o totéalni rozvrat vnitfniho prosttedi buriky zahrnujici pokles pH, inaktivaci fady vitalné dalezitych
enzymt, destrukce bunécnych kompartmentti, vedouci k vSeobecné autodestrukci cytoplasmatickych a
jadernych struktur. Za dtlezity mechanismus ireversibilniho poskozeni se poklada zvyseni koncentrace
Ca++ v cytosolu postiZené buriky (influx z extracelularni tekutiny poSkozenou bunécnou membranou a
uvolnéni z intracelularnich depo). To vede k celé fadé negativnich jevi, predevsim k nekontrolované
aktivaci neutralnich proteas (kalpainy - kalciem aktivované neutralni proteasy), fosfolipas (atakujicich
membrany), endonukleas, ke konversi xanthin dehydrogenasy (NAD dependentni) na xanthin oxidasu
(vedouci ke vzniku volnych radikal®) a k aktivaci NO syntasy. ZvySené produkovany NO reaguje se
superoxidem za vzniku peroxynitritu, ktery se rozklada na nejreaktivnéjsi hydroxylovy radikal.
Konecnym stadiem je rozpad podstatné casti biologicky dtilezitych komponent buiiky,

Faze akutnich ireversibilnich zmén prechazi plynule do faze zmén, které se oznacuji jako autolysa
(autodegradace) a heterolysa Dalsi osud je pak urcen efektivitou autolytickych a heterolytickych
procest, které jsou ovlivnény fadou faktort.

Rychle progredujici destrukce zabranuje aktivaci apoptotické kaskady (viz apoptosa I11.2.1).
Vzhledem k vyznamnému fenoménu intracelularniho edému, pritomnému od pocatku ireversibilniho
stadia a kontrastujiciho s kondensaci cytoplasmy od apoptosy, je Casto pouZivan nahradni termin
"onkosa".

Autolysou (autodegradaci, samonatravenim) se rozumi rozklad nekrotické tkané enzymovym
hydrolytickym potencialem tkané podléhajici nekrose (komplex lysosomalnich a mimolysosomalnich

hydrolas), probihajici v tkani zbavené kompartmentti. Existuje fada faktort ovliviiujici efektivitu autolysy

nekrotické tkané [

3

(1) Rozsah nekrosy. Objemné nekrosy, s vyjimkou mozkové tkané a nékterych nadorovych
stavi, persistuji. Monocelularni nekrosy, nebo obecné nekrosy malého rozsahu, jsou efektivné
likvidovany fagocytosou.

(ii) Charakter tkané postiZzené nekrosou, dané jejim chemickym sloZenim a tedy
"digestibilitou". V tomto smyslu je velmi priznivym momentem vysoké percentuelni zastoupeni
polarnich lipidi v mozkové tkani, které jsou snadno hydrolysovatelné sadou lipas glialnich
fagocytd. Na druhé strané existuji tkané, které jsou degradovatelné minimalné, zvlasté maji-li
vysoky obsah nékterych skleroproteint. Prikladem je kiiZe pro vysoky obsah keratinu v epidermis
a kolagenu a elastinu v koriu. DalSim prikladem je kostni tkan s vysokym obsahem kolagenu
impregnovaného anorganickou mineralni fazi, ktera se velmi téZko autolyticky degraduje. Mize
se pouze lokalné "zarakvit", t.j. vhojit ohrani¢enim novotvorenou kostni tkani.

(iii) Stupen inhibice hydrolytickych enzymii, napt. etiologické agens nekrosy. Jedinym
definovatelnym agens v tomto smyslu jsou produkty mykobakterii, inhibujici rozpad kaseosni
nekrosy).

(iv) Intensita heterolysy (viz niZe) zprostredkované sekundarni zanétlivou reakci, ktera je u
nekros (ne u apoptosy, viz dale) pravidelnym jevem.
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nekrosa - vyvoj zmén (na pfikladu ischemické nekrosy myokardu)
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Heterolysou (natraveni enzymy pochdazejicimi z okolni tkdné) se rozumi ptisobeni reaktivnich zanétlivych
elementt atrahovanych k nekrotickému loZisku ramci indukované zanétlivé reakce. Jde hlavné o
granulocyty a histiocyty. Jde o kombinaci fagocytosy a tedy intracelularni digesce s extracelularni
digesci, podminénou sekreci hydrolytickych enzym nebo jejich uvolnénim z granul rozpadlych
granulocyti. V fadé pripadi je vyznamnym faktorem pravé fagocytarni a degradacni potencial
makrofagt. Podle soucasnych znalosti jsou to makrofagy (profesionalni fagocyty), které odstraiuji
nekrotické burky, coZz by mélo odliSovat nekrosu od apoptosy, kde se na odstranéni apoptotické buriky
mohou podilet i buriky okolni nezavisle na bunécném typu (viz apoptosa). Pokud jde o mikroskopické
nekrosy, existuji rutinné zavedené terminy jako neuronofagie (fagocytosa nekrotickych neuronti) nebo
resorpcni uzliky v jatrech (fagocytosa nekrotickych hepatocytii). Efektivni resorpce nekrosy fagocyty je

zarukou rychlého hojeni.

II1.3 Stadium hojeni a residudlnich zmén. Dalsi osud nekrotické tkané je rizny (viz schéma). Nejsou
vzacné stavy, kdy nekroticka tkan persistuje, klasicky u kaseosni nekrosy (inhibice makrofagii) nebo

pouhou kvantitou nekrosy.
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Existuji stavy, za kterych predstavuje nekrotisujici tkan zatéZ pro lysosomalni systém[]

* Za normalnich okolnosti je proces fagocytosy a degradace ve fagolysosomech nenarusen. Pokud jde o
lysosomalni enzymopatie, mtiZe predstavovat resorpce nekrotické tkané potencialni prisun kritického
lysosomalné nedegradovatelného substratu, a tudiz zvySeni stupné strfadani (klasicky u sulfatidosy,
Krabbeho leukodystofie, Gaucherovy nemoci a dalSich lysosomalnich poruch). Jedinym bézné
pozorovanym disledkem fagocytosy za normalni situace je tzv. resorptivni steatosa (viz kapitolu
steatosy), deposice hemosiderinu (pokud byla nekrosa hemorhagicka) nebo deposice nedegradovatelnych
struktur pritomnych v nekrotickych burikach (napf. lipofuscin, ceroid apod.)

Cely proces ireversibilnich zmén od ,,bodu nenavratna“ mize byt blokovan fixa¢nim procesem. Jde o
situace, kdy je po odbéru Ziva tkan (biopsie) usmrcena fixativem (napf. form- nebo glutaraldehydem),

¢imzZ jsou zaroven totalné inaktivovany veSkeré degradacni procesy (Obr. 1.)

I1.4 Jak poznd nekrosu patolog. OkamzZik bunécné smrti (analogicky biologické smrti organismu) nelze
doposud spolehlivé definovat a identifikovat. Podle obecné definice jde o "bod nenavratna," po kterém
nasleduje ireversibilni desintegrace buiiky. Ireversibilné postiZena buiika neni na pocatku definovatelna
morfologicky (stadium II, viz vySe). V pripadé nekros svalové tkané, zejména chemického myokardu, lze
prokazat lokalni aktivaci komplementu (viz ischemickou nekrosu). V nasledném rozvoji je spolecnym
jmenovatelem u vSech typt nekros ztrata barvitelnosti bunék basickymi barvivy a hematoxylinem,
zpusobena rozpadem nukleoproteinti jako vyraz totalni degradace burky, zejména nukleoproteind.
Rozpad jaderné hmoty lze sledovat v nasledujicim idedlnim sledu: pyknosa (masivni densifikace
veSkerého chromatinu za zmenSeni jadra), karyorhexe a karyolysa (rozpad chromatinu na malé fragmenty
ucinkem exo- a endonukleas). Buiiky nebo jejich zbytky se tak stavaji pouhymi eosinofilnimi
strukturami, (viz schéma a obr 2; obr. 3; obr.4), v nichZ probihaji destruktivni zmény v zavislosti na
intensité autolytickych a heterolytickych procesi (viz vyse). Tato vSeobecna destrukce je nejlépe

pozorovatelna v elektronovém mikroskopu, kde je mimo jiné patrno vyznamné zdureni mitochondrii
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s tvorbou densnich intramitochondrialnich granul a distense endoplasmatického retikula (obr.4).

Mitochondrialni granula lze vzhledem k citlivosti na proteolytické enzymy pokladat za protein.

x nekrogennich podnéti - x mechanismi — jeden vysledny obraz
ruzné stabilni eosinofilni teréik

volné radikdly
imunitni mechanismy

>

ischemie toxiny kovy viry

norma

Makroskopicky maji nekrosy znamy vzhled, dany typem postiZené tkané, situaci, které k nekrose vedla a

nékterymi dalSimi faktory (viz dale).

I1.5 Nekrosa jako bezbarierova tkari

Nekroticka tkarn je zdrojem biologicky aktivnich latek (viz schéma)

Jde o heat shock proteiny (HSP) ptisobici jako chaperony pro uvoliiované antigenni peptidy. HSP jsou
vychytavani antigen presentujicimi butikami a urychluji zpracovani antigennich peptidt. Jsou
prozanétlivé (indukuji sekreci TNF a IL-1(3).

Tzv. sérové markery nekrosy. Z desintegrujici se burniky se uvoliiuji solubilni komponenty z bunéc¢nych
organel nebo z cytosolu, které 1ze prokazat biochemicky v séru. Klasickym pfikladem jsou uvolnéné z
hepatocytii (transaminasy), ze svalové tkdné (isoenzym kreatinfosfokinasy, myoglobin), z kardiomyocytii
(kardialni isoenzymy laktat dehydrogenasy, kreatin fosfokinasy, myoglobinu, zejména vSak kardialni
varianty troponinu, prokazatelné v séru. K jejich uvolfiovani je nutna ztrata barierové funkce bunécné
membrany. Pro monitorovani traumatu mozkové tkané bylo zavedeno sledovani sérové hladiny GFAP
(intermediarniho filamenta astrocytti) a S100 proteinu, téZ exprimovaného masivné v astrocytech. Jejich
zvysené sérové hladiny jsou vyrazem poskozeni mozkové tkané (ischemického, ale i jiného ptivodu, napft.
traumatického) a zaroven vyrazem poSkozeni hematoencefalické bariery. V pripadé hemorhagickych

infarktt jsou prokazatelné znamky hemolysy.

Makroskopicky je c¢asto pouzivana k detekci nekrotickych useki tkané (typicky, ne-li vylucné

v myokardu) tzv. tetrazoliova reakce, jejiZ positivita je dana uvolnénymi dehydrogenasami a jejich
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substraty z nekrotické tkané. Ty pak zcela standardné startuji reakci, ktera je omezena na nekroticky

fokus.

Nekroticka tkari/burika jako bezbariérovy akceptor latek

Na ztraté této bariérové funkce je zaroven zalozen ¢asny priikaz nekrosy, napr. v tkanové kulture,
prikazem abnormalniho priniku nékterych barviv do takto poskozené buriky (normalni burika ma
bunécnou membranu impermeabilni). Lze pfedpokladat, Ze do nekrotické buriky in situ mohou

nekontrolované pronikat latky z extracelularniho prostoru.

Cela situace je znazornéna v nasledujicim schématu:

normalini burika nekroticka burika
(bunééna membrana impermeabilni, vyjadiena zjednodusené pyknosou jadra
resp. pod kontrolou transportnich a ztratou barierové funkce
regulovanych procesii bunééné membrany
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oboustranny nekontrolovany priinik
regulace vstupu i vystupu latek vysoko- i nizkomolekularnich
in vivo i ex vivo+

+ ex vivo = burika vynata z integrované tkané
a studovand v tkariové kulture)

I1.6 Nekrosy — klasicky obecné patogeneticky pohled vcetné makroskopie

Nekrosy dosahujici makroskopickych rozmeérii

nedostatek kysliku a energetickych metaboliti vede k zastavé Krebsova cyklu a po urcité dobé (dané
mnoZzstvim endogennich substratovych reserv, zejména glykogenu) i cytoplasmatické anaerobni
glykolysy, a tim k totalni depleci ATP a energetickému kolapsu buiiky. To ma za nasledek ztratu funkce
iontové pumpy na bunécné membrané vedouci k tniku kalia extracelularné (u rozséhlejsich nekros miize
byt i hyperkalemie) a vniknuti sodiku a vody do buriky (intracelularni edém), provazené masivnim
influxem kalcia do cytosolu buiiky, se vSemi shora zminénymi negativnimi dasledky. Vyrazné jsou
poskozeny mitochondrie, do kterych vnika voda z cytosolu. Ischémie vede podle situace, za které vznika,

k riznym makroskopickym formam nekrosy, které si udrzuji svoje historické nazvy.
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Na poskozeni ischemické tkané se podili ziejmé vyznamnou mérou lokdlni aktivace komplementu, na

které se podle rady studii podili i C reaktivni protein. Vysledkem je vznik membranu atakujiciho
komplexu, ktery je specificky vazan na ischemické buriky a podili se zfejmé na jejich destrukci. Proces
lokdlni aktivace komplementu neni ziejmé omezen pouze na ischemii, i kdyZ maximum informaci pochdzi
ze studia ischémie myokardu. Lokdlni aktivace komplementu byla prokdzana v nekrotickych tsecich

kosterniho svalu za nejrtiznéjsich okolnosti.

Varianty ischemické nekrosy

Nekrosa koagulacni. Tento typ nekrosy je nejcastéjsi. Jeji nazev se odvozuje od makroskopického
vzhledu postiZené tkané, ktery je pfirovnavan k povarenému (koagulovanému) masu. Struktura tkan€ je v
postiZeném tseku smazana, je vSak, na rozdil od kaseosni nekrosy (viz niZe), homogenni. Barva je kalné
zZluta (jilova). Volum tkané je zvétSen, coz je dano jednak intracelularnim edémem, jednak riznym
stupném prekrveni (viz dale). NejCastéjSim patogenetickym momentem, ne-li vylucnym, je ischemie.
Nekrosa hemorhagicka je vétSinou zvlastni, velmi castou subvariantou predchozi nekrosy, ktera je
spojena s prokrvacenim. Pficinou prokrvaceni je bud’ masivni Zilni trombosa s naslednym ireversibilnim
kapilarnim pretlakem, ktery vede k disrupci kapilar a zastavé obéhu. Jinym béZnym mechanismem
hemorhagické slozky jde naopak o podtlak v tkafiovém okrsku, jehoZ privodna konecna arterie byla
uzaviena a do okrsku nastava reflux z kapilarné venosnich (nizkotlakovych oblasti) okolni tkané, jestlize
tomu tkanovy protitlak dovoli (dalsi viz u infarktu). VzacnéjSim mechanismem je masivni toxicka
nekrosa kapilar vyskytujici se v ramci tézkych alterativnich zanétti (hemorhagicko nekrotické zanéty
vyvolané napr. klostridiemi nebo v ramci moru ap.).

Histologicky je koagulacni nekrosa charakterisovana dlouhodobou persistenci zakladni struktury tkan€ a
uchovanim bunécnych stinovych struktur, na rozdil od nasledujicich typt nekros.

Nekrosa kolikvacni je charakterisovana Cisté popisné totdlnim enzymatickym rozkladem tkané — tedy
degradacni fazi, coZ se projevuje jejim postupnym zkapalnénim (kolikvaci). Podminkou vzniku je, na
rozdil od vSech ostatnich nekros, masivni autolyticka a zejména heterolyticka enzymova aktivita. V radé
pripadti tomu napomaha i chemické slozeni tkané, jejiz komponenty jsou snadno degradovatelné.
Kone¢nym stadiem je tedy patologicka dutina (pseudocysta - dutina bez vlastni vystelky), ktera
prakticky nikdy nema tendenci ke spontannimu kolapsu.

Klasickymi ptiklady kolikvacni nekrosy je ischemicka nekrosa mozkové tkané - encefalomalacie, ktera
po likvidaci tkafového detritu zejména aktivovanou mikroglii dava vznik postencefalomalatické

pseudocysté (obr.5).
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ischemicka nekrosa CNS

*nekrosa s masivni heterolysou
*nekrosa kolikvaCni

sekvence zmén

ischemie+

v

nekrosa (inicialni i.c. edém (makroskopicky vzhled edému)
inicialni faze positivn€ ovlivnitelna v€asnym terapeutickym zasahem

v

influx glialnich fagocytt - fagocytosa nekrotické tkané

v

indukce astrocytarni reakce

v

vznik dutiny ohrani€ené astrocytarni ,,jizvou*

residudlni postnekrotickd zména - pseudocysta

(+ a hyperexcitace okolnich neurond, kterd vede
jak k nekrose, tak nekroapoptose viz I11.2.1)

Kolikvacni nekrosa vSak vznika velmi ¢asto v ramci zanétlivych procesii, kdy mechanismu rozpusténi
velmi vyrazné napomaha pritomnost granulocytti, znamych svym vysokym obsahem proteas. Takto
vznika absces, neboli patologickéa dutina vznikla hnisavou kolikvaci tkané.

Kolikvaci kaseosni nekrosy (viz shora) vznika pseudocysticka dutina nazyvana kaverna. Kolikvacni
nekrosa se vyskytuje pomérné Casto i v nadorové tkani.

Imunologicky podminéna nekrosa. Nekrosu miiZze vyvolat ataka bunécné membrany perforinem
cytotoxickych T lymfocyti nebo komplementem (membrany atakujici komplex) s naslednymi zménami
permeability bunécné membrany. V pripadé ataky buriky T lymfocyty nasleduje indukci apoptotického
procesu (viz apoptosa a regulovana exocytosa).

Pokud jde o klasickou historickou kaseosni nekrosu, neni dodnes znam presny vyvolavajici

mechanismus. Zda se vsak, Ze k ni dochazi v dtsledku imunosuprese.
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kaseosni nekrosa
uvahy o mechanismech

fagocytosa BKOmakrofagy — digesce — presentace antigenu
vyvolani imunitni odpovédi (omezené na T lymfaticky systém)

indukce epiteloidnich makrofagi vyvoj hypersensitivity
(vliv cytokinli CD4 lymfocyt() oddaleného typu

|

exsudace — kaseosni nekrosa - kolikvace
mechanismus nejasny — role T lymfocyt(i?
role apoptosy ?

[Ustejny proces mohou vyvolat i mykotické infekce

Nazev je odvozen od makroskopického vzhledu, ve kterém dominuje zrnitost a Zlutava barva nekrotické
tkané, pripominajici syr. Molekularné-biologickymi metodami vSak 1ze v makroskopicky definované
kaseosni nekrose detekovat apoptotické buriky (aktivovanou kaspasu 3 a zlomy DNA) (viz metody
prikazu 3.1.2). Patogeneticky je prakticky vyhradné vazana na zanétlivé chronické procesy, ve kterych
dominuje bunécny typ hypersensitivity. Klasickym ptikladem je infekce Mycobacterium tuberculosis,
kde se zd4, Ze pri tvorbé granulomu a kontrole imunopatologie, t.j. pfi kaseifikaci, hraje rozhodujici roli
TNF-alfa (viz ale téZ napt. nékteré infekce mykotické a lues).

Kaseosni nekrosa ma dvoji osud. V pripadé likvidace infekce persistuje a charakteristicky sekundarné
kalcifikuje (viz kalcifikace), ¢imZ se stava vytec¢né viditelna pri rentgenovém vySetreni. Persistence se
vysvétluje inhibi¢nim tcinkem lipidnich komponent mykobakterii. Pokud dojde k masivni aktivaci
infekce v lozZisku, dojde k totadlnimu rozkladu tkané zkapalnénim (kolikvaci), zptisobenému heterolyticky

masivni imigraci polynuklearnich leukocytti do loZiska (viz tuberkulosni zanét).

Histologicky je pfiznacny totalni granularni rozpad tkané a bunék, jejichZ individualita zcela zanika.
Dale je to persistujici chromatinovy popraSek z rozpadlych jader, ktery dal kaseosni nekrose dalsi
eponym "popraskova". PopraSek se barvi hematoxylinem typicky modfe, coZ kontrastuje s celkovou

eosinofilii nekrotické tkané. (Obr.6 kaseosni nekrosa)

Tzv. Leighova nekrosa — nekrosa mozkové tkané u mitochondrialnich poruch
Jde nekrosu vyskytujici se nejcastéji jako symetrické nekrosy mozku, typicky v basalnich gangliich, ale i

nizsich etaZich CNS, vCetné mozeCku. Nekrosa je vazana na mitochondrialni poruchy, typicky na hluboké
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deficity aktivity cytochoromoxidasy (komplex IV) nebo ATP syntasy (komplex V). Jde o nekrosu, ktera

postihuje Sedou hmotu a vede k jeji degradaci a rozpadu. Pozoruhodné je, Ze velmi dlouho persistuji
neurony. Pro dalSi vyvoj zmén je charakteristicka astrogliosa a neovaskularisace. Vysledkem nebyva
pseudomalaticka pseudocysta, tak, jak je tomu bézné u ischemickych nekros. Nekrogenni faktor neni
znam, predpoklada se velky vyznam volnych radikald, a to i mimo Leighovu nekrosu. Je nutno zdtraznit,

Ze analogicka nekrosa nebyla doposud popsana mimo mozek. Obr.7 Leighova nekrosa

Dalsi pric¢iny nekrosy, jako volné radikdly, zejména kyslikové, bakteridlni toxiny, virovd infekce a dalsi
jsou k disposici v prislusnych oborovych textech

Zv1astni varianty nekrosy a nekrosy mikroskopickych rozmérii[]

*Nekrosa tukové tkané. Jeji vzhled vSak miize byt znac¢né variabilni. Je-li pri¢inou ischemie, jde o
klasickou kolikvaci s reaktivni histiocytarni tiklidovou reakci. Pokud jde o pfimou ataku tukové tkané
uvolnénymi a aktivovanymi (proteolytickymi a lipolytickymi) enzymy nekrotické slinivky brisni, které
krom nekrosy adipocytt (detaily viz v kapitole patologie pankreatu) zptisobi i masivni hydrolysu
triacylglyceroli s uvolnénim mastnych kyselin, které krystalisuji a méni se na vdpenna mydla. Tyto
dodavaji nekrose bélavy vzhled, coZ ostfe kontrastuje s Zlutou barvou tukové tkané. Jejich historicky
nazev je Balzerovy nekrosy.

Prosta nekrosa nema ani pfi velkém rozsahu zfetelné zmény makroskopické.Vyskytuje se v kiizi. Je to
dano znacnym kvantem extracelularni hmoty (kolagennich a elastickych vlaken), ktera mnohonasobné
prevazuje nad fidkou populaci mesenchymalnich bunék, a vysokym obsahem velmi resistentnich
skleroproteinii v keratinocytech epidermis. Minimalni alterace makroskopie koreluje s minimalnim
stupném autolysy. Nekrosy ve svalové tkani a v kosti maji rovnéZ velmi chudou makroskopii.
Fibrinoidni nekrosa (téZ zvana fibrinoidni degenerace, nebo intersticialni fibrinoid), je rozsahla
regresivni zména vazivové tkané, v jejiz patogenese je imunitni ataka, dana bud’ pfimou reakci
protilatkovou, nebo, a to pravdépodobné Castéji, deposici imunitnich komplexti. Béhem této
imunologické ataky nastava aktivace komplementu, atrakce leukocytd, jejichZ lokélni rozpad s uvolnénim
kvanta proteolytickych a dalSich hydrolytickych enzymt predstavuje vyraznou hydrolytickou enzymovou
aktivitu, kterou je odbouravan kolagen, kterého v loZisku ubyva. LoZisko je zarovei prostoupeno
zanétlivym exsudatem, bohatym na sérové proteiny vcetné fibrinu. Barveni na fibrin je tedy v téchto
loZiscich vyrazné a dalo této nekrose jméno. Pfitomnost plasmatickych proteind podmifiuje vyrazné a
typické zbarveni loZiska cervené v barveni Trichromem. P¥i rozsahlejsi atace miiZe nekrotizovat
sekundarné i mistni bunécna populace. Stavy, za kterych k témto zménam dochazi, se nazyvaji postaru
kolagenosy, nové imunokomplexova onemocnéni pojivové tkan€. Fibrinoidni nekrosu nutno odlisSit od
fibrinoidu vaskularniho, vznikajiciho jako nasledek priiniku plasmatickych bilkovin do stény cévni

(plasmorhagie) pri vyrazném zvyseni krevniho tlaku pri maligni hypertensi.

I1.7 Autolysa

Autolysa probihajici v tkanich post mortem ma v mnohém nepochybné podobny charakter jako autolysa,
probihajici v nekrose. Autolysa se od nekrosy 1iSi mensi intensitou zmén, coZ je dano absenci tkanové
reakce (heterolysy) a nepritomnosti primarni destrukce buriky nekrogennim podnétem. Posmrtna autolysa
je katalysovana fysikalné (teplem) a jakymkoliv premortdlnim poskozenim tkéani. Celkové je imérna
enzymatickému vybaveni tkané. Jde zejména o hydrolytické enzymy (proteasy, lipasy). Extremnim
prikladem jsou Zlazy typu pankreatu, sliznice Zaludku a gastrointestinalniho traktu. S tim kontrastuje
napr. lymfaticka tkan, ve které probihaji autodegradacni procesy nesrovnatelné pomaleji. Za zminku stoji,

Ze z ktiZe Ize vykultivovat fibroblasty i 2-3 dny po smrti, jestliZze bylo moZno minimalisovat autolysu.
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II1. Programované bunécné smrti — mechanismy

I11.1 Dnesni definice. Jde o zanik buriky, realizovany vlastnim vyvojové konservovanym programem,
ktery se sklada z etap. Je proto nazyvana programovanou bunécnou smrti (PCD programmed cell death).
Jde o aktivaci kaskady procest, které jsou za normalni situace v neaktivnim stavu. Aktivace PCD je
integralni soucasti biologie tkani. Je aktivovana a v plné formé realisovana v pribéhu embryogenese a
organogenese a postnatalné k udrZeni homeostasy organismu MiiZe byt nastartovana za fady
patologickych stavii napf. jako obranny preventivni mechanismus, kterym se organismus zbavuje
nadbytecnych, poSkozenych nebo mutovanych bunék. Stéle vice dokladii naznacuje, Ze miiZe byt
aktivovana v ramci nekrosy (viz niZe).V nejobecnéjSim slova smyslu lze tedy nazirat na PCD jako na
zanik bunky, zprostfedkovany kaskadou procesti vyvojové konservovanych, ale pravdépodobné i z
procesti ad hoc aktivovanych, napf. v rdmci pomaleji probihajiciho procesu nekrotického, pokud neni
znemozZnéna znicenim potencialnich kaskad. Na konci plné realisované PCD je destrukce vitalniho centra
buriky — jaderného kompartmentu a/nebo fady cytoplasmatickych struktur (viz niZe). Proces je zavisly na
energii. PCD je prirovnavana k bunécné sebevrazdé nebo k exekuci buiiky ustalenymi mechanismy.

V modifikované formé hraji nékteré etapy PCD zésadni roli v diferenciaci nékterych bunécnych typt

(IIL.5-6).

V soucasné dobé se rozlisuji tri druhy PCD

PCD I zprostredkovana aktivaci kaskady kaspas a koncici typickou degradaci DNA fady
cytoplasmatickych struktur. Tomuto typu PCD je vénovano maximum ndasledného textu. Termin
apoptosa je reservovan pro tento typ PCD.

Dale jsou uznavany PCD nezavislé na kaspasach. Jednou z nich je PCD zprostredkovana indukci masivni
autofagie s likvidaci cytoplasmatickych struktur. Je pro ni zaveden termin PCD II.

Dale je zminovana PCD charakterisovana distensi endoplasmatického retikula a mitochondrii; je pro

nipouZivan termin paraptosa (apoptose podobna PCD).

II1.2 PCD I Apoptosa (bunécna smrt zprostiedkovana aktivaci kaskady kaspas).

Jde o bunéc¢nou smrt realisovanou aktivaci kaskady proteolytickych enzymt — kaspas, existujicich ve
formé neaktivnich proenzymi (prokaspas) na jejich aktivni formu. Likvidace buiiky usmrcené apoptosou
je soucasti programované smrti (viz niZe) a je pro organismus ,,ekologicka,“ coz kontrastuje s

,heekologickou“ nekrosou (viz shora).
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Mechanismus apoptosy. PTi apoptose hraji diileZitou tilohu cysteinové proteasy zvané kaspasy, Stépici
protein ve specifické sekvenci minimalné ¢ty aminokyselin, a to za invariantnim aspartatem v pozici
1 (cystein aspartate protease). V savéim genomu je 14 gent kodujicich kaspasy. Zména prokaspasy
na aktivni kaspasu je dana castecnou proteolysou. V kaskadé kaspas se rozlisuji iniciacni kaspasy,
které svoji proteolytickou aktivitou aktivuji dalsi kaspasy, a tim amplifikuji apoptoticky signal, ktery
cestou — DISC komplexem, nebo vnitini — mitochondrialni cestou v apoptosomu, viz niZe). Mezi
exekucni (efektorové) patfi kaspasa-3,-6 a -7.

Dale existuje skupina kaspas, které se podileji na diferenciaci bunék (II1.5) a na regulaci zanétlivé
odpovédi (viz I11.6), aniZ by aktivovaly apoptotickou kaskadu.

Kaspasy jsou lokalisované v cytosolu. Pouze vyjimecné byly detekovany také v cytoplasmatickych

granulich nejasné povahy.

Aktivované exekucni kaspasy degraduji pfimo proteolyticky své substraty, kterymi je fada
cytoplasmatickych proteinii: vimentin, cytokeratin, aktin, amyloid prekursorovy protein, fodrin, gelsolin,
jadernych proteinii: lamin B, acinus (viz niZe), PARP a dalSich doposud ne zcela presné definovanych,
coZ ma za nasledek rozpad jaderného kompartmentu a znamé vesikulalni vychlipky buné¢né membrany
(blebbing), které neobsahuji organely. Jsou zptisobeny Stépenim ROCK I kinasy aktivovanou kaspasou.
To vede k deregulaci kinasové aktivity a nadmérné fosforylaci lehkého fetézce myosinu a hyperkontrakci
aktomyosinu, a tim k odtrZeni cytoplasmy od plasmatické membrany.

Zesit'ovani proteinti je zptisobeno expresi a aktivaci tkanové transglutaminasy, cytosolového kalcium-
dependentniho enzymu, stetézujiciho proteiny bunécné membrany a cytoskeletu molekulou glutaminu,
proces vyjadreny zejména pri procesu rohovéni v epidermis, kde se timto stetézenim zpeviiuje rohovy
lem keratinocytu.

Degradace DNA. Aktivované exekucni kaspasy aktivuji CAD (caspase activated DNAse) tim, Ze
degraduji jeji inhibitor. Aktivovana CAD pak degraduje internukleosomalné DNA na charakteristicky
»DNA Zebrik“ (fragmenty velikosti 180-200 bazi). V posledni dobé je vénovana pozornost nedavno
objevenému proteinu acinus (apoptotic chromatin condensation induced in the nucleus), lokalisovanému
normalné v jadre (ve tfech isoforméch L, S, S”), ktery je v pribéhu apoptotické kaskady Stépen
kaspasami na C i N koncich. Vznikly fragment (p17) ma schopnost kondensovat chromatin i

v experimentalnich podminkach bez apoptosy. Mechanismus spociva v aktivaci proteinkinasy D a
nasledné fosforylace histonu H2B. Zminéné isoformy acinu byly prokazany jako soucast spliceosomu.
Acinus je také soucasti tzv. ASAP komplexu (apoptosis- and splicing-associatd protein), ktery ma
schopnost inhibovat procesovani RNA. Pfisuzuje se mu i pfima role v akceleraci zaniku buriky postiZzené

apoptosou.
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Apoptotické drahy (viz schéma niZe)
neboli draha zprostfedkovana aktivaci receptori situovanych na buné¢né membrané a (ii) nékolik

vnitinich (intrinsic) drah, iniciovanych z mitochondrii, endoplasmatického retikula nebo lysosomii. Jsou

v rtizné mire propojeny a molekuly z jedné drahy mohou ovliviiovat drahu druhou.

Vnéjsi iniciacni apoptotickd drdha

Tato draha ma zacatek v aktivaci transmembranovych receptort po jejich interakci s pfislusSnymi ligandy.
Nejznaméjsi ,,death receptory jsou clenové rodiny TNF (tumor necrosis factor), které jsou tvoreny na
cystein bohatou extracelularni doménou a cytoplasmatickou 80-aminokyselinovou doménou nazyvanou
,death domain®. Tato doména prenasi smrtici signal z bunécného povrchu na intracelularni signalni
drahu. Po navazani ligandu nastane trimerisace receptoru a nasledna asociace s adaptorovymi
molekulami a prokaspasou 8 (pripadné s prokaspasou 10) za vzniku DISC komplexu (death inducing
signalling komplex), coz vede k autokatalytické aktivaci kaspasy 8 a dale kaspasy 3, ktera pak aktivuje
TNFalfa-TNFR1, a dalsi. Tato draha podléha sloZité regulaci. Jednak zavisi na lokalizaci komplexu
receptor-ligand do tzv. lipidovych rafti a volné v cytoplasmatické membrané. Tato distribuce se liSi u
riznych typt bunék a reguluje jejich odpovéd na TNF-a. Déle je odpovéd zavisla na tom, zda dojde k
internalizaci komplexu ligand-receptor (clathrin-zprostfedkovana endocytosa) a formaci DISC komplexu
(cytotoxicka, proapoptoticka signalizace), nebo zda z divodu nizkého mnozstvi ligandu nebo pritomnosti
riznych inhibitord (bunécnych nebo napf. virovych) k internalizaci nedojde a je spusténa signalizace
vedouci k aktivaci NF-B, ev. MAPK (mitogenni a proinflamatorni signalizace). Exprese pfisluSnych
receptorti podléha regulaci. Vazba ligand — receptor aktivuje neutralni sfingomyelinasu, ktera Stépi
sfingomyelin za vzniku ceramidu, ktery se dale vyznamné podili na aktivaci apoptosy.

Aktivace FAS dependentni cesty vede v nékterych bunécnych typech pfimo do jaderného kompartmentu,
v jinych burikach ma mezistanici v mitochondriich (viz niZe). Zavisi to na pritomnosti Bid proteinu. Bid
protein (cytoplasmaticky) je Stépen specificky kaspasou 8 (exekuc¢ni kaspasa vnéjsi drahy) a jeho
fragmenty vnikaji do mitochondrii, kde indukuji translokaci cytochromu c a tim mitochodndrialni vnitfni
drahu. Experimentalnim vytazenim Bid proteinu vedla aktivace FAS dependentni cesty k apoptose pouze
v bunkach, které tento protein normaln€ neexprimuiji.

U cytotoxickych T lymfocyt (CTL) kromé vnéjsi drahy pres FasL-FasR byla pro ucely usmrceni
nadorovych bunék a bunék infikovanych virem vytvorena jeSté jedna draha, ktery zahrnuje sekreci
transmembranové molekuly (perforin), ktera vytvori v membrané cilové buriky por, kterym dojde

k prenosu cytoplazmatickych granul obsahujicich granzym A a granzym B. Tyto dva enzymy jsou

proteasy. Granzym B Stépenim aktivuje prokaspasu-10 a tim nastartuje na kaspasach zavisly apoptoticky
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proces. Granzym A kaspasy neaktivuje. Stépi inhibitor nukleas a vede tak k masivni jednovlaknové

DNA fragmentaci.

Aktivace FAS signalni cesty miiZe vést i k proliferativni bunécné reakci. V pfipadé myokardu je popsana
i ucast aktivace FAS v indukci hypertrofie kardiomyocytt.

Vnitrni iniciacni apoptotickd drdha

Iniciace apoptosy z mitochondrii. Jde o fadu procesti procesti, programovanych nebo
neprogramovanych, které zptisobi otevieni mitochondrialniho péru (MPT mitochondrial permeability
transition pore). Proteiny nékterych virt, které jsou cileny do mitochondrii, mohou ovlivnit MPT.
Znacny vyznam ma ovlivnéni poméru anti- a proapototickych proteinti lokalizovanych v mitochondriich
(viz niZe).VSechny tyto procesy zpiisobuji v riizné mife a v rizném pomeéru translokaci dvou hlavnich
skupin intermembranovych proteinti. Do prvni skupiny patfi, mimo jiné, cytochrom c, ¢imz dochazi k
aktivaci exekucnich kaspas. Cytochrom c indukuje asemblaci apoptosomu, tj. komplexu cytochromu c,
Apaf 1 (apoptotic protease activating factor 1) a prokaspasy 9, s naslednou aktivaci kaspasy 9 a déle
exekucni kaspasy 3. Do druhé skupiny pro-apoptotickych proteini patii AIF (apoptosis inducing factor) a
endonukleasa G, které jsou nékterymi povaZovany za nezavislé na aktivaci kaspasové kaskady. AIF je
uvolnén z mitochondrie vlivem PAR (poly ADP-ribosy) vytvorenou a uvolnénou z jadra vlivem PARP
(PAR polymerasy). V literatufe je pro tuto druhou cestu pouZivan nazev parthanatos (thanatos — smrt,
inicovana PAR).

Mitochondrie jsou stale vice povazovany za jeden z hlavnich fokusii iniciace apoptosy, at’ jiz pfimo
za ruznych patologickych procesii, nebo jako mezistanice pri jinych apoptotickych drahach (ER,
lysosomy, jadro).

Iniciace apoptosy z endoplasmatického retikula pri nadmérném stresu v ramci UPR (unfolded
protein response) aktivuje kaspasu 12, specifickou pro ER, ktera dale aktivuje exekuc¢ni kaspasu 3. AvSak
kaspasa 12 je exprimovana jen u mysi, u lidi existuje prevazné jako pseudogen. Jeho funkci zde podle
nékterych zastupuje kaspasa-4. Vedle toho dochazi k aktivaci mitochondrialni kaspasové cesty pres fadu
mechanismu, vcetné uvolnéni kalcia z ER.

Iniciace apoptosy z jddra je aktivovana pri poSkozeni DNA. Dochazi jednak k aktivaci p53,
nasledné k aktivaci proapoptotickych genti ze skupiny Bcl 2 proteint (Bax, NOXA, PUMA), které jsou
translokovany do mitochondrii, jednak k zastavé bunécného cyklu (p21). Tato cesta je povaZovana za
jeden z ochrannych mechanismi proti nadorové transformaci buiiky. Nové se sem fadi i apoptosa
indukovana poruchou mitosy. Apoptoticky zménéné jadro mtiZe byt zdrojem proteinti translokovanych do
mitochondrii, coZ predstavuje eskalaci apoptotického procesu (napr. TR3 jaderny receptor).

Iniciace apoptosy z lysosomti je diskutovana, zejména jako nasledek ztraty integrity membran
lysosomalniho kompartmentu s naslednou aktivaci mitochondrialni cesty apoptosy. Velky vyznam se

priklada ptisobeni endoproteasové aktivity katepsinu D, ktera mtiZe vést i k aktivaci kaspas.
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Castedo M. a spol.:Cell death by mitotic catastrophe: a molecular definition. Oncogene 23: 2825-2837, 2004

Boya P a spol.: Lysosomal membrane permeabilization induces cell death in a mitochondrion-dependent fashion. J. Exp.Med.
197: 1323-1334, 2003

Ohniska apoptosy a propojeni mezi jednotlivymi cestami jsou shrnuty na nasledném schématu.

zjednodusSené schema apoptotickych kaskad
(Jejich propojeni a ohnisek vzniku)

ligandy

—

—

endonukleasa G \
AIF indukce

apoptosomu

receptory lokalisace proapoptotickych
apoptotickych a antlapoptotlck'ych proteint
kaskad (viz text)

lysosom

* epicentra indukce apoptosy; Mt mitochondrie; Er endoplasmatické retikulum; N jadro buiky

Faktory ovliviiujici proces apoptosy. Aktivace prvych krokii apoptické kaskddy at’ jiZ zevni nebo vnitini
cesty neznamena realisaci celé cesty. Dalsi etapy mohou byt pod kontrolou faktorti, které nejsou zcela
znamy, s vyjimkou rodiny Bcl 2 proteint, které se nachazeji v membrané mitochondrii, ale i v
endoplasmatickém retikulu a v perinuklearni cisterné. Jeji ¢leny miZeme rozdélit na anti-apoptotické
proteiny (Bcl-2, Bcl-X;, a dalsi) a na pro-apoptotické proteiny (Bax, Bak, Bid, Bad a dalsi). Vedle toho je

znama skupina proteind inhibujicich kaspasy (AIP apoptosu inhibujici proteiny). Tyto proteiny a jejich



nekrosa-apo dalsi upravy 1/8/2010 ZM 22/6/2010 1
pomeérové zastoupeni v burice hraji dtileZitou roli v rozhodovani, zda burika vstoupi do apoptosy, nebo

jestli tento proces zvrati, nebo se aktivace kaspas pouZije pro ucely diferenciace (viz III.5).

Ma se za to, Ze hlavnim mechanismem tcinku je regulace permeability mitochondrialni membrany.
Zvysena exprese Bcl 2 proteinu inhibuje apoptosu. Z experimentli vyplyva, Ze alespon v oblasti
mitochodrii by mohl signifikantné tlumit destrukcni vliv volnych radikald, které pravé v téchto oddilech
buriky vznikaji. Existuji doklady pro to, Ze v oblasti endoplasmatického retikula a v perinuklearni cisterné
by mohl ovliviiovat uvoliiovani Ca++, jehoZ zvySena i.c. koncentrace se povaZuje za vyznamny faktor v
indukci apoptosy. Aktivaci genu bcl-2 se vyznamné inhibuje apoptosa a prodluZuje Zivotnost bunék, ve
kterych je tato aktivace vyjadrena. Jako klasicky priklad se uvadi aktivace bcl-2 genu ve skupiné
folikularnich lymfomd, kde se tento gen mechanismem translokace (14,18) (q32,q21) dostava do oblasti
transkripce genu pro téZké retézce a je zvySené prepisovan. Tento mechanismus se poklada za vyznamny

v patogenese nékterych malignich (folikularnich) lymfom.

Vzhled apoptotické buriky. Z cytologického hlediska je pro tuto variantu apoptosy charakteristické
progresivni zmenSovani buiiky (shrinkage necrosis) a ¢asna pyknotisace jadra, mnohem vice vyjadiena
neZ u nekrosy. Chromatin se velmi c¢asto kondensuje na periferii jadra, typicky ve formé ptilmésice.
Jadérko se kondensuje, fibrilarni centra persistuji, periferni casti jadérka se disperguji v nukleoplasmé.
Jadro se rozpada na fragmenty. Bunécna membrana vykazuje Cetné ,,puchyrovité® vybézky, prosté
organel. Soucasti apoptotického procesu mtize byt, zejména v tkaniové kulture, fragmentace buriky na
isolované Casti, coZ je dano masivni atakou cytoplasmatickych (zejména cytoskeletalnich) proteini
exekucnimi kaspasami (viz vySe). Apoptosa se projevuje pouze na urovni mikroskopické. Neni znama
tak masivni apoptosa, aby ménila tkan makroskopicky (snad s vyjimkou kaseosni nekrosy, viz vyse).
Obr. 8 apoptosa leukocytu periferni krve

Obr. 9 apoptosa v choriovém klku

Osud bunky postiZzené apoptosou. Povrch apoptotické buriky je modifikovdn, coZ vysvétluje snadnost
fagocytosy okolnimi buiikami (nezavisle na jejich typu). Fagocytujici buiikou mohou byt sousedni buriky
(epitelie, fibroblasty, endotelie, hladké svalové buriky), tedy neprofesionalni fagocyty (obr.10, obr.11).
Soucasné jsou atrahovany i fagocyty profesionalni (makrofagy) spolu s nezralymi dendritickymi
burikami. Jde o indukci novych domén na bunécné membrané apoptotické buriky. Jednak jde o presmyk
fosfatidylserinu z vnitini vrstvy bunécné membrany do vrstvy zevni ztratou aktivity prislusné flipasy
(ATP-dependentni enzym), dale ztratou sialové kyseliny z povrchovych glykoproteinti postiZené buriky,
coz vede k expresi hexos a hexosaminti. Popisuje se ektopicka exprese kalretikulinu (protein
endoplasmatického retikula) a jeho kolokalisace s fosfatidylserinem. Velky vyznam se pfisuzuje
peroxidaci lipidi na bunécné membrané. Pfredpoklada se i kontakt s ER-Golgiho komplexem, ktery by

vysvétlil pritomnost meziproduktii syntesy oligosacharidi na povrchu zachéazejici buriky. To vSe
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modifikuje povrch apoptotické buriky a zajistuje kontakt s okolnimi buiikami. Za fagocytosu

apoptotickych bunék jsou zodpovédné receptory, napr. receptor pro fosfatidylserin, ale i vazba
komplementu (C1q).
Z toho vyplyva, Ze apoptotické bunky
(1) nelysuji, a tudiz se jejich obsah neuvolni do okoli. Proti klasické nekrose nedochazi u apoptosy
k abnormalni permeabilité bunécné membrany
(2) jsou urychlené fagocytovany okolnimi burikami
(3) pri odstrafiovani apoptotickych bunék produkuji fagocytujici buiiky protizanétlivé
cytokiny, napf. imunosupresivni TGF[3.
Odstranéeni apoptotickych bunék je nezbytné, protoZe prispiva k udrZeni imunologické tolerance.
Ukazuje se, Ze je-li proces fagocytosy narusen, muze to vést k rozvoji autoimunniho onemocnéni
(predpoklada se u SLE). Pokud nedojde k fagocytose apoptotické buiiky, podléha rozpadu

(autolyse ?), coZ je nazyvané sekundarni nekrosou.

Prehled o této problematice je podan v fadé praci, z nichZ uvadime nasledujici:

Paidassi H. et al.: How phagocytes track down and respond to apopgtotic cells. Critical Reviewes in Immunology29,111, 2009
Savill J. et al. A blast from the past: clearance of apoptotic cells regulates immune response. Nature reviews. Imunology. 2,
966, 2002

Albert M.L. : Death-defying immunity: do apoptotic cells influence antigen processing and presentation? Nature reviews.
Imunology 4: 223, 2004

Apoptosa v akci. Apoptosa je v fadé pripadl spontannim, naprosto esencialnim fysiologickym procesem,
ktery je cilené aktivovan zejména v embryondlnim obdobi jako soucast embryo- a organogenese.
Programovany zanik bunék je tak integralni soucast embryonalniho vyvoje. Zahrnuje i numerickou
upravu poctu bunék. Napft. velké procento neuronti programové zanika béhem vyvoje mozku. DalSim
prikladem je planovita destrukce primarni kiry nadledvin na konci fetalniho obdobi a jeji ndhrada
definitivni kiirou. Zanikajici primarni kiira podléha resorpci makrofagy. Cela oblast resorpce ma
historicky nazev ,,tfiStiva zéna“. Apoptosou zanika syncyciotrofoblast (obr.12). Apoptoticka téliska
syncyciotrofoblastu, pokud nejsou odstranéna makrofagy, uvoliiuji po spontannim rozpadu
fragmentovanou DNA, ktera cirkuluje v obéhu matky. Je vyuZivana pro testovani stavu placenty.
Postnatdlné. Odhaduje se, Ze postnatalné denné zanika apoptosou (a dalsimi formami PCD ?) 10" bunék
v konstitucionalnich postnatalnich klonech obménujicich se tkani, které maji programové omezenou
zZivotnost. Prikladem jsou enterocyty, keratinocyty, vétSina krevnich elementti, a dalsi (viz kapitolu

Fysiologie a patologie klonti).

Sekvence zmén programované bunécné smrti u C. elegans. Efektorovymi (exekuc¢nimi) molekulami jsou
CED 4 (sav¢im homologem je mitochondrialni Apaf 1, viz vySe) a CED 3 (homologem u savct jsou

exekucni kaspasy 3/9). Oba jsou inhibovany CED-9 (lidskym homologem je skupina antiapoptickych
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¢lenti rodiny Bcl-2 proteinti). CED-9 je inhibovan EGL-1, ktery sam je inhibovan TRA-1 a CES-1

proteiny, transkripcnimi faktory, inhibujicimi jeho syntesu. Jde tedy o aktivaci mitochondrialni vnitini
cesty (u nematodii neni vytvorena zevni draha !). Jeji nastartovani je dano snizenim transkripce TRA-1 a
CES-1 - zvySeni EGL-1 - inhibice CED-9 - aktivace exeku¢nich CED 3 a CED 4 - nastartovani
mitochondrialni cesty (vytvoreni apoptosomu).

Obr. 13 nekrosa a apoptosa u C.elegans

Proces apoptosy je pro udrZeni homeostasy organismu cilené aktivovdn v rdmci nejriiznéjsich
patologickych stavil. Pfikladem je: odstrafiovani funkéné nevhodnych B lymfocytti ve foliklech uzlin,
vysledek znamy jako Flemingova (apoptoticka) téliska v centrofolikularnich makrofazich lymfatické
tkané (obr.14); odstrafiovani autoimunné orientovanych T lymfocyt v thymu; redukce numericky
nadbytecné populace bunék v hyperplastickych tkanich (navrat k normé po hormonalni stimulaci, nebo
redukce bunék pfi patologicky sniZené hormonalni stimulaci), nasledek deprivace rtstovych faktort a
fada dalSich.

Ukazuje se, Ze apoptosa muize byt vyrazem dysregulace bunécného cyklu. V burice, stimulované k vstupu
do S faze, jejiz dalsi postup je ale blokovan, dochazi k apoptose. Apoptosou usmrcuje cytotoxicky T
lymfocyt a Natural killer (NK) cilové buriky, obsahujici virus. P¥i vytvoreni imunologické synapse mezi
lymfocytem a cilovou buiikou je aktivovana regulovana exocytosa cytotoxickych granul lymfocytu, ktera
jsou soustfedéna do synapse, dojde k perforaci cilové buiiky (perforinem) a naslednému vyliti obsahu

granul do cilové buriky a aktivaci apoptosy (viz vySe). BliZe o kaseosni nekrose viz vySe nekrosa.

Apoptosa muize byt netiplna (apoptosis interruptus). Napr.cytochemicky prokazatelna aktivace kaspasy 3
miiZe existovat isolované bez prokazatelné ataky DNA a dalSich vitalnich center buriky. S tim je
v souhlase i role kaspas mimo apoptosu (II1.6) a v procesech atenuované apoptosy (II1.5). Podle

nékterych miiZe byt apoptosa, konkrétné v myokardu, potencialné reversibilni, meta-stabilni stav

Masri C and Chanrdrasekhar Y. : Apoptosis: a potentially reversible, meta-stable state of the heart Heart Fail Rev 13: 175-
179,2008)

Apoptosa miize byt indukovand terapeuticky. Klasickym prikladem je destrukce lymfocytii po podani
kortikosteroidt. Jde o vyuziti fysiologického procesu destrukce T lymfocytt v thymu (viz shora) .
Glukokortikoidy (GC) maji celou fadu imunomodulacnich aktivit, mezi neZ patfi schopnost indukovat
apoptosu T lymfocyti. GC se vazou na glukokortikoidni receptor na povrchu T lymfocytd, a ackoliv
nevyvolavaji jejich apoptosu pres klasické cesty aktivace apoptosy, proteiny jako je Bcl-2 a i kaspasy se v
GC indukované apoptose lymfocytti nepochybné uplatiiuji. GC hraji roli pri vyvoji T lymfocytd v thymu,
a to pri jejich negativni i pozitivni selekci, dale omezuji aktivaci indukovanou buné¢nou smrt a aktivuji

apoptosu thymocytt po polyklonalni aktivaci. Vzhledem k jejich schopnosti aktivovat lymfocytarni
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apoptosu jsou vyuzivany v 1é¢bé celé fady chorob, v jejichZ patogenezi hraji lymfocyty zasadni roli: jde

predevsim o nékteré autoimunitni choroby (vCetné roztrousené sklerosy a autoimunitni thyroiditidy), a
dale o hematologické malignity a solidni tumory z imunitnich bunék. GC se rovnéz vyuZzivaji v
transplantacni mediciné, kdy patfi k zakladnim 1é¢iviim podavanym pfi zavaznych reakcich hostitele proti

Stépu.

I11.2.1 Nekroapoptosa

Je kombinaci nekrosy a projevii apoptosy. Uznavaji se obé varianty terminu — jak nekroapoptosa, tak
aponekrosa. Ptevlada nazor, Ze nekrosa i apoptosa (nebo obecné PCD) mohou na sebe navazovat a Ze
nejde o striktné oddélené procesy. Velmi blizka realité je predstava, Ze pfi ptisobeni nekrogenniho faktoru
zaleZi na jeho intensité a rychlosti ptisobeni, zda bude kompletovana nekrosa, tedy kompletni zanik
buriky, ktera se chova pasivné, nebo zda bude poSkozeni ¢asteCné a navaze na néj apoptosa. Rozhodujici
neni pouze intensita nekrogenniho faktoru, ale i energeticky stav napadené buriky. Aktivace apoptosy je
zavisla na energii. Pfi depleci ATP se rozviji nekrosa, pti dostatku ATP (spontanné nebo pri recirkulaci

v ischemické loZisku) se proces zméni na apoptosu.

Vazba apoptotickych kaskad na nekrosu naznacuje, Ze jejich aktivace je soucasti patologického procesu a
Ze 1ze na jejich aktivaci pohliZet jako na ,,vnucenou, neplanovanou®, prispivajici k poskozeni tkané. S tim
je v souhlase i positivni ovlivnéni patologického procesu inhibitory apoptosy a celkova snaha
apoptotickou kaskadu terapeuticky utlumit pro positivni ovlivnéni procesu (napr. ischémie). Tim se tyto

stavy odliSuji od PCD mimo patologické stavy, kde plni nezbytnou funkci ve prospéch homeostasy.

Dalsi informace 1ze nalézt v naslednych publikacich:

Formihli L. et al.: aponecrosis: morphological and biochemical exploration of a syncretic process of cell death sharing
apoptosis and necrosis. J. Cell. Physiol. 182: 41-49. 2000

Bredersen D.E.: Key note leciurte: toward a mechanistic taxonomy for cell death programs. Stroke 38:652-660, 2007
Lemasters J.J. Dying a thousand deaths: redundant pathways from different organelles to apoptosis and necrosis.
Gastroenterology 129: 351-360, 2005

Priklady nekroapoptosy

Apoptosa jako soucdst ischemické nekrosy mozku

Zde je znama jako excitotoxicka nekrosa. Je vyvolana masivnim drazdénim Nmethyl-D-aspartatovych
(NMDA) receptort excesem glutamatu a aspartatu uvolnénych z ischemické tkané. Tyto receptory,
ovladaji kalciové kanaly a dal$i iontové kanaly neuronu. Jejich nadmérné drazdéni vede k enormnimu
influxu Ca++ (soucasné i Na+, Cl-,vody) do neuronu a k neregulovatelnému zvySeni aktivit proteinas,
fosfolipas a dalSich enzymt (vCetné neuronalni NO syntasy). K této nekrose dochazi v hrani¢nich zénach
mozkovych infarkti, a jeji pficinou jsou mediatory masivné uvolnéné z nekrotickych neuronti. Vhodnou

aplikaci antagonistd glutamatu lze tedy zmensit nasledky ischemie. Ukazuje se, Ze ischemie zvySuje
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citlivost téchto receptorti k uvedenym mediatortim, které se timto stavaji neurotoxiny. Excitotoxicka

nekrosa je klasifikovana jako apoptosa, provazejici ischemickou nekrosu (viz nize).

Dalsi podobnosti jsou v publikaci Broughton B.R.S. et al.: Apoptotic mechanisms after cerebral
ischemia. Stroke 40:331-339, 2009

Apoptosa jako soucdst ischemické nekrosy myokardu

Jeji tcast v ischemické nekrose je vSeobecné uznavana, opakované prokazana a kvantifikovana ve vztahu
k ischemicky podminéné nekrose. Apoptosa je popisovana jako druhé vina zaniku kardiomyocytt v okoli
ischemické nekrosy, nasedajici na predpokladané castecné poskozeni kardiomyocytii mimo ischemické

epicentrum (Dorn W II and Diwan A:The rationale for cardiomyocyte resuscitation in myocardial salvage.J.Mol.Med.
86:1085-1095, 2008)

Aktivace apoptosy v kardiomyocytech je popisovana u fady kardiovaskularnich poruch

Lee Y and Gustafsson A.B.: Role of apoptosis in cardiovascular disease. Apoptosis: 14: 536- 548, 2009
Dorn G.W. II: Apoptotic and nonapoptotic progranmmmed caediuomyocyte death in ventricular remodelling. Cardiovacular
Res. 81: 465-473, 2009

I11.2.2 metody priikazu apoptosy
Morfologicky priikaz apoptosy. Jde o svrchu zminéné zmény ve smyslu pyknotisace jader, svrasténi
buriky, jeji pfipadna fragmentace a nasledna fagocytosa.V elektronové mikroskopii je zejména

densifikace mitochondrii proti mitochondridlnimu edému, ktery je béZny u nekros a u autolysy.

Priikaz degradace DNA K prlikazu zlomi nukledrni DNA se pouZiva:histochemicka technika

(i) TUNEL (TDT - terminalni deoxynukleatidyl transferasa — mediated dUTP-biotin nick end labelling),
ktera prodluZuje preruSené fetézce templdt-nezdvislou cestou (na rozdil od DNA polymerasy). V reakcni
smési jsou nukleotidy konjugované s biotinem nebo jinym antigennim epitopem, ktery je pak
imunofluorescen¢né detekovan. Retézec navazanych nukleotidi je pak p¥i¢inou positivniho zbarveni
apoptotickych jader (obr. 15). Reakci vSak nelze povaZovat za zcela specifickou, nebot” znazorfiuje i
jednovlaknova preruSeni, kterda mohou vznikat i zcela nezavisle jak in vivo, tak pfi zpracovani tkané.
Apoptosu definuje preruSeni obou vlaken.

(ii) na rozdil od této templat nezavislé techniky (TUNEL) lze pouZit techniku ISNT (in situ nick
translation), detekujici jednovlaknova preruseni templat-zavislou cestou pomoci DNA polymerasy I
(nerozStépené vlakno slouZi jako templat). V reakcéni smési jsou oznacené nukleotidy

(iii) detekce translokovaného fosfatidylserinu na zevni list buné¢né membrany annexinem lze provést pouze
na intaktnich burikach (v fezech jsou detekci pristupné oba listy membrany). Translokace lipidu vSak neni
povaZovana za zcela specifickou pro apoptosu.

(iv) dalsi doporucené techniky, pouZitelné pro in situ detekci apoptosy v fezech, jako detekce aktivované

(procesované) kaspasy 3, detekce degradovanych cytoplasmatickych proteinti (v epiteliich napf. fragmenty
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cytokeratinu 18) a dalsi, jsou shrnuté v publikaci: Stadelmannn C a Lassmann H: Cell Tiss.Res. 301: 19-31,

2000)

Biochemicky je moZno prokazat charakteristicky typ degradace (internukleosomalni degradace) na
fragmenty, které jsou zhruba nasobky 180-200 bp a které davaji charakteristicky Zebtickovy vzhled pri
elektroforese.

Kometovy esej (elektroforesa jednotlivych bunék) se povaZuje za rychlou a spolehlivou metodu detekce
poskozené DNA v jednotlivych buiikach. Spociva v zaliti bunék do agarosy, odstranéni bunécnych
komponent vysokou koncentraci soli nebo detergenty a v relaxaci DNA. V elektrickém poli se pak
rozdéli DNA ve tvaru komety, coz lze vizualizovat pomoci fluorescen¢niho indikatoru vaziciho se na
DNA a fluorescencni mikroskopie. Podle toho, zda se esej provadi za alkalického ¢i neutralniho pH, lze
podle nékterych reportti rozliSit jednoretézcové a dvouretézcové zlomy (dvouretézcové zlomy jsou

typické pro apoptosu).

I11.3 Dalsi uzndvané varianty PCD

PCD II. Jedna ze stéle vice uznavanych forem programované bunécné smrti je definovana jako
programoveé vystupiiovana autofagocytosa, progresivné destruujici vitalni struktury cytoplasmy. Razi se
pro ni nazev programovand bunécnd smrt typu II. Proces konci cytologickym obrazem velmi podobnym
kaspasové apoptose, vCetné urychleného odstranéni fagocytosou. Dominantni cytologickou zménou je
vsak excesivni vakuolisace cytoplasmy. Zietelnost autofagickych vakuol mtize byt naruSena obsahem,
tvorenym cytoplasmatickymi organelami v rtizném stadiu degradace. Proces je pokladan za fylogeneticky
velmi stary. PCD II je téZ aktivovana béhem vyvoje.

Nové se popisuje velmi uzky vztah mezi apoptosou a autofagii (tedy mezi PCD I a II) vzhledem k tomu,

Ze byl prokdzdn vztah mezi proteiny Bcl-2 a Beclinem 1 (humdnni analog Atg5)

Paraptosa, programovana bunécna smrt nezavisla na kaspasach, s vyjimkou kaspasy 9, je
charakterisovana pouze zdufenim mitochondrii a endoplasmatického retikula. Cytologicky je dominantou
cytoplasmatické vakuolisace. Autofagie neni aktivovana. Tato forma PCD je popsana za vyvoje a pri
nekterych neurodegenerativnich poruchach. Je otazkou, zda se ujme termin PCD III, ( viz oddil IV., prdci

Galluzzi et al., 2007)

Bursch W.The autophagosomal lysosomal kompartment in programmed cell death. Cell Death and Differentiation 8.569, 2000
Gozuacik D a Kimchi A: Autophagy and cell dotah. Curr Top Dev Biolo. 78:217-245, 2007

Shinmizu S a spol:. Role of Bcl-2 family proteins in a non-apoptotic programmmed cell death dependent on autophagy genes.
Nat Cell Biol. 6: 1221-1228, 2004

Maiuri M.C. a spol:Self-eating a nd self-killing:crosstalk between autophagy and apoptosis. Nat Rev Cell Biol 8:741-752
2007

Luo S a Rubinsztein D.C.: Atg5 and Bcl-2 provide novel insights into the interplay between apoptosis and autophagy. Cell
Death and Differentiation 14: 1247-1250, 2007

Sperandio S et al. : An alternative, nonapoptotic for of programmed cell death. PNAS 37: 14376-81, 2000.
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I11.4 Modifikovand — atenuovand (regulacné usmérnénd) apoptosa

Sem patfi proces vzniku bezjaderného, ale Zivotaschopného derivéatu ptivodni buriky, omezeného na
cytoplasmu. Klasickym pfikladem jsou erytrocyty a buniky o¢ni ¢ocky. Zminény jsou i krevni desticky a

keratinocyty epidermis

varianty tzv. atenuované PCD
programové zménéné prekursory
(ztréta jadra a tfi rizné varianty nasledného anuklearniho derivétu)

jaderny
prekursor
tzv. erytrocyt keratinocyt
p N,
»Vlakno“ o€ni CoCky dogasné persistujici
celoZivotné persistujici doéasn§ iijicil(cirkvulujicl') Erovhko Vélé cytoplasrtna
%iva bezjaderna buiika bezjaderna buiika unKy spinosni vrstvy
epidermis

(i) Erytrocyty — derivaty erytroblastli, které procesem expulse ztraceji pyknotické jadro. Na odpojeném
jadre se na zbytcich perinukledrni cytoplasmy méni symetrie fosfatidylserinu, kterd podminuje jeho
rychlou fagocytosu. Pyknosa jadra neni prokazatelné zptisobena aktivaci tzv. exekucnich kaspas (chybi
oligonukleosomalni typ degradace), ale je Stépen lamin B a protein acinus. Z cytoplasmy mizi veSkeré
organely procesem autofagie a expulsi autofagosomt (v erytroblastu byl dominantni bohaty
proteosynteticky aparat - ribosomy a mitochondrie). Za autofagii mitochondrii je zodpovédna zvySena
exprese Nix proteinu (z Bcl 2 rodiny). Pyknoticky vzhled jadra erytroblastt slouZi pro snadnou
identifikaci hnizd Cervené fady v erytroblastickych hnizdech krvetvorby. Je vSeobecné znamo, Ze zraly
erytrocyt ma omezenou dobu Zivota. Nutno dodat, Ze 1ze experimentalné vyvolat klasickou PCD I

ve stadiu erytroblasti (deprivaci erytropoetinu nebo stimulaci interferonem gama).

Zermatti Y. a spol.: Caspase activation is required for terminal erythroid differentiation, J.exp.Med.193: 247-254, 2001
Carlile GW a spol.: Caspase 3 has a nonapoptotic punction in erythroid maturation. Blood 103: 4310-4316, 2004

(ii) Buriky (vldkna) ocni ¢ocky se odliSuji od erytrocytt tim, Ze po ztraté jadra a po maximalni redukci
cytoplasmatickych kompartmenti preZivaji po cely Zivot organismu. Vznikaji procesem zaniku vSech
cytoplasmatickych organel a ztratou jadra procesem, ktery ma mnohé rysy vnitini mitochondrialné
iniciované PCD I (zvySeni proapoptotickych proteinti BAX, Bcly, aktivace kaspasy 3, uvolnéni

cytochromu c), ale je zaroven pod striktni kontrolou antiapoptotickych proteini ze skupiny Bcl-2 (viz
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shora), vCetné survivinu. Dochazi k selektivnimu Stépeni alfa a beta spektrinti, ale neni atakovan aktin.

Neni presun fosfatidylserinu na zevni membranu buiiky (vldkna). Mechanismus degradace jadra neni
presné definovan.Pro tento striktné regulovany proces s rysy apoptosy je raZzen termin ABC (apoptosis-

related Bcl-2- and caspase-dependent) diferenciace

Weber GF' a Menko AS: The canonical intrincic mitochondrial death pathwasy has a non-apoptotoic role in signalling lens
cell differentiation. J.Biol.Chem.280:22135-22145, 2005

Situace v epidermis (rohovéjici dlaZzdicovy epitel). Konec Zivotniho cyklu keratinocytu je charakterisovan
(mimo jiné) zanikem jadra, vymizenim organel a paralelné akumulaci cytokeratinu a filagrinu, vSe
provazené vyraznym zretézenim glutaminem (aktivita transglutminasy). Proces rohovéni keratinocytu
nema charakter apoptosy (PCD I), degradace jader nema interoligosomalni charakter, povaha
endonukleasy je neznama. Exekucni kaspasy nejsou prokazatelné. Vyrazné a specificky pro rohovéjici
epidermis je exprimovana aktivovana kaspasa 14, ktera nehraje roli v znamych procesech apoptosy.
Proces je charakterisovan pouze obecné jako programovana smrt keratinocytu, nékterymi jako terminalni
diferenciace keratinocytu, odliSna od apoptosy. Apoptosu Ize indukovat v kultivovanych liniich
dlaZdicového epitelu, vyjimecné in vivo UV ozarenim.

V tomto smyslu je situace v epidermis diametralné odliSna od situace ve vlasovém foliklu, kde je
apoptosa vyrazné vyjadrena ve fazi katagenu.

Wehrli P. a spol.: Death receptors in cutaneous biology and disease. J. Incest. Dermatos. 115:141-148, 2000

Raj D. a spol.: Keratinocyte apoptosis in epidermal development and disease. J.Invest. Dmatol.126: -243-257, 2006
Houben E a spol.: A keratinocyte’s course of life. Skin Pharmacol.Physiol. 20:122-132, 2007

Botchareva N.V. a spol.: Apoptosis in the hair follicle. J. Incest. Dermatos.126: 258-264, 2006)

Pokud jde o krevni desticky, je situace ponékud odliSna. Desticky jsou derivaty cytoplasmy zralého
megakaryocytu, vysoce polyploidniho elementu. Jsou uvoliiovany ve formé cytoplasmatickych vybézki,
které obsahuji organela desticek (LRO- viz kapitola lysosomalni systém, mitochondrie, densni granula).
Tyto jsou odd€leny jako protrombocyty a nasledné jeSté déleny na vysledné trombocyty. Tento proces ma
urcitou obdobu snad pouze v tvorbé tzv. endotelidlnich mikropartikuli. Po vycerpani cytoplasmatického
,poolu” je celé jadro se zbytkem perinuklearni cytoplasmy odstranéno fagocytosou okolnimi makrofagy
procesem, ktery ma fadu znakiti apoptosy. Tento finalni proces s rysy apoptosy je predchazen aktivaci
exekucni kaspasy 3 s prokazatelnymi produkty degradace jejich substrati. Tento proces je omezen na
cytoplasmu a hraje roli v diferenciaci cytoplasmatického ,,poolu prekursort desticek DalSi podrobnosti

v naslednych publikacich

Zauli G a spol.: In vitro senescence and apoptotic cell dotah of human megakaryocytes. Blood 9%: 2234-2243, 1997
Radley J.M. and Scurfiel G.: The mechanism of platelet release. Blood 56:996-999,1980

Cryamer E.M. a spol.: Ultrastructure of platelet formation by human megakaryocytes cultured with the Mpl ligandu. Blood
89: 2336.-2343, 1997

De Botton S a spol.: Platelet formation is the consequence of caspase activation within megakaryocytes. Blood 100: 1310-
1317, 2002

II1.5 Aktivace kaspas v diferenciaci bunék je dnes vSeobecné uznavana. Jde o kaspasy, znamé jako

exekucni v procesu PCD I. Jejich indukce byla popsana v diferenciaci monocytu na makrofag pri
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stimulaci cytokinem M-CSF, déle pri diferenciaci osteoblastu a kosterniho svalu.VSechny tyto procesy

jsou prosté projevi apoptosy.

Fernando P a spol. Caspase 3 activity is required for skeletal muscle differentiation. PNAS 99: 11025-11030, 2002

Mogi M , Tovaru A: Activation of caspase is required for osteoblastic differentiation. J.Biol.Chem. 48:47477-47482, 2003
Sorbet O. a spol.: Specific involvement of caspase in the differentiation of monocytes into macrophages. Blood 100: 4446-
4453, 2002

I11.6 Zanétlivé (inflamatorni) kaspasy

Tyto kaspasy se podileji na regulaci zanétlivé odpovédi predevsim regulaci maturace zanétlivych
cytokind, jejich aktivace vSak nevyvolava apoptosu.: U ¢lovéka to je kaspasa-1, -4 a -5, u mySi kaspasa-1,
-11 a -12. Kaspasa-1 byla identifikovana jako viibec prvni kaspasa (interleukin-13-converting enzyme ci
ICE protease) a je zodpovédna za proteolytickou maturaci zanétlivych cytokinti IL-1, IL-18, ev. IL-33.
Kaspasa-1, ev. i dalsi kaspasy této rodiny, je aktivovana v tzv. inflamasomech (viz texty mikrobiologie),
Kromé kaspasy-1 neni pro vétSinu clent této rodiny znam Zadny specificky substrat. Pfedpoklada se, ze
kaspasa-12 muZe blokovat aktivaci kaspasy-1, a tak zvySovat susceptibilitu k bakteridlnim infekcim.
Funkcni gen je exprimovan jen u mysi, u vétSiny lidské populace se vyskytuje jako pseudogen; cely gen
je exprimovan u Casti cernoSské populace, kde zptisobuje snizenou odpovéd’ na LPS-indukovanou expresi

cytokint (zejm. IL-1f3) a je spojovan s horSim, casto fatalnim priibéhem septického Soku.

IV. Nékteré poznamky

Ze stale rostouciho mnoZstvi publikaci pojednavajicich o problematice nekrosy a apoptosy lze vytusit, Ze
realné definovani molekularnich mechanismi je stale neuspokojivé. Tento text ma vyjadrovat pouze
obecny pohled na tyto procesy a neklade si narok na detaily na trovni Cisté molekularni. Pro tyto
odkazujeme na souhrnné prace

Klener P.Jr a spol.: Cell death signalling pathways in the pathogenesis and therapy of hematologic malignancies: overview of
apoptotic pathways. Folia Biologova (Praha) 52: 34-44, 2006

Dalsi pohled na mechanismy bunécné smrti a funkce kaspas jsou podany v fadé publikaci, u nichz
zminujeme nasledujici:

Galluzzi L.a spol.: Cell dotah modalities: classification and pathophysiological implications.Cell Death and Differentiation
14:1237-1266, 2007

Lockshin R.A., Zajeti Z: Caspase-independent cell death. Oncogene 23:2766-2773, 2004

Einstein-Rotkopf Y, Arama E.: Can’t live without them, can live with them: role of caspase durnig vital cellular processes.
Apoptosis 14: 980-995, 2009

Objevuje se i termin programovana bunécna smrt, a to v pripadech, kdy k zaniku buiiky nedochazi

aktivaci kaspas a kdy neni vyraznéjsi kondensace chromatinu (neni pyknosa).

Jddtteld M a Tschopp J.: Caspase-indetipendent cell dotah in T lymphocytes.. Nature imunology 4:416.-423, 2003

Pozndmky k aponekrose. Na rozdil od predchozich zminénych stavii, u nichzZ byla aktivace PCD

nastartovana regulacnim mechanismem, u nekroapoptosy miZe jit o neprogramovanou aktivaci kaskady
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PCD, jejiZ soucasti mohou byt i karikaturou normalniho procesu. Z dosavadnich studii plyne, Ze pri

patologickych procesech dochazi k selhani bunécnych organel pripominajici do zna¢né miry selhani
organti v makroorganismu. Jejich poSkozenim se dostava fada komponent mimo sviij pfirozeny
kompartment a stavaji se tak vychodiskem kaskad, které jsou pro biologickou integritu buriky fatalni. Je
otazka, zda jsou vyvojové predurcené nebo zda jde o fetézec komplikaci, rozvinuty po selhani urcité
organely ad hoc.MiiZe jich byt tedy nepfeberné mnoZzstvi. Za patologickych procesti mohou byt tyto cesty
aktivovany, pokud nedojde k masivnimu poSkozeni buriky nekrogennim procesem.

V nejobecnéjsim slova smyslu Ize vidét rozdil mezi nekrosou a apoptosou jako mezi vrazdou buriky,
uskutecnénou nejriznéjsimi zptsoby (pricemz hraje burika roli zcela pasivni) a mezi exekuci,
uskutecnénou aktivaci procesi, jejichZ scéndr je ustalen fylogeneticky. Scéndr (scénare) apoptosy lze

s jistou nadsazkou ptirovnat k maximalnimu trestu, jehoZ exekucni varianty se mohou liSit. Jako varianta
je zminovana sebevrazda buriky. Rozhodnuti k exekuci miZe byt dosaZeno na trovni individualni buriky

nebo na trovni tkaneé.



	Mechanismus apoptosy. Při apoptose hrají důležitou úlohu cysteinové proteasy zvané kaspasy, štěpící protein ve specifické sekvenci minimálně čtyř aminokyselin, a to za invariantním aspartátem v pozici 1 (cystein aspartate protease). V savčím genomu je 14 genů kódujících kaspasy. Změna prokaspasy na aktivní kaspasu je dána částečnou proteolysou. V kaskádě kaspas se rozlišují iniciační kaspasy, které svojí proteolytickou aktivitou aktivují další kaspasy, a tím amplifikují apoptotický signál, který skončí smrtí buňky. Mezi iniciační (apikální) kaspasy patří kaspasa-2,-8,-9 a -10 (aktivované zevní cestou – DISC komplexem, nebo vnitřní – mitochondriální cestou v apoptosomu, viz níže). Mezi exekuční (efektorové) patří kaspasa-3,-6 a -7. 
	Dále existuje skupina kaspas, které se podílejí na diferenciaci buněk (III.5) a na regulaci zánětlivé odpovědi (viz III.6), aniž by aktivovaly apoptotickou kaskádu.
	Kaspasy jsou lokalisované v cytosolu. Pouze výjimečně byly detekovány také v cytoplasmatických granulích nejasné povahy.

