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uvoD

Vlozenim slov ,apoptosis® a ,cancer® do PubMed databazy ziskame v su€asnosti cez viac ako
140 tisic referencii. Vyznam mechanizmu spustania apoptdzy, resp. rezistencie buniek na apoptézu,
je kluovym pri rozvoji nadorovych choréb. Uvod tohto vzdelavacieho materialu je orientovany na
Casovu os dblezitych objavov o apoptdze. Nasledné su rozoberané dalSie typy bunkovej smrti a potom
vyznamné proteiny spojené s apoptotickou kaskadou. Vo Stvrtej Casti su predstavené hlavné signalne
drahy apoptozy. Zaver publikacie poukazuje na regulaciu apoptdzy a jej ulohu pri vzniku nadorov.

Skriptd su urCené pre Studentov pregradualneho $tudia prirodovedeckych odborov a Studia
vSeobecného lekarstva, ako aj pre Studentov postgradualneho Studia v odboroch Lekarska chémia

a biochémia, Klinicka biochémia, Molekulova bioldgia a Bioldgia.



Vyvoj pojmu apoptdza

1 VYVOJ POJMU ,,APOPTOZA*

Slovo ,apoptosis“ pochadza z gréckeho pisomnictva. Tento termin navrhol profesor James
Cormack z katedry gréctiny na Aberdeenskej univerzite. Z gréckeho pojmu uréeného pre opadavanie
lupefiov z kvetov Ci listov zo stromov mu opat vratil jeho medicinske pouzitie, hoci trochu iného
vyznamu ako mu dali Gréci pred dvoma tisicroiami — Hippokrates pouzival termin apoptosis pre
,opadavanie masa z kosti“.

Apoptdéza (AP), Cize programovana bunkova smrt (PBS), alebo bunkova samovrazda je
fyziologicko-geneticky riadeny proces autodestrukcie bunky. Tento proces je aktivovany zanikajucou
bunkou v situacii, ked' sa stava pre tkanivo, resp. organizmus nepotrebnou, Cize Skodlivou. Vyskytuje
sa u vSetkym mnohobunkovych a u niektorych jednobunkovych organizmov a ma zakladny vyznam
v obrane (proti virusom i baktéridam), v morfogenéze, homeostaze, ontogenéze a funkcii imunitného
systému. Apoptéza je taktiez odpovedou na rdzne posSkodenia, najma pri degenerativnych
a nadorovych chorobach [Sankari a kol., 2012].

Apoptoticky program, ktory je uloZzeny v gendme kazdej bunky, je aktivovany len u tych buniek,
ktoré su odsudené na zanik v danom Case. Tieto bunky su zniCené sériou postupnych udalosti, ktoré
su riadené suborom urcitych génov. Apoptoticka bunkova smrt je esencialna pre spravny vyvoj
organov a tkaniv, pricom nema na tieto tkaniva Ziadne deStrukéné ucinky. Zlyhanie apoptdézy méze
spOsobit’ tazké anomalie, po¢nuc vyvojovymi poruchami az po rozvoj onkologickych choréb [Galluzzi
a kol., 2007]. Samotna AP nastava pocas normalneho vyvoja viacbunkovych organizmov a pokracuje
v priebehu dospievania. Suhra apoptézy a bunkovej proliferacie je vyznamna pri tvarovani samotnych
tkaniv a organov pocCas embryonalneho vyvoja. Apoptdéza sa tiez vyrazne podiefa na regulacii
imunitného systému. T-lymfocyty su bunky imunitného systému, ktoré su dbélezité pri niceni
infikovanych alebo poSkodenych buniek v ludskom tele. Skér nez dospeju v tymuse, sa pomocou
zdravych buniek v krvnom rie€isku zaistuje ich uc€inok proti cudzim antigénom. Akékolvek neucinné
alebo samo-reaktivne T-bunky su prostrednictvom indukovanej apoptdzy odstranené [Lemasters,
2007].

Studium apoptézy sa datuje od polovice 19stého storogia. Koncept prirodzenej bunkovej smrti,
neskdr znamej ako apoptdéza, bol prvykrat spomenuty v roku 1842 Carlom Vogtom, ktory prvé
experimenty vykonal na modeloch Ziab [Vogt, 1842]. Prvy morfologicky popis bol poskytnuty
Waltherom Flemmingom v roku 1885, ktory elegantne vykreslil bunkovy Ubytok, jadrové rozstiepenie
a apoptotické formovanie bunkového tela [Flemming W., 1885]. Nasledoval takmer storo¢ny upadok v
Studovani apoptézy, az do roku 1951, ked' Alfred Glucksman opisal ,karyopyknézu® ako odliSnu formu

bunkovej smrti charakterizovanu jadrovou redukciou a kondenzaciou chromatinu [Glucksmann, 1951].



Vyvoj pojmu apoptdza

Saunders a Lockshins pracovali na ulohe bunkovej smrti pri vyvijani kridiel u hmyzu a vtakov
[Saunders, 1966]. Dosiahnuté zavery experimentov vyuZil v Sestdesiatych rokoch australsky patolég
Kerr na opisanie nezvyCajnej formy smrti pri ischemickom poSkodeni peCefového tkaniva [Kerr,
1965]. Nasledovala az publikacia v Nature roku 1980 [Wyllie, 1980] popisujuc indukciu apoptozy
u tymocytov spojenu s aktivaciou endogénnych endonukleaz, ktorym dalSi vedci zacali prikladat
vyznamnu ulohu. PokraCovanim bol prehladovy ¢&lanok toho istého roku, ktory daval apoptéze
biologicku dolezitost [Wyllie a kol., 1980]. V osemdesiatych rokoch 20tého storo€ia vyskumnici objavili
spojitost medzi Stiepenim DNA pri apoptéze a indukciou endonukleazy, ¢im dokazali, ze jej aktivita je
zavisla na pritomnosti kalciovych i6nov [Jones a kol., 1989]. ESte dva roky predtym vyslovil Wyllie

zakladné axidmy vo vztahu k apoptdze po ucinku toxickych latok:

i. apoptoza je indukovana Skodlivymi stimulmi mensej sily, ako u rovnakych buniek postihnutych
nekrézou;
ii. apoptéza sa lahSie vyvola utakych bunkovych skupin, ktoré za fyziologickych podmienok

vykonavaju rychlu obmenu bunkovej populacie [Wyllie, 1987].

Vyznamnym zvratom pri definovani apoptézy na zaklade cytogenetickych a biochemickych
pozorovani bola charakterizacia DNA rebrika (Stiepenie DNA na mnohopocetné fragmenty)
povazovaného za biochemicky marker pre apoptozu [Enari a kol., 1998].

V roku 2002 sa Bob Horvitz podielal na Nobelovej cene v oblasti fyziolégie a mediciny za jeho
prvotnu pracu rozuzlenia zakladnych aspektov bioldgie apoptdézy na systéme Caenorhabditis elegans
[Horvitz, 2003]. Detailny ¢asovy prehlad vyskumnych objavov v spojeni s apoptdzou je znazorneny na

obrazku 1.
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Vyvoj pojmu apoptéza

1. morfologické
popisanie vyznamu AP

Definicia apoptdzy
oproti nekréze

-p53 navodzuje AP
- klonovanie a
sekvenovanie CD95

Dokazanie CDIS pri
liekmi indukovanej AP

Popisanie PBS u
stavovcoy

i

Objavenie Bcl-2 ako

Identifikacia BAX

Identifikdcia SMAC

inhibitora apoptdzy

Objavenie bunkovej
smrti pozorovanej

Vytvarenie
terminu nekrdza

na ropuchach

Indukovanie
nadorovej smrti
inhibiciou Bcl-2

Objavenie bunkovej
smrti ha neurdnoch

Identifi-
kacia Bak

Dokazanie CDAS pri
liekmi indukovanej AP

~ 2000 - 2003 — 2005

Potlagenie
autofage a spojenie

Popisanie
DN rebrika
pri apoptdze

Popisanie Myc
ako reguldtora AP

Klinické pouiitie
antisense RN&
proti Bel-2

s hadorovym
vyvojom

Obrazok 1: Chronologicky €asovy priebeh nadobudnutych poznatkov pri apoptéze. Vyznam skratiek:AP —
apoptdza; PBS — programovana bunkova smrt; Bcl-2 — protein B bunkového lymfému-2; p53 — nadorovy protein
p53; Myc — c-Myc regulacny gén; CD95 — Fas povrchovy receptor bunkovej smrti; Bak — Bcl-2 homologny
antagonista; BAX — Bcl-2 asociovany X protein; SMAC — sekundarny mitochondriovy aktivator kaspaz.
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Definicia apoptdzy

2 DEFINICIA APOPTOZY A DALSICH TYPOV BUNKOVEJ SMRTI

Apoptdza, najCastejSie oznaCovana ako za ,bunkovd samovrazdu®, je vysoko regulovany
proces u vacsiny eukaryotov. V ramci kazdého dna v ludskom tele balancuje s apoptézou viac ako 10
bilibnov buniek. Apoptéza je definovana ako forma programovanej bunkovej smrti (PBS)
v multibunkovom organizme. Predstavuje jeden z hlavnych typov PBS a vyzaduje sériu biochemickych
udalosti veducich k charakteristickej zmene bunkovej morfologie. Apoptéza je nevyhnutna pri vyvoji
normalnych buniek, tkanivovej homeostaze, embryogenéze, potlaeni a udrzani imunitnej tolerancie,

vyvoji nervového systému a hormonalne zavislej tkanivovej atrofii [Ghatage a kol., 2014].

2.1 ROZDIELY OPROTI NEKROZE

Mechanizmy bunkovej smrti mozno rozdelit do dvoch hlavnych kategérii podla toho, &i
bunkova smrt’ prebieha podla urcitého programu alebo nie. Riadena alebo programovana bunkova
smrt sa najCastejSie vyskytuje formou apoptdézy. Na druhej strane neriadend bunkova smrt
predstavuje neoCakavanu destrukciu bunky, ktora za normalnych okolnosti nebola uréena k zaniku.
NajznamejSou formou neriadenej bunkovej smrti je nekréza. Podobne ako v pripade apoptozy aj
nekréza bola popisana ako vyznamny typ smrti buniek so zretelnou morfologickou charakteristikou.
Bunky podlahnu nekrotickej smrti, ked su vystavené extrémnemu stresu. R6zne typy buniek mozu
odolavat réznym stupriom stresu, pocnuc strednym a konciac tazkym stresom. Hoci su vSetky bunky
vybavené regulaCnymi mechanizmami, ktoré mézu tlmit enviromentalne fluktuacie a stabilizovat
vnutrobunkové prostredie, schopnost buniek udrziavat ich integritu je obmedzena. Intenzivne
neziaduce podmienky, ktoré prekracuju tlmivu kapacitu bunkovych ochrannych systémov, vedu
k ireverzibilnej poruche homeostazy, extenzivhemu poSkodeniu buniek a nasledne kich smrti.
Neziaduce enviromentalne podmienky ako nedostatok kyslika i zivin, zvySena teplota, kontakt s jedmi
a extenzivne mechanické pretazenie buniek su u€innymi spustacmi nekrézy [Hotchkiss a kol., 2009].
Jeden zo zakladnych rozdielov v biochémii apoptézy a nekrdézy spociva v rozdieloch na energetickej
urovni. Kym nekréza je charakterizovana kompletnou stratou energetického potencialu bunky,
apoptoza je proces aktivny, vyzadujuci energiu vo forme ATP. Medzi apoptézou a nekrézou je rozdiel
nielen v poziadavkach na energiu, ale taktiez aj na morfologickej a molekulovej urovni [Lemasters,
2007; Fabianova, 2010]. Tabulka 1 sumarizuje rozdielne znaky a vlastnosti medzi nekrdézou a

apoptozou.
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Kltucové molekuly v apoptdze

Tabulka 1: Vyznamné rozdiely v znakoch a vlastnostiach medzi nekrézou a apoptézou.

Nekroza

Apoptéza

ZvacSenie resp. napuchnutie cytoplazmy a
mitochondrie

Scvrknutie cytoplazmy; kondenzacia
jadra

Morfologické Stratenie membranovej integrity

Pluzgiernatenie membrany, integrita
zachovana

Zmeny Celkova lyza bunky

Rozpadnutie bunky na menSie formy,
tvorba apoptotickych teliesok

Vyplavenie bunkového obsahu do
extracelularneho priestoru

Vycistenie bunkového obsahu
fagocytdzou

NevyzZaduje energeticku zavislost; pasivny
proces

Vyzaduje energiu vo forme ATP; aktivny
proces

Strata regulacie ibnovej homeostazy

Pevne regulovany proces vyzadujuci
aktivaciu a enzymatické kroky

Biochemické érty | Vznik nahodne velkych fragmentov DNA;
tvorba Smuhy na agarézovom géle

Pravidelné DNA fragmenty o rovnakych
velkostiach (cca. 200 bp)

Uvolnenie réznych faktorov (cyt-c, AlF)
z mitochondrie do cytoplazmy

Aktivacia kaspazovej kaskady

Ne-fyziologické narusenie (toxiny, zranenie,
hypoxia, masivne tkanivové poskodenie a pod.)

Fyziologické stimuly (rastové faktory,
extracelularne signaly a pod.)

Zapal vedie k podstatnému uvolneniu

Generovanie nezapalovych odpovedi

Fyziologické bunkového obsahu
vlastnosti Postihnuta je skupina susediacich buniek; celé . T
tkanivo Postihnuté su individualne bunky

Fagocytéza prostrednictvom makrofagov

Fagocytéza prostrednictvom susednych
buniek alebo makrofagov

Morfologické &rty apoptézy su znacne odliSné od morfologie nekrézy. Makroskopickymi,

ultrastrukturalnymi a fyziologickymi znakmi apoptdzy je scvrkavanie jadra, kondenzacia chromatinu,

internukleozomalne Stiepenie DNA, vytvaranie pluzgierikov v plazmatickej membrane a dezintegracia

bunky do mnozstva vezikul, ktoré byvaju spravidla pohltené okolitymi bunkami ¢i tkanivom. Na druhe;j

strane, nekréza je spojena s puchnutim mitochondrii, dilataciou endoplazmatického retikula

a rozsiahlou vakuolizaciou cytoplazmy. Na povrchu plazmatickej membrany sa nevytvaraju

pluzgieriky, ale bunka puchne, pricom dochadza k lyze bunky bez vzniku vezikul. Ako bunka umiera,

dochadza k naruSeniu cytoplazmy, chromatin hrubne, zraza sa a tato zmena je nasledovana stratou

jadrového farbenia a karyolyzou (obr. 2).
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Kltucové molekuly v apoptdze

NEKROZA - APOPTOZA
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Enzymaticky rozpad

bunky Fagocytujuca bunka

Obrazok 2: llustraény rozdiel medzi nekrézou a apoptézou. Obrazok upraveny a pouzity z internetove;j
stranky:
http://medicinembbs.blogspot.sk/2011/03/programmed-cell-death-apoptosis.html

Obsah bunky je uvolneny do medzibunkového prostredia, priCom dochadza k poskodeniu
okolitych buniek a indukcii zapalu. Na rozdiel od nekrozy, apoptdza nie je spojena s posSkodenim
okolitych buniek a vo vSeobecnosti ju nesprevadza zapal. Apoptotické bunky su oby€ajne rozptylené
po celom tkanive, zatial ¢o nekrotické bunky su najviac lokalizované v priliehajucich vrstvach
[Hotchkiss a kol., 2009].

2.2 AUTOFAGIA

Termin ,autofagia“ bol odvodeny z Gredtiny a znamena ,samopozieranie“. Tento proces je
charakterizovany likvidaciou velkého objemu cytoplazmy a organel v autofagovych vackoch
a nasledne podstupeny degradacii pomocou vlastného lyzozomalného systému [Ghatage a kol.,
2014]. Prvykrat ho popisal pred viac ako 45 rokmi Christianom de Duve, ktory sledoval degradaciu
mitochondrii a ostatnych vnutrobunkovy Struktar na pec€enovych bunkach potkana, ktoré boli
vystavené pankreatickému horménu — glukagénu [Deter a Duve, 1967]. Vyznamnu ulohu v procese
autofagie zohravaju gény oznaCované ako ATG (gény suvisiace s autofagiou). Na kvasinkach bolo

identifikovanych 32 rozdielnych génov, ale vacsina z nich sa nachadza aj u rastlin a cicavcov [Glick a
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Kltucové molekuly v apoptdze

kol., 2010]. Definované su tri typy autofagie: makro-, mikro-, a Saperénmi sprostredkovana autofagia.
Vsetky typy konéia proteolytickou degradaciou cytoplazmatickych komponentov lyzozémami. Makro-
autofagia dopravuje cytoplazmaticky obsah do vnutra lyzozémov prostrednictvom dvojvazbovych
membranovych vackov, tieZz znamych ako autofagozémy, ktoré sa v lyzozémoch spajaju a vytvaraju
autolyzozém. Pri mikro-autofagii sa cytoplazmatické komponenty transportuju priamo cez membranu
lyzozémov. Obidva spdsoby su schopné pohltit velké Struktury cytoplazmy pomocou selektivnych
a neselektivnych mechanizmov [Glick a kol., 2010]. V Saperéonmi sprostredkovanej autofagii su cielové
proteiny translokované cez lyzozomalnu membranu v komplexe so Saperénovymi proteinmi, ktoré su
rozpoznavané lyzozomalnym membranovym receptorom, oznacovanym ako LAMP-2A. Vysledkom je

rozbalenie cielfovych proteinov a ich nasledna degradacia [Saftig a kol., 2008].

Autofagia sliuzi na eliminovanie dlho-zijucich proteinov a organelovych komponentov.
Predstavuje délezitu funkciu v bunkovom systéme, ako je diferenciacia, stres alebo poSkodenia
indukované cytokinmi. Bunky, ktoré podstipia neprimeranej autofagii, odumieraju neapoptotickym
spbésobom bez aktivacie kaspaz. Autofagia predstavuje hlavny faktor ako pri dozrievani, tak
predchadzani rakoviny a jej uloha mbéze byt rozdielna po€as tumorovej progresie [Ghatage a kol.,
2014].

2.3 PARAPTOZA

Paraptéza popisuje neapoptoticki bunkovu smrt' charakterizovanu pritomnostou vakuol v
cytoplazme, bez fragmentacie jadra, kondenzéacie chromatinu a tvorby apoptotickych teliesok.
Vyraznym znakom je ale progresivny opuch mitochondrii i endoplazmatického retikula na zaciatku
procesu a nevyzaduje si aktivaciu kaspaz. Paraptéza je spustana mitogén-aktivovanymi protein
kindzami, ako aj ¢lenmi TNF rodiny a receptora pre inzulin-podobny rastovy faktor | [Broker a kol.,
2005].

2.4 MITOTICKA KATASTROFA

Pod mitotickou katastréfou sa rozumie dalSi typ bunkovej smrti, odliSnej od apoptézy. Pocas
mitézy podstupuju proliferatné bunky réznym Strukturdlnym a molekulovym zmenam (chromatinova
kondenzacia, tvorba deliaceho vretienka, rozpadnutie jadrového obalu a reorganizacia cytoskeletu).
Vznik mitotického vretienka pri chromozémovej segregacii je zalozeny na bipolarnych poliach
mikrotubulov. Mikrotubuly st vysoko dynamické polyméry, ktoré sa kontinualne predizuju a skracuju

na zaklade vazby regula¢nych proteinov. Rychlost polymerizacie mikrotubulov je definovana ako
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katastrofa [Vakifahmetoglu a kol., 2008]. Pojem mitotickd katastrofa sa pouzZiva na vysvetlenie
oneskorenej bunkovej smrti v spojeni s mitézou. Predstavuje sled udalosti, ktoré maju za nasledok
predCasny alebo nevhodny vstup buniek do mitézy, spésobeny fyzikalnym alebo chemickym stresom
(ionizujuce Ziarenie, protinadorové lieky). Bunky, ktoré podstupia mitotickej katastrofe vytvoria
aneuploidné bunky, ktoré pri neskorSej reprodukcii mézu predstavovat riziko onkogenézy [Ghatage a
kol., 2014].
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3 KLUCOVE MOLEKULY V APOPTOZE

Sucasnymi metédami sa podarilo identifikovat 4 hlavné funkéné skupiny molekul
zUucCasthujucich sa pri spustani a ovplyviiovani apoptotického procesu. Patria sem kaspazy;
adaptorové proteiny, ktoré kontroluju aktivaciu iniciatorov kaspaz; &lenovia super rodiny tumor

nekrotizujuceho faktora (TNF) i receptora (TNF-Rc); a bielkoviny Bcl-2 rodiny [Strasser a kol., 2000].

3.1 KASPAzY

Kaspazy predstavuju skupinu cysteinovych proteaz, ktoré su nevyhnutné pri programovane;j
bunkovej smrti [Gritter, 2000]. Aktivita cys-proteaz bola detekovana vo vSetkych bunkach
podstupujucich apoptézu bez ohlfadu na ich pdovod alebo smrtefné stimuly. Protein Ced-3, kddujuci
aspartat Specifickl cys-proteazu je potrebny pri smrti vdetkych somatickych buniek [Kumar, 2007].
U cicavcov bolo identifikovanych najmenej 14 kaspaz a z toho priamo iba u ¢loveka kaspaza-1, -10 a -
14 [Li a Yuan, 2008]. Tieto enzymy rozpoznavaju tetrapeptidovy motiv a rozStiepuju substraty na
karboxylovom mieste aspartatového zvySku. Su syntetizované ako zymogény, ktoré maju velmi nizku
enzymaticku aktivitu. Vytvorenim dvoch identickych heterodimérnych podjednotiek 2x20 kDa a 2x10
kDa vznikaju aktivne formy enzymov [Grutter, 2000]. Individualnost kaspaz je poznacena odliSnou
substratovu Specifickostou, ktora je determinovana pomocou opacného poradia AMK v retazci.
Niektoré kaspazy obsahuju dlhu pred-oblast oznaCovanu ako DED (-8 a -10) ainé zasa doménu
CARD (kaspaza-1, -2, -4, -5, -9, -11 a -12), ktoré umoznuju interakcie s dalSimi proteinmi v suvislosti

so signalnou drahou [Ghavami a kol., 2009]

3.1.1 Vyznamné kaspazy a ich mechanizmus aktivacie

Kaspazy su syntetizované vo forme jednoduchého retazca ako neaktivne zymogény,
pozostavajuc zo Styroch domén: N-terminalnej preddomény o variabilnej dizke; velkej podjednotky
s molekulovou hmotnostou okolo 20 kDa, malej podjednotky (~10 kDa) a spojovacej oblasti pre tieto
katalytické podjednotky [Salvesen a Riedl, 2008]. Vysledkom proteolytického rozStiepenie
kaspazovych prekurzorov je velka a mala podjednotka s produkciou hetero-tetramérneho komplexu.
Tento komplex predstavuje aktivnhu Cast enzymu a pozostava z dvoch velkych a dvoch malych
podjednotiek [Wolf a Green, 1999]. Samotné kaspazy sa lisia v dizke a sekvencii aminokyselinovej N-
terminalnej predomény. DIhSia forma (pozostava z viac ako 90 AMK zvyskov) obsahuje jednu z dvoch
modularnych oblasti nevyhnutnych pre interakciu s adaptorovymi proteinmi. Tieto moduly obsahuju

DED alebo CARD (obr. 3). Hydrofébne proteinové interakcie su dosiahnuté najma prostrednictvom
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DED-DED kontaktov, pricom elektrostatické interakcie sa odohravaju cez CARD-CARD kontakty
[Ghavami a kol., 2009]. Na zaklade ich proapoptotickej funkcie sa kaspazy delia do dvoch skupin:
iniciatorovej a efektorovej (obr. 3). Prva skupina iniciatorovych kaspaz (kaspaza-2, -8, -9, -10
a pravdepodobne aj -11) riadi druhd skupinu (kaspaza-3, -6 a -7). Naopak efektorové kaspazy su
schopné priamo degradovat’ mnohopocetné substraty obsahujuce Strukturalne a regulacné proteiny
v bunkovom jadre, cytoplazme a cytoskelete [Wang a kol., 2005]. V niektorych pripadoch mézu aj
iniciatorové kaspazy pdsobit ako efektory, vtedy ich aktivita pomaha k zosilneniu samovrazedného
signalu v bunkach v ktorych bola draha k navodeniu smrti slabo iniciovana. Navy$e aktivacie
efektorovych kaspaz nemusia byt zapriCinené iba iniciatorovymi kaspazami, ale taktiez
nekaspazovymi proteazami: katepsiny, kalpainy a granzymami [Ghavami a kol., 2009].

Okrem ucasti kaspaz pri vyvoji apoptdzy su niektoré spajané aj s dozrievanim protizapalovych
cytokinov, vytvaraju tak tretiu skupinu kaspaz, zapalovu (obr. 3) [Li a Yuan, 2008]. Proteolytické
kaskady kaspaz su navzajom prepojené a to vedie k zvySeniu ich substratovej Specificity. V désledku
toho méze byt apoptoticky signal zosilneny. V su€asnosti existuje velky pocet virusovych a bunkovych
inhibitorov, ktoré mézu branit iniciacii a amplifikacii apoptotickych signalov proteolytickej kaskady
[Salvesen a Riedl, 2008].

B tals podi.
“elka pod).
APOPTOZA I carDp
Il DED
Iniciatorové Efektoroveé Zapalové

|:|H92 1 4 5 121 128

Obrazok 3: Zlozenie a rozdelenie kaspaz podra ich funkcie.Farebne su vyznacené podjednotky pre jednotlivé
typy kaspaz. Vyznam skratiek: CARD - kaspazu ziskavajuca doména, DED - efektorova doména smrti.
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3.1.2 Substraty kaspaz

Aktivované efektorové kaspazy -3, -6 a -7 maju mnoho substratov a proteolytické Stiepenie
tychto substratov vedie ku kone€nému zaniku bunky [Taylor akol., 2008]. Pocet substratov sa
odhaduje na 400, aj ked’ u vacésiny nie je znamy presny vyznam tohto Stiepenia pre odumretie bunky.
Prehlad substratov mézeme najst v internetovej databaze ,The CAspase Substrate dataBAse
Homepage® [LUthi a kol., 2007]. Medzi vyznamné substraty kaspaz patria komponenty aktinovych
mikrofilamentov: aktin a asociované proteiny ako je myozin, spektriny, a-aktinin i filamin [Communal
akol., 2002]. Dalej mikrotubularne proteiny: tubulin, asociované proteiny (tau protein), proteiny
intermediarnych filamentov a jadrové laminy. RozStiepenie tychto proteinov ma za nasledok
oddelenie bunky od podkladu okolitych buniek a zanik cytoskeletu [Taylor a kol., 2008]. Okrem tychto
Strukturalnych proteinov je Stiepena celda rada dalSich, ktoré sa podiefaju na typovo ddlezitych
funkciach. Rozstiepenim proteinu ICAD — inhibitor kaspazou aktivovanej DNazy, sa inhibuje aktivita
CAD (kaspazou aktivovana DNaza), pricom CAD bez svojho inhibitora nasledne katalyzuje
internukleozomalne Stiepenie DNA [Enari a kol., 1998]. Efektorovymi kaspazami je aktivovany protein
Mst1, ktory v jadre fosforyluje histon H2B a navodzuje tak kondenzaciu chromatinu [Ura a kol., 2001].
V bunke je vdaka kaspazam naruSena aj translacia, kedZe kaspazy S&tiepia translaéné iniciacné
faktory: elF2a, elF3 alebo elF4 cytoskeletu [Taylor a kol., 2008]. Efektorové kaspazy su zodpovedné
za Stiepenie celej rady substratov, maju destruktivny vplyv na Strukturu a Zivotné funkcie bunky.
Predstavuju hlavné prostriedky k uplnému zniCeniu bunky asu zodpovedné za vznik vacsiny

typickych morfologickych znakov, pozorovanych poéas apoptézy [Sramek, 2010].

3.2 TNF AJEHO RECEPTORY

Tumor nekrotizujuci faktor (TNF) bol prvykrat popisany vroku 1984 ako cytokin s anti-
nadorovym efektom v podmienkach in vitro aj iv vivo [Lee akol., 1984]. Odvtedy sa realizovali
rozsiahle Studie, ktoré poukazali, Zze pozname najmenej 18 odliSnych ¢lenov TNF super rodiny, ktoré
maju spolo&nu homoldégiu v 15 - 25% aminokyselinovej sekvencie. Skupina tychto proteinov sa viaze
na odlisné receptory (TNF-Rc), ktoré maju pleiotropické pdsobenie [Gaur a Aggarwal, 2003].
V zavislosti na type bunky a dalSich signalov, ktoré atakuju bunku sa mézu tieto receptory podieflat na
proliferacii, prezivani, diferenciacii alebo smrti bunky [Ashkenazi a Dixit, 1998; Blandizzi a kol., 2014].
Receptory su aktivované skupinou Strukturne podobnych ligandov, ktoré patria k TNF rodine [Tab. 3].
Vacsina z tychto ligandov je syntetizovanych ako triméry ukotvené na membrane. Receptor pre tumor
nekrotizujuci faktor superrodiny ¢lena 6, oznacovany tiez ako CD95, Fas alebo APO-1 a TNF-RI, ako
aj dalsi Clenovia obsahuju cytoplazmaticky region (DD), ktory je nevyhnutny pre indukciu apoptozy.

Clenovia tejto rodiny st niekedy oznagovani aj ako receptory smrti [Strasser a kol., 2000]. Zname su

19



Kltucové molekuly v apoptdze

aj daldie smrt-indukujuce ligandy aich receptory v tejto rodine. TNF-apoptézu indukujuci ligand
(TRAIL) spusta apoptézu prednostne v transformovanych bunkach a v porovnani s ostatnymi
ligandami je exprimovany v réznych tkanivach [MacFarlane, 2003]. Pre TRAIL boli identifikované 4

receptory, ale iba DR4 a DR5 su spominané pri apoptéze.
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Tabulka 2: Vplyv vybranych €lenov TNF rodiny na apoptézu a proliferaciu.

Ligand Receptor Apoptéza Proliferacia NF-kB JNK P42MAPK P38MAPK

TNFR1,
R2

VEGI DR3 + - + - - -

LTB LT-BR + + + - - -

CD30L CD30 + + + + - -

Tweal Fn 14 + + + + - -

CD40L CD40 - + + + - -

Rankl Rank - + + + + +

Taci,
Baff - + + + - -
Bcma

EDA-A1 EDAR + - + + - -

2 TROY - + + - - -

? RELT ? + + ? ? ?

Legenda: znamienko ,+“ predstavuje pozitivnu regulaciu a znamienko ,-“, negativnu. *[upravené podla Gaur
a Aggarwal, 2003]

V tabulke 2 je znazornené, ze vacsina Clenov TNF rodiny je schopna regulovat apoptézu,
proliferaciu, ako aj prezivanie a diferenciaciu buniek [Gaur a Aggarwal, 2003]. Znamou vlastnostou
cytokinov rodiny TNF je, ze &lenovia aktivuju transkripény faktor NF-kB. Preto ¢lenovia TNF rodiny

aktivuju ako apoptoticku, tak aj anti-apoptoticku drahu [Gaur a Aggarwal, 2003].
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3.2.1 TRAIL indukovana apoptéza a mechanizmus jej rezistencie

Ligand TRAIL, znamy aj ako Apo2 ligand, je transmembranovy protein typu Il, ktorého
extrabunkova karboxylova-terminalna ¢ast moéze byt proteolyticky uvolnena z membranového
povrchu do vezikulovej alebo rozpustnej formy [Monleén a kol., 2001]. Rovnako ako vacésina Clenov
TNF rodiny aj TRAIL tvori homotriméry, ktoré sa viazi na tri receptorové molekuly. TRAIL je
konstitutivne exprimovany v réznych typoch tkaniv [Wiley a kol., 1995]. TRAIL indukuje AP v réznych
transformovanych alebo nadorovych bunkach, avSak nie v normalnych. Ako je zname, TRAIL spusta
apoptoézu interakciou s receptormi. V suCasnosti pozname 6 receptorov pre TRAIL v nadorovych
bunkach. Iba DR4 a DR5 obsahuju smrtiacu doménu, preto ich radime k proapoptotickym receptorom.
Ked sa TRAIL naviaze na DR4 a/alebo DR5 vytvori sa trimérna forma oznacovana ako DISC, &im sa
indukuje adaptoérovy protein FADD a kaspaza-8 (alebo -10), ¢o vedie k aktivacii kaspazy-3 (obr. 4)

a naslednému uvolneniu substratov nutiacich vyvolat smrt’ bunky [Prasad a kol., 2014].

Kaspaza-8 je schopna Stiepit proapototicky protein Bid na skratenu formu. V takejto forme sa
translokuje do mitochondrie, kde podporuje uvofnenie cyt-c prostrednictvom interakcie Bax a Bad

proteinov a tym sa zosilni apoptoticky signal z receptorovej drahy smrti [Wu, 2009].

Oproti netransformovanym bunkam su nadorové bunky ovela citlivejSie na TRAIL-indukovanu
apoptozu, €o je spOsobené zvysSenou expresiou receptorov na membranach buniek [Zhang a kol.,
1999]. Avsak s identifikovanim TRAIL bol objaveny aj fakt, Ze mMRNA expresia receptorov pre TRAIL je

distribuovana ako v normalnom tak malignom tkanive so Sirokou variaciou [Chaudhary a kol., 1995].
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TRAIL

DR4/DR5 DcR1/DcR2

Bunkova

membrana /\

TRADD

FADD
FL|P i \
TRAF2

Kaspaza -8
Bid

Bax/Bak = * / \4
Bcl-2 \ RelA cRel

«LE—

Bolxl N\ T 1APs
Cytochrom-c  Smac Kaspaza-8 IAPs  Kaspaza-8
Apaf-'1 IAPs DR4/DR5 DR4/DR5
v / \ v
Kaspaza-9 Kaspaza-3
ZANIK PREZITIE ZANIK

Obrazok 4: Apoptézu vyvolavajica signalna draha TRAIL. Smrtelné signaly, resp. signaly pre zanik bunky,
vznikajuce prostrednictvom TRAIL receptorov (FADD), mé2u priamo aktivovat kaspazu-8 a nasledne kaspazu-
3. Nepriamym spdsobom aktivuju protein Bid, ktory je translokovany do mitochondrie a spdésobi uvolnenie
cytochrbmu-c a Smac aktivatora do cytoplazmy. Uvolneny cytochrom-c interaguje s apoptotickym
proteazomovym aktivacnym faktorom-1 (Apaf-1) atym spdsobi aktivaciu kaspazy-9. Aktivator Smac blokuje
inhibitory apoptézy (IAPs) a tym zabrariuje ich vazbe na kaspazu-9 a -3. Smrtelny receptor apoptotickej drahy
indukovany pomocou TRAIL (TRADD) méze aktivovat aj nuklearny faktor kappa-B. Rozdielne podjednotky
NFkB uréuju, ¢i bude bunka smerovat k zaniku (apoptéze), alebo prezije. Upravené podla Zhang a Fang, 2005.

3.3 PROTEINY BCL-2 RODINY

Clenovia rodiny Bcl-2 (B bunkového lymfému-2) su kategorizované do dvoch skupin. Prva
obsahuje antiapoptotické (aAP) proteiny s vysokou Struktdrnou a funkénou homoldgiou Bcl-2, proteiny
druhej skupiny maju nizSiu homoldgiu a prejavuju sa proapoptotickou aktivitou. Druha skupina sa

rozdeluje na dve podskupiny proteinov: BAX (Bcl-2 asociovany protein X) a vyhradne-BH3 proteiny.

Struktira medzi &lenmi rodiny je charakterizovana od jedného do $tyroch regiénov (tab. 3),

ktoré sa podielaju na vysokej homoldgii Bcl-2 sekvencie. Su oznaCované ako BH ,Bcl-2 Homology
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region“ domény (BH1, BH2, BH3 a BH4). Genetické analyzy odhalili, ze BH domény su dblezité ako
pre funkciu, tak aj pre heterodimerizaciu medzi jednotlivymi €lenmi rodiny [Gross a kol., 1999]. Medzi
smrt-promocnymi a smrt-inhibi€nymi proteinmi su ddlezité interakcie, ktoré urcuju nachylnost buniek k
rébznym apoptotickym stimulom [Oltvai a Korsmeyer, 1994]. NavySe vacsSina c¢&lenov obsahuje
hydrofébne transmembranové domény, ktoré su pravdepodobne zodpovedné za ich membranovu

lokalizaciu.

Tabufka 3: Rozdelenie proteinov Bcl-2 rodiny podla pritomnych domén.

BH domény Proteiny
BH1-BH2-BH3-BH4 Bcl-2, Bcl-2A1, Bcl-2L1, Bel-2L2, Bel-2L10, Bcl-
2113
BH1-BH2-BH3 Mcl-1, Bak-1, Bax, Bok
BH1-BH2-BH4 Boo / Diva
BH2-BH3 Bcl-2L14, Bfk, Bcl-2L12

Bad, Bid, Hrk, Bcl-2L11, Bnip, Bik, Blk, Pmaip1,

BHS3 Map-1, Bmf, Bbc3

Antiapoptotické gény boli spociatku lokalizované hlavne vo vonkajSej mitochondrialnej
membrane. Dalej boli tiez detegované v membranach endoplazmatického retikula (EDPR) a jadre
[Nguyen akol., 1993; De Jong akol.,, 1994]. Ich hlavnhou ulohou je stabilizovat mitochondrialnu
membranu, zabranenim uvolnenia cytochrému c (cyt-c) ajeho naslednou vazbou na apoptozu
aktivaéného faktora-1 (Apaf-1)[Yang akol., 1997]. Naopak, proapoptoticki ¢lenovia Bcl-2 rodiny su
v zdravych bunkach lokalizované v cytoskelete. Pri podstupeni signalom smrti zvy&ajne interaguju
s aAP proteinmi, ¢oho vysledkom je ich inhibicia a tym iniciacia apoptotickej masinérie [Thomadaki a
Scorilas, 2006].

Antiapoptotické proteiny su oproti proapoptotickym proteinom ovela viac chranené
(konzervované) na zaklade obsahu BH domén, ktoré sprostredkuju ich intracelularnu lokalizaciu v
cytoplazmatickej membrane. NajCastejSim znakom vSetkych Bcl-2 proteinov je BH3 doména. Tato
amfipaticka o-helikalna doména zohrava ustrednu ulohu pri heterodimerizacii a smrt' ur€ujucej aktivite
[Gross akol., 1999]. Tento koncept je posilneny existenciou celej subkategérie proapoptotickych

génov oznacCovanych ako ,BH3-domain-only“, ktoré pozostavaju vyhradne z domény BH3.
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3.3.1 Proteiny antiapoptotickej skupiny

Medzi najvyznamnejSie aAP proteiny rodiny Bcl-2 u cicavcov patri Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Bcl-
2A1, Mcl-1 a Bcl-b [Youle a Strasser, 2008]. U vSetkych tychto proteinov su zastupené vSetky 4 BH
domény. Antiapoptotické proteiny (tab. 4) zabranuju apoptéze tym, ze vytvaraju s proteinmi Bax, Bak
a Bok nefunkéné heterodiméry [Zha a kol., 1996a]. Hydrofébny zliabok na ich povrchu, ktory je tvoreny
doménami BH1, BH2 a BH3 interaguje nekovalentne s BH3 doménou Bak, Bad a Bim, z ¢oho
vyplyva, ze tymto spésobom dimerizuju aAP proteiny s vyhradne BH3 proteinmi a multidoménovymi
proteinmi z rodiny Bcl-2 [Gao akol., 2005]. Tato heterodimerizacia aAP s Bax, Bak a Bok brani
proteinom oligomerizovat vo vonkajSej mitochondridlnej membrane. Skoro vSetky Bcl-2 homologne
anti-apoptotické proteiny obsahuju aj transmembranovid doménu, preto su Casto zakotvené v
membranach jadra, endoplazmatického retikula a predovsetkym mitochondrie. Bcl-xL, Bcl-w a Mcl-1
sa mbézu Ciastotne vyskytovat aj v cytoséle, odkial su do mitochondrie translokované az v priebehu

apoptozy [Sramek, 2010].

Tabulka 4: Rozdelenie proteinov Bcl-2 rodiny podra ich funkénosti.

PROAPOPTOTICKE ANTIAPOPTOTICKE
s BH-3 doménou | s multidoménou (BH) Bcl-2
Bik Bax Bcl-xL
Bad Bak
Bim Bok Bcl-W
Hrk Boo
Hr Bcl-B Mcl-1
NOXA Bcl-RAMBO
PUMA Bcl-xS Bfl-1
+ dalSie + virusové homolégy

Bcl-2
Bcl-2 je protoonkogén, ktory bol identifikovany pri chromozomalnej translokacii medzi

chromozémom 14 a 18 t(14;18) u B-bunkového non-Hodgkin  lymfému [Cleary a kol., 1986]. Pri
tumorogenéze zabrariuje bunkovej smrti tym, Ze zvySuje mieru bunkového delenia vo faze GO0/G1.
Proteinovy produkt o velkosti 26kDa pozostdva z 239 aminokyselin s jednou vysoko hydrofébnou
doménou na C-konci, ktora je najviac lokalizovana vo vonkaj$ej mitochondrialnej membrane [Haldar
a kol., 1994]. Protein obsahuje vSetky 4 domény (BH1-BH4). BH1, BH2 a BH3 tvoria hydrofébnu
Strbinu, ktorou protein interaguje s proapoptotickymi &lenmi Bcl-2 rodiny formovanim homo-

a heterodimérov.
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Bcl-2 najdeme vo velkom mnozZstve fetalnych tkaniv, zatial ¢o u dospelych je jeho expresia
obmedzena na rychlo sa deliace a diferencujuce bunky [Kirkin a kol., 2004]. Expresia proteinov
inhibujucich apoptézu je indukovana rdéznymi stimulmi, ako napriklad chemoterapeutikami,
neuronalnym rastovym faktorom alebo glukokortikoidmi. Je dokazané, Ze Bcl-2 zamedzuje naruSeniu
mitochondridlnej membrany a uvolneniu cyt-c, neskér spojenim s Apaf-1 inhibuje aktivaciu kaspazy 9,
¢im nasledne blokuje iniciaciu proteolytickej kaskady [Yang a kol., 1997]. Ak ddjde k fosforylacii Bcl-2
proteinu, sprostredkovanej bud Ras, Raf alebo mitogén aktivujucou protein kinazou (MAP), strati

svoju antiapoptoticku aktivitu [Haldar a kol., 1995].

Nadmerna expresia Bcl-2 bola zistena v nadoroch prostaty, hrubého &reva, pluc, prsnika,
zaludka a obli¢iek, neuroblastdbme, non-Hodgkinovom lymféme, akutnej ichronickej leukémii
a koznych malignitach (tab. 5) [Thomadaki a Scorilas, 2006]. Nadmerna expresia Bcl-2 génu je
spdjana s rezistenciou na chemoterapeutika a radiacnu lie¢bu [Chauhan a kol., 2012; Gurlek a kol.,
2013]. Vysoka produkcia Bcl-2 je spajana aj s akutnou myeloidnou leukémiou typu MO a M1, pric¢om
sa potvrdil vzajomny vztah medzi rezistenciou na chemoterapeutika a poklesom kompletnej remisie

ochorenia na kratSie prezivanie [Tothova a kol., 2002].

V bunkach lymfémov je ucast Bcl-2 proteinu v karcinogenéze (¢iastoCne regulovana
fosforylaciou alebo defosforylaciou [Murata a kol., 1997]. Fosforylacia Bcl-2 na Ser70 podporuje jeho
antiapoptoticku funkciu, zatial o fosforylacia na inych miestach, pozorovana pocas terapie lieCivami

niCiacimi mikrotubuly (napr. taxol), inhibuje jeho antiapoptoticku ¢innost [Deng a kol., 2001].
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Tabulka 5: Vyskyt Bcl-2 proteinov pri nadorovych chorobach.

SYMBOL A z
PROTEINU TYP NADOROVEHO POSTIHNUTIA
Non-Hodgkinov folikularny B-bunkovy lymfém, nadory prostaty, hrubého €reva, pluc, prsnika,
Bcl-2 .- o y ; . . . .
zaludka a obli€iek, neuroblastom, akutna a chronicka leukémia a kozné nadory
Bcl-X Lymfémy, nadory obliiek, vajeCnikov, prsnikov, hrubého &reva, pankreasu a hepatocelularny
karcindbm, nadory mozgu
Bad Kolorektalny karcinom, B-bunkovy lymfém
Bid Chronicka myelomonocytova leukémia
Bax T-bunkovy lymféom, nadory prsnika, pltuc, lymfoblastova leukémia, nadory GITu, glioblastém
Kolorektalny karcindm, nadory Zaludka, koze, karcindm kréka maternice, nadory §titnej zlazy,
Bak1 . ” 0 R ; .
prsnika, pluc, lymfatického systému, glioblastém
NOXA Nadory mocového mechura
PUMA Nadory hlavy a krku, pluc, hrubého ¢reva a rekta
Bim B-bunkova leukémia
Bik Nadory prsnika, kolorekta
Mcl-1 Nadory prsnika, kolorekta

Prevzaté z dizertacnej prace: E. Fabianova - Apoptéza vo vztahu k rozvoju nadorovych ochoreni a rezistencii
nadorov na cytostatika; 2010.

Bcl-x (Bcl-2L1)
Bcl-x gén podlieha alternativnemu zostrihu a doteraz boli identifikované tri varianty: kratka

forma (Bcl-xS), dlha forma (Bcl-xL) a gama forma (Bcl-xy) [Von Ahsen a kol., 2000]. Kratka a dlha
forma vykazuju vyrazné funkcné rozdiely. Protein Bcl-xL je tvoreny dvomi centralnymi helixami (a5
a a6), ktoré navyse obklopuju z jednej strany helixy a1 a a2 a z druhej strany a3 a a4. Tieto helixy su
prepajané dihymi sluCkami. Bcl-xL ma& aAP charakter, je exprimovany hlavne v dlho prezivajucich
bunkach (napr. bunky nervového systému) a lokalizovany na perinuklearnom obale a mitochondrialne;j
membrane. Naopak, Bcl-xS sa exprimuje v bunkach s vysokym koeficientom obratu (napr. bunky
imunitného systému) a patri medzi aktivatory apoptézy. Tento protein pravdepodobne negativne
reguluje proteiny Bcl-2 a Bcl-xL a na rozdiel od membranovo viazaného proteinu Bcl-xL je to protein

cytosélovy [Krajewski a kol., 1994; Droin a Green, 2004].

Znacna expresia Bcl-x je v mozgu, oblickach, tymuse a fyziologickej mlie€nej zlaze, kde jeho
expresia pokraCuje aj poCas prvého atretieho trimestra tehotenstva, v obdobi laktacie je znizena

a opat stupa pocas involucie mlieCnej zlazy [Hamnér a kol., 1999; Colitti, 2012].
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Bcl-xL, tak ako ostatné ¢leny Bcl-2 rodiny, reguluje apoptézu interakciou s proapoptotickymi
proteinmi a ich spdsobom blokacie. Tento protein mdze usmerfiovat prezivanie buniek regulovanim
permeability intracelularnych membran, zamedzenim presunu cyt-c do cytosolu a zachovanim
celistvosti membrany [Thomadaki a Scorilas, 2006]. Dokazana je cesta inhibicie apoptézy formovanim
heterodiméru s Bax proteinom v cytosole, €iZze nezavislej na proteine Bcl-2. Potvrdzuju to aj Studie na
niektorych typoch nadorov, kde nasli zvySenu hladinu Bcl-xL oproti nizkej Bcl-2 [Haynik a Prayson,
2006; Ma a kol., 2010]. Vyznamné zistenie ohladom rozdielov Bcl-xL proteinu sa prikladaju v spojitosti
s rozdielnym typom patologického ,gradeingu®. Castilla a kolektiv [2006] zistili korelaciu hladin
expresie Bcl-xL s Gleasonovym skére a metastazovanim [udskej rakoviny prostaty. DalSia $tudia
vedcov Ma a kolektiv [2010] objavila zvySené hladiny Bcl-xL ako na urovni mRNA, tak aj proteinovej
v suvislosti s diferenciaciou endometrialného tkaniva. Expresia Bcl-xL korelovala s vyvojom
jednoduchej a atypickej hyperplazie tkaniva, ako aj s patologickym stupfiom endometridlneho
karcindbmu. Preto Bcl-xL zohrava vyznamnu ulohu pri patogenéze nadorov ako anti-apoptotického
faktora, ¢o potvrdzuju aj Studie kde bola uUroven proteinu vysoka pri rezistencii na chemoterapiu
[Williams a kol.,, 2005; Reeve akol., 1996]. Znizena regulacia Bcl-xL génu je v uzkom vztahu
s expresiou c-Myb a predstavuje uzitoény prognosticky znak pre kolorektalny karcindm [Biroccio
a kol., 2001].

Bcl-xS vyvolava apoptoézu vazbou na hydrofébnu zloZzku Bcl-2 alebo Bcl-xL, &im blokuje ich
antiapoptoticku aktivitu. Expresiu Bcl-X génu nadreguluju glukokortikoidy, Ziarenie, IL-3, inzulinu
podobny rastovy faktor 1 (IGF-1) a PI3K.

Protein Bcl-x je u fudi vo zvySenej miere produkovany v pripade réznych malignit, ku ktorym
radime lymfémy, nadory prsnikov, hrubého &reva, pankreasu, hepatocelularny karcindm, renalne
a ovarialne nadory (tab. 5) [Gobe a kol., 2002; Watanabe a kol., 2002; Jaafar a kol., 2012].

Mcl-1 )

cDNA Mcl-1 (myeloid cell leukemia 1) ma dIZku okolo 3,8 kb a kéduje protein s molekulovou
hmotnostou 37,3 kDa s 350 AMK zvySkami. Gén pozostava z 3 exdnov, 2 intrénov a netranslacnej
oblasti o velkosti 370 bp [Akgul a kol., 2000].

Expresia Mcl-1 je Uzko regulovana na transkripénej, post-transkripénej a post-translacnej
urovni. PoCas post-transkriplnej regulacie modze dochadzat pomocou alternativneho zostrihu
k produkcii kratkej formy Mcl-1S. Tato forma sa prejavuje podobnymi viastnostami ako BH-3 proteiny,

Cize ma proapoptoticku aktivitu, na rozdiel od dlhej formy Mcl-1L [Thomadaki a Scorilas, 2006].
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3.3.2 Proapoptotické multidoménové proteiny

Multidoménové pAP cicav€ie proteiny obsahuju tri BH domény, neobsahuju v§ak doménu BH4
[Youle a Strasser, 2008]. Bax, Bad aj Bok prispievaju k aktivacii kaspaz prostrednictvom ich
pbsobenia na vonkajSiu mitochondrialnu membranu. V priebehu apoptézy sa Bax premiestiuje
Z cytosolu do vonkajSej MIT membrany. Bak sa nachadza priamo vo vonkajSej MIT membrane, kde
mobze byt viazany na Mcl-1 a Bcl-xL [Shimazu a kol., 2007]. Poas apoptézy je Mcl-1 degradovany
alebo je jeho vazba s Bak preruSena pdsobenim vyhradne BH3 proteinu Noxa, Bim alebo Bik. Protein
Bok vytvara selektivne heterodiméry s Mcl-1, ale neinteraguje s ostatnymi aAP proteinmi Bcl-2, Bcl-xL
a Bcl-w. Ludsky Bok je lokalizovany v cytoséle iv membranach mitochondrii, kde oligomerizuje.
K tomuto javu prispievaju opat vyluéne BH3 proteiny a preto sa Bok svojim pdsobenim podoba
proteinu Bax [Sramek, 2010].
Bax

Bax je prvy identifikovany proapoptoticky ¢len Bcl-2 rodiny, ktory bol objaveny ako protein
viazuci sa s Bcl-2 vimunoprecipitanych Stadiach [Oltvai a kol., 1993]. Bax je tumor supresor, ¢o
znamena, ze jeho funkciou je vyvolat’ programovanu smrt nadbytoénych alebo podkodenych buniek,
¢im prispieva ku tkanivovej homeostaze. Koncentracia Bax je preto v nadorovych bunkach znizena
a vo vacsine pripadov sprevadzana mutaciou génu p53. Kedze transkripcia génu Bax je spustana
proteinom p53, niektoré missense mutacie génu p53 mobézZu dramaticky znizit hladinu Bax
v nadorovych bunkach [Kaneuchi a kol., 1999]. V nadoroch prsnika sa po vykonani analyz mutacii
génov zistili mutacie génu p53, pricom gén Bax mutacie neobsahoval [Sturm a kol., 2000]. Posunova
mutacia na Bax géne bola najdena v T-bunkach akutnej lymfoblastovej leukémie a v endometriu
[Marone akol., 2000]. Vo v8etkych pripadoch gastrointestindlnych nadorov boli najdené dve
charakteristické mutacie Bax génu [Gil a kol., 1999]. NovSia analyza Bax génu medzi skupinou
normalnych a nadorovych tkaniv prsnika zistila az 4 izoformy (a, d, &, ¢), pricom izoformy d a & spajali
s rizikovym farktorom vzniku nadoru prsnika [Kholoussi a kol., 2014]. Tieto mutacie su funk&né, preto

blokuju proapoptoticku aktivitu proteinu a prispievaju k rozvoju karcinogenézy.
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3.3.3 Vyhradne BH3 proteiny

Skupina vyhradne BH3 proteinov predstavuje u cicavcov osem ¢&lenov [Strasser, 2005]. Ide o
proteiny Bid, Bad, Bim, Bik, Bmf, Noxa, Puma a Hrk. Tieto proteiny zdielaju s ostatnymi Bcl-2
proteinmi iba jednu spolo¢ni doménu, BH3. Predstavuju skupinu rozmanitych molekul, ktoré nepatria
medzi homoldégy proteinov Bcl-2 (s vynimkou Bid). Okrem toho, ze Bid dokaze oligomerizovat
a permeabilizovat membrany, odliSuje sa aj tym, ze mbze byt Stiepeny kaspazou-8, ktora je su€astou
skor vonkajSej AP drahy. Protein Bid vytvara svojim pdsobenim v bunke spojenie medzi vonkajSou

a vnutornou apoptotickou drahou [Sramek, 2010].

Vsetky BH3 proteiny su proapoptotické a ich vyznam spociva v tom, Ze funguju ako senzory
najroznejSich pAP signalov. R6zne fyziologické stresy a signaly sa prenasaju dalej prostrednictvom
tychto pAP proteinov. Ich expresia je Casto riadena transkripnymi faktormi. Napr. expresia Noxa,
Puma a v men3ej miere aj Bid, je vyvolana transkripnym faktorom p53, ako odpoved na poskodenie
DNA [Nakano a Vousden, 2001; Sax a kol., 2002]. Proteiny BH3 su Casto aktivované prostrednictvom
rozmanitych uUprav a mechanizmov. Bid je premeneny proteolytickym Stiepenim kaspazou-8 na
aktivny protein tBid. Bad je Casto inhibovany v désledku fosforylacie jeho BH3 domény, kde sa na
takto pozmenenu doménu viaze 14-3-3 protein, ktory ho svojou vazbou inaktivuje [Zha a kol., 1996].
Fosforylacia prebieha ako odpoved na pritomnost rastovych faktorov. Pokial sa vSak bunka ocitne
v prostredi, kde je rastovych faktorov velmi malo, fosforylacia Bad sa zastavuje a tento protein sa
stava aktivnym. Bim je aktivovany uvolnenim z dyneinu (mikrotubulovy protein) alebo znizenou
uroviou jeho fosforylacie, priCom fosforylacia Bim ma za nasledok uvolnenie z aktin-myozinového
komplexu. Protein oznaCovany ako HRK (Harakiri, Bcl-2 interaktivny protein) prispieva k apoptéze
neuronov v dosledku nedostatku rastovych faktorov a Bik je aktivovany neznamym mechanizmom
v désledku zablokovania proteosyntézy. BH3 proteiny su umiestnené na najréznejSich miestach
bunky, su schopné reagovat na rozmanité signaly a v dbsledku svojej aktivacie su schopné tieto

signaly dalej prenasat a prispievat k integracii tychto signalov v mitochondriach [Sramek, 2010].

Akonahle su BH3 proteiny aktivované, interaguju s aAP Bcl-2 proteinmi[Kim, 2006]. Niektoré z
nich, ako napr. Bim, tBid a Puma sa viazu na vSetky aAP proteiny z rodiny Bcl-2, zatial ¢o Bad a
Noxa, dokazu interagovat iba s ur€itymi pAP proteinmi. Bad interaguje s Bcl-2, Bcl-xL a Bcl-w, zatial
¢o Noxa s Mcl-1. Prostrednictvom svojich domén sa viazu na aAP proteiny, &im zabranuju aAP

proteinom vytvarat heterodiméry s Bak, Bax alebo Bok [Sramek, 2010].
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3.4 ADAPTOROVE PROTEINY

Adaptorové proteiny hraju kriticki ulohu pri regulacii pro- a anti-AP signalnych drah po
naslednej aktivacii receptorov smrti. Predstavuju spojenie medzi efektormi bunkovej smrti, kaspazami,
receptormi bunkovej smrti a ¢lenmi proteinov Bcl-2 rodiny. Tieto prepojenia formuju asociacie medzi
¢lenmi vybranych tried molekul charakteristickych homotypickymi interakciami ako su: doména pre
smrt (DD), efektorova doména smrti (DED) a kaspazu ziskavajuca doména (CARD) [Strasser a kol.,
2000].

Po spojeni s ligand-viazucim receptorom adaptorové proteiny ziskavaju prokaspazu-8 alebo -
10 prostrednictvom ich domény DED pre vytvorenie smrt indukujuceho signalizaéného komplexu,
DISC. Formovanim tohto komplexu sa spusta kaspazova kaskada, ¢o v kone€nom désledku vyvolava
apoptézu. DalSie adaptérové proteiny sprostredkuvavaju apoptoticki  kaskadu odlisnym
mechanizmom. S prokaspazou-2 su spajané 2 proteiny CRADD/RAIDD (kaspaza a RIP adaptor
s doménou DD) a PIDD (p53-indukujuci protein s doménou DD, ktoré vyvolavaju DNA poSkodenie cez
komplex oznacovany ako ,PIDDosome®. Tvorba tohto komplexu vedie k Stiepeniu a aktivacii kaspazy-
2 [Janssens a Tinel, 2012].

Dalsie dva proteiny, DAXX (protein asociovany s doménou smrti) a RIP1 (receptorovy
interagujuci protein 1), obsahuju DD doménu, ktora je prijimana FAS alebo TNF-R1 ligandovou

vazbou. Tieto dva proteiny sa podielaju na kaspazach-nezavislej AP signalnej drahe.

Doména DD je oblast v cytoplazmatickej Casti CD95, patriacej do rodiny TNF-R. Taktiez je
suCastou adaptorovych molekul, akymi su FADD, TNF-R1 associated death domain (TRADD) a
receptor interagujuci protein (RIP). Po Stiepeni ¢lena TNF-R rodiny sa na zaklade homotypickych

interakcii stavaju tieto domény adaptorom pre kaspazovu agregaciu a aktivaciu [Strasser a kol., 2000].
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3.5 DALSIE VYZNAMNE MOLEKULY V ROZVOJI APOPTOZY

3.5.1 p53

Tumor supresorovy protein p53 predstavuje centralnu molekulu pri kontrolovani bunkového
cyklu. Nachadza sa v spleti bunkovych reakcii, ktoré chrania gendmovu integritu, indukuju apoptézu,
reguluju glykolyzu i autofagiu a dokonca podporuju aj diferenciaciu buniek [Amaral a kol., 2010]. Vo
vSeobecnosti je protein p53 oznaovany za tumor supresorovy transkripény faktor, ktory je v zdravych
bunkach udrziavany v nizkych koncentraciach. Protein p53 je velmi silno regulovany a obsahuje
viacero roznych miest, kde méze byt fosforylovany/defosforylovany [Liang a kol., 2013]. Zapojenie
signalnej p53 drahy pri apoptéze je zavislé od Sirokej 3kaly stresorov, ktoré ju stabilizuju
alebo ovplyvriuju cez post-translaéné modifikacie. Za prvy klu€ovy bod stabilizacie je povazovana
klasicka fosforylacia. Existuje nesmierne velké mnozstvo kinaz (ATM, CHk1/Chk2, JNK, p38, atd.),
zodpovednych za fosforylaciu p53. Aktivacia p53 moZze viest k zastave bunkového cyklu a za urcitych
okolnosti mbéze tato aktivacia viest' k apoptotickej bunkovej smrti. Po deaktivaénhom signale je protein
opat defosforylovany a prestane fungovat. Ubiquitinacia a acetylacia lyzinovych zvyskov su vzajomne
sa vyluéujuce modifikacie. Nakoniec aj metylacia, sumoylacia a neddylacia su tiez spajané
s regulaciou stability a transkripnej aktivity p53. Aktivovany vytvara dimér, ktory funguje ako
transkrip&ny faktor, spustajuci transkripciu réznych génov. Jedna sa najma o proteiny zuc¢astfujuce sa
kontroly bunkového cyklu (p21), mitochondrialnej apoptézy (Bax, Bid) a opravy DNA (GADDA45)
[Haupt a kol., 2003]. Okrem toho, Zze p53 spusta transkripciu proapoptotickych proteinov esencialnych
pre mitochondridlnu apoptézu (Bax a Bid), dochadza k translokacii p53 do mitochondridlnej
membrany, kde sa viaze na antiapoptoticku bielkovinu Bcl-xL, €im vyznamne napomaha rozvoju
mitochondridlnej apoptézy [Mihara a kol., 2003]. Schopnost’ integracie p53 do kazdého typu post-
translaénej modifikacie umoznuje adekvatnu odpoved cez modulaciu expresie réznych podskupin

cielovych génov [Riley a kol., 2008].

Strata funkCnosti proteinu p53 vedie pri vacSine nadorovych postihnuti ku gendmovej
nestalosti, zniZzenej regulacii bunkového cyklu a inhibicii apoptdzy. Pri poSkodeni DNA, p53 udrzuje
bunku v kontrolnom bode az pokial nie je poSkodenie opravené. V pripade neodvratného poskodenia

sa najma vdaka p53 automaticky spusta apoptdza [Amaral a kol., 2010].

V tumoroch moéze dbéjst k zastaveniu oboch apoptotickych drah (vnutornej aj vonkajSej)
réznymi mechanizmami. Velmi &asto mutovanym génom v patogenéze tumorov je prave hlavny
mediator vnutornej drahy, p53. Mutacie p53 aich impakt na rozvoj a charakter réznych typov

nadorovych ochoreni je prehfadne zdokumentovany v databaze OMIM:(http://omim.org/entry/191170).
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Taktiez aj dysregulacia mnohych dalSich génov negativhe zasahuje do funkcie p53, &im
ulahCuje onkogenézu. Vyradenie p53 vedie k redukcii senzitivity na Ziarenie alebo chemoterapiu

a ku akceleracii rozvoja nadoru [Liang a kol., 2013].

Mechanizmus p53-zavislej apoptozy
Jednou z najviac dramatickych reakcii na aktivaciu p53 je indukcia apoptdézy. Bunkova smrt

realizovana cez p53-zavislu apoptoézu je typicky vyvolana mitochondrialnou drahou, hoci sa méze
konat' aj prostrednictvom membranovych receptorov. Ukazuje sa, Zze p53-zavisla draha je primarne
zavisla na transkripnej aktivacii. Protein p53 ma schopnost aktivovat transkripciu rdéznych
proapoptotickych génov, hlavne rodiny Bcl-2 (obr. 5). DélezZitost bielkovin Puma a Noxa pri p53
sprostredkovanej apoptdze sa ukazala pri p53 knokautovanych mySiach, kedy bola apoptoticka draha
uplne zastavena [Jeffers a kol., 2003]. Alternativnym spésobom moédze p53 potlacat AP cez
antiapoptotické proteiny, prikladom je Survivin, ¢im dochadza k aktivacii kaspaz [Hoffman a kol.,

2002].
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Obrazok 5: Cytosélova a mitochondriadlna apoptoticka draha p53. Jadrovy p53 v cytosdlovej apoptotickej
drahe indukuje expresiu Puma proteinu, ktory v cytoplazme uvolnuje p53 z vaby na Bcl-xL. Nasledne uvolneny
protein p53 navodi Bax oligomerizaciu a mitochondrialnu translokaciu. Nahromadenie p53 v cytosdle désledkom
intracelularneho transportu alebo stabilnej monoubiquitinacii predstavuje hlavny mitochondrialny obsah.
V mitochondridch p53 vyvolava Bax a Bak oligomerizaciu, dalej pésobi proti Bcl-2 a Bel-xL a vytvara komplex
s cyklofiinom D vo vnutornej MIT membrane. Tieto zmeny vedu k vyraznému naruSeniu mitochondrialnej
membrany a nasledne uvolnuju ako rozpustné tak nerozpustné apoptogenické faktory. MPT, mitochondrialny
permeabilny prechod; U, ubiquitin. Upravené podla: Amaral a kol., 2010.

Nadexpresia p53 transkripne zvySuje uroven Fas receptora na povrchu buniek tak, Zze
podporuje jeho tvorbu z Goldiho aparatu [Bennett a kol, 1998]. Jeho pdsobenie na receptorovu drahu
apoptozy je spajané aj s aktivaciou domény DRS5 pre receptor TRAIL. Doména DRS5 je indukovana pri
odpovedi na poskodenie DNA a na druhej strane podporuje bunkovu smrt prostrednictvom kaspazy-8.
Gény pre pAP proteiny (Bid alebo PIDD) su taktiez transkripnym cielom p53. Délezité je spomenut
fakt, Zze aj p53 protein sa podiela na aktivacii apoptozomu cez indukciu Apaf-1 expresie [Moroni a kol.,
2001].
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Napriek rozsahu svojich transkripnych aktivit sa do popredia zaujmu dostavaju aj
proapoptoticky nezavislé funkcie p53 [Speidel a kol., 2010]. Aktivacia p53 v nejadrovej oblasti je
postacujuca na priamo alebo nepriamo vyvolanu apoptézu indukciou €lenov Bcl-2 rodiny. Hlavnym
zdrojom mitochondrialnej translokacie p53 je stresom stabilizovana cytoplazmaticka rezerva tejto
bielkoviny. Niektori autori v8ak oponuju, Ze nestresova cytoplazma obsahuje zmes nestabilnej
polyubiquitinovanej p53, ktora je hned predur€enda na proteazomovu degradaciu, a funkcnej
monoubiquitinovanej p53, ktora sluzi ako zdroj pre translokaciu p53 do mitochondrie (obr. 5).
V mitochondrii p53 indukuje oligomerizaciu Bax a Bak. Dalej fyzicky interaguje s ochrannymi proteinmi
Bcl-xL a Bcl-2, ¢im sa sprava ako antagonista ich aAP ucinku a tiez tvori komplex s cyklofilinom D, ¢o

vedie k naruseniu mitochondrialnej Struktary [Wolff a kol., 2008].

Okrem mitochondrialne cieleného pdsobenia bola nedavno objavena alternativna p53 smrtiaca
draha aktivovana priamo v cytosole cez Bax [Chipuk a kol., 2005]. Po stresovom ataku, jadrovy p53
indukuje transkripciu Puma, ktory vzapati uvolni p53 z neaktivneho komplexu p53-Bcl-xL
prostrednictvom vazby na Bcl-xL. Cytosélovy p53 potom indukuje homo-oligomerizaciu Bax, ¢im sa
Bax nasledne translokuje do mitochondrie (obr. 5). Cytosdlovy p53 mbze ovplyviiovat dalSie
mechanizmy mimo apoptézy, ako je napr. potlaCanie autofagie v mitochondriach [Tasdemir a kol.,
2008].
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3.5.2 NFkB

Nuklearny transkripény faktor (NFkB) bol objaveny v roku 1986 vedcami Senom a Baltimorom
[Sen a Baltimore, 1986]. Ludska NFkB rodina pozostava z piatich ¢lenov: NFkB1 (p105 a p50), NFkB2
(p100 a p52), RelA (p65), RelB a c-Rel. Tieto proteiny maju spoloénu Rel homolégnu doménu, ktora
sprostredkovava viazanie na DNA, dimerizaciu a interakciu so Specifickymi inhibi¢nymi faktormi,
oznacovanymi IkB [Escarcega a kol., 2007]. Nuklearny faktor je aktivovany réznymi stimulmi, ku
ktorym patria rastové faktory, cytokiny, lymfokiny, radiacia, farmakologické agensy a stres.
V neaktivnej forme je NFkB naviazany v cytoplazme na proteiny IkB rodiny. Spominané stimuly
fosforylaciou a naslednou degradaciou IkB (prostrednictvom IkB kinaz - IKK) aktivuju NFkB.
Vysledkom je samotna translokacia NFkB do jadra bunky, kde sa viaze na regulacné sekvencie
réznych génov atym aktivuje ich transkripciu [Gilmore, 2006]. NFkB reguluje expresiu viacerych
génov spojenych s apoptdzou, replikaciou virusov, tumorigenézou, zapalmi a dalSimi autoimunitnymi

ochoreniami [Pacifico a Leonardi, 2006].

Existuju dve vyrazné drahy aktivacie NFkB. Prva, oznaCovana ako klasicka (vfavo na obr. 6),
je spustana v odpovedi na mikrobialnu a virusovu infekciu. Tato klasicka draha méze tiez podstupovat
pro-zapalovym cytokinom, ktoré aktivuju tri jednotky IKK komplexu veduce k fosforylacii a tym
indukuju degradaciu IkB. Tato draha zavisi na kinazovej aktivite katalytickej podjednotke IKKIMR
[Oeckinghaus akol., 2011]. Dal$ia draha oznadovana ako alternativna (vpravo na obr. 6), vedie
k selektivnej aktivacii p52:RelB dimérov cez indukciu prekurzorového proteinu NFkB2/p100. Signalna
draha je spustana Specifickym setom receptorov zrodiny TNF cytokinov: BAFFR — B-bunkovy
aktivacny faktor; CD40 — lymfotoxinovy B-receptor (LTBR); RANK — aktivacny receptor pre nuklearny
faktor kB; TNFR2, atd’. [Sun, 2011]. Obidve drahy reguluju ako bunkovu smrt, tak aj prezivanie bunky:
- klasicka draha je zodpovedna za inhibiciu programovanej bunkovej smrti za viacerych podmienok; -
alternativna draha je dolezitéd pri prezivani nezrelych B buniek a vyvoji sekundarnych lymfatickych

organov [Luo a kol., 2005].
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Obrazok 6: Signalne drahy NFkB. Existuju dve signalizacné drahy pre NFkB. Klasicka (vfavo), oznacovana tiez
za kanonicku, je vac¢Sinou indukovana fyziologickymi podnetmi cez TNFR1 signalizaciu. Stimulacia TNFR1 vedie

37



Kltucové molekuly v apoptdze

k naviazaniu TRADD, ktory predstavuje platformu pre védzbu FADD a TRAF2. TRAF2 sa spaja s RIP1 pre
aktivaciu IKK. IkBa je fosforylovany IKKB a NEMO-z4vislym spésobom, €o ma za nasledok jadrovu translokaciu
P65. Transkripna aktivita jadrového NFkB je dalej upravovana pomocou post-transkripénych modifikacii (PTM).
Za kludovych podmienok su NFkB diméry viazané na inhibi¢né proteiny IkB, ktoré uchovavaju neaktivne
komplexy v cytoplazme. Degradacia proteinov IkB je iniciovana prostrednictvom IkB kinazovej fosforylacie, ktora
pozostava z dvoch katalyticky aktivnych kinaz (IKKA a IKKB) a regulac¢nej podkjednotky IKKy, oznacovanej tiez
NEMO. Fosforylované IkB proteiny su tak cielom pre ubikvitinaciu a proteazomovu degradaciu, ktora tak
uvolfiuje viazané NFkB diméry a tie sa m6zu translokovat do jadra. Naopak, alternativna (nekanonicka) draha
je vyvolana cytokinmi rodiny TNF, ako je CD40L, BAFF a lymfotoxin- B (LT-B). Tato drdha zahffia IKKA
sprostredkovanu fosforylaciu p100 asociovanu s RelB. Aktivacia IKKA a fosforylacia p100 zavisi na NIK
proteine, ktory podlieha komplexnej regulacii TRAF3, TRAF2 a dalSich ubiquitinovanych ligaz. LT-BR, receptor
pre lymfotoxin-B. Prevzaté a upravené z publikacie: Oeckinghaus a kol., 2011.

Nuklearny faktor kB sa vyznacuje ako antiapoptotickymi, tak aj proapoptotickymi funkciami. Za
fyziologickych podmienok aktivacia NFkB indukuje rezistenciu na apoptotické stimuly aktivaciou
viacerych komplexov bielkovin (TNF, IAP, X-IAP a pod.). Av8ak pri odozve na hlavné resp. urcité
stimuly mdéze aktivacia NFkB viest k indukcii apoptézy [Pacifico a Leonardi, 2006; Escarcega a kol.,
2007]. Hlavnym spustatom NFkB aktivacie je induktor PBS, tumor nekrotizujuci faktor alfa. TNF-a
spusti PBS iba vtedy ak je inhibovana syntéza novych proteinov alebo RNA, resp. je bunka v NFkB
deficite [Luo a kol., 2005]. Mechanizmy NFkB sprostredkovanej apoptézy su v podstate zalozené na
jeho schopnosti aktivovat transkripciu mnozstva génov umoziujucich potlacenie bunkovej smrti

[Kucharczak a kol., 2003]. Patria medzi nich:

i. Clenovia Bcl-2 rodiny, Bcl-xL a Bfl-1/A1, ktoré potlacaju uvolnenie pAP cytochromu-c
a Smac/Diablo z mitochondrie a tym blokuju PBS v odpovedi na TNFa a chemoterapeutik3;

ii. bunkové inhibitory apoptdzy c-IAP1, c-IAP2, TRAF1 a TRAF2, ,zinc-fingert* protein A20, c-
FLIP. VSetky z nich su schopné potlacit bunkovu smrt cez TNFa alebo bunkovy receptor;

iii. aAP gény XIAP, ktoré inhibuju procesovanie prokaspazy-9 a aktivuju kaspazu-7, -3
a GADD450, ktory patri do rodiny GADD45, t.j. faktorov zapletenych v kontrole bunkového
cyklu a DNA opravy.

Je zname, ze inhibicia NFKB v nadorovych bunkach konvertuje zapalom indukovany rast na
regresiu nadoru. Aktivacia vrodeného a ziskaného imunitného systému, méze mat hlboky ucinok na
rast a vyvoj nadoru. V malignej bunke je prave NFkB hlavny modulator nadorovej odpovedi na zapal
(obr. 7). Aktivacia NFkB podporuje rezistenciu buniek na cytokin TRAIL, ¢o vedie k rastu nadoru.
Naopak, inhibiciou NFkB sa zabrani zapalom-stimulovanému rastu nadoru a prostrednictvom TRAIL

(obr. 7) nastupi cesta regresie nadoru [Luo a kol., 2005].
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Obréazok 7: Uloha NFkB pri zapalom riadenej progresii nadoru.

Nuklearny faktor kB dalej reguluje aktivitu a expresiu Cyklinu D1 [Guttridge a kol., 1999],
CDK2 kinazy [Perkins akol., 1997] a c-Myc, ktoré kontroluju bunkovy cyklus a su zmenené
v niektorych solidnych tumoroch, ako napriklad karcindmy prsnika, prostaty a ovarii. Na NFkB je
zavisla aj expresia a funkcia viacerych cytokinov, ktoré su rastovymi faktormi pre nadorové bunky.
Patria sem : IL-1beta — rastovy faktor pre akutnu myeloidnu leukémiu (AML), TNF — rastovy faktor pre
Hodgkinov lymfém, rastovy faktor pre T-bunkovy lymfom a gliém, IL-6 — rastovy faktor pre
mnohopocetny myeldm [Pahl, 1999]. Niektoré rastové faktory, ako epidermalny rastovy faktor (EGF),
alebo receptory pre rastové faktory, ako HER2, su schopné podporovat rast solidnych tumorov
aktivovanim NFkB [Biswas a kol., 2000]. Aktivita NFkB je tiez spojena s regulaciou angiogenézy,
ktord je zdkladom pre rast a invazivitu nadorov [Kiriakidis a kol., 2003]. Zmena expresie génov
zapojenych do regulacie apoptézy je Casto spbsobena prave poruchou regulacie aktivity NFkB
[Pacifico a Leonardi, 2006].
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3.5.3 AKT kinaza

Kinaza AKT je serin/treonin-proteinova kinaza (tiez oznaCovana ako protein kinaza B), ktora
vSeobecne sprostredkovava signaly potencujice prezitie buniek. U cicavcov boli doteraz
identifikované 3 izoformy: AKT1l, AKT2 a AKT3 [Crowell a kol., 2007]. Kinaza je aktivovana
fosfatidylinozitol-3-fosfokinazou (PI3K), ktora prenasSa signal z cytokinov, rastovych faktorov
a onkoproteinov na viaceré cielové proteiny, vratane AKT. Tato aktivacia umozni lokalizovat AKT na
plazmatickej membrane, kde je fosforylovany treonin®® a serin®’®. NajddlezitejS$im negativnym

regulatorom signalizaénej drahy PI3K/AKT je tumorovy supresor PTEN [Planchon a kol., 2006].

Samotna AKT oslabuje prenos signalov a aktivaciu v ramci vnutornej signalnej drahy apoptézy,
ato fosforylaciou proteinu Bad alebo inaktivaciou transkripénych faktorov veducich k produkcii
proapoptotickych faktorov, ako su Fas ligand &i Bid [Lauber a kol., 2004]. AKT kinaza tiez aktivuje IKK
kindzu, ktora je pozitivny regulator NFkB faktora a zu&astfiuje sa na zoslabovani apoptotickych dejov
navodenych depléciou extracelularnych signalnych faktorov, oxidativnym a osmotickym stresom,

iradiaciou, ischemickym Sokom ¢&i chemoterapeutikami [Wang a kol., 2002].

3.5.4 Fosfatidylinozitol-3-fosfokinaza

Fosfatidylinozitol-3-fosfokinaza (PI13K) je kinaza, ktora zohrava centralnu ulohu pri signalnych
drahach bunky, ktoré zodpovedaju za prezivanie, proliferaciu, motilitu a tkanivovli neovaskularizaciu.
Reprezentuje rodinu lipidovych kinaz, ktoré fosforyluju 3°-OH skupinu inozitolového kruhu
fosfatidylinozitolu. Samotny fosfatidylinozitol je su€astou eukaryotickych membran bunky. Inozitolova
Cast fosfolipidov, méze byt fosforylovana na viacerych miestach pomocou kinaz, ktoré pésobia ako
signalne spinace [Fruman a kol., 1998]. Na zaklade Struktury, funkcie a substratovej selektivity su P13
kindzy klasifikované do troch tried, oznaCenymi ako I, Il alll. Kazda trieda obsahuje rozdielne
izoformy, pri€om najviac spajana s nadormi je trieda IA (PIK3Ca, PI3KCR a PIBKC &). Tieto kinazy su
heterodimérne proteiny s regulaénou (p85) a katalytickou podjednotkou (p110), ktora fosforyluje
fosfatidylinozitol-4,5-bisfosfat (4,5-PIP,) a generuje sekundarneho posla fosfatidylinozitol-3,4,5-trifosfat
(PIP3) [Guibert a kol., 2008]. Podjednotka p110, kédovana PI3BKCA génom, je spatne regulovana
vazbou rastového faktora na tyrozin kinazovy receptor a receptor G proteinu. Aktivovanie mutacii na

géne PI3KCA a regulatore p85 boli identifikované u rakoviny prsnika [Luo a Cantley, 2005].

Produkcia sekundarnych poslov (transportujuce signaly do cytoplazmy bunky), triedou kinaz
IA, zohrava kfu€ovu ulohu v signalizacii niekolkych efektorovych proteinov obsahujucich serin-
treoninovu kindzu AKT a PDK1 (fosfoinozitol-zavislu kinazu 1). Ich membranova kolokalizacia vedie

k fosforylacii na mieste Thr3%® a giastoénej aktivacii AKT kinazy. Dalsia fosforylacia pomocou PDK2 v
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oblasti Ser*”® vedie ku kompletnej aktivacii AKT [Wang a kol., 2005]. Prvy zo spominanych poslov
(4,5-PIP;) aktivuje kinazu, ktora nasledne fosforyluje urcité proteiny (IkB, NFkB, Bad, kaspaza-9
a pod.) zodpovedné za prezZivanie bunky [Cantley, 2002]. Niektoré proteiny, ktoré su spojené so
vznikom nadorovych chordéb, mézu spésobovat’ poruchu prave v regulacii PI3K drahy [Ghobrial a kol.,
2005].

PI3K-Akt draha je draha, ktora vyrazne podporuje prezZivanie bunky. V mnohych nadoroch je
tato draha aktivovana stratou funkcie mutaciou PTEN supresorového génu [Zhang a Yu, 2010] alebo
ziskom funkcie mutaciou onkogénov ako Ras, BCR-ABL [Nagle akol.,, 2004] alebo receptorov
rastového faktora ako EGFR [Chen a kol., 2001].

3.5.5 Myc

U cicavcov boli doposial popisané tri Myc proteiny (c-Myc, N-Myc a L-Myc) s podobnou
Strukturou, ale s vyznamnymi rozdielmi v ucinnosti a uroviou expresie [Nesbit akol., 1998].
VSeobecna stavba Myc je podobna ako u vacdSiny DNA-viazucich transkripénych regulatorov. Na
amino konci lezi transkriplna aktivatna doména (TAD), oblast potrebna pri fuzii s DNA viaZucou
doménou (DBD) [Kato a kol., 1990].

Clenovia Myc rodiny hraju déleziti ulohu v bunkovej proliferacii ako aj v bunkovej smrti
[Tansey, 2014]. Myc proteiny reguluju rychlost bunkového rastu a prechod medzi G1 a S fazou
bunkového cyklu [Pelengaris a kol., 2002]. Ich aktivacia méze viest’ k bunkovej strate prostrednictvom
apoptézy. Jednoducho povedané, nadmerna expresia Myc indukuje bunkovu proliferaciu

a kompenzuje apoptézu [Bouchard a kol., 2004].

Deregulacia expresie c-Myc je ustrednym faktorom transformacnej aktivity malignych buniek.
c-Myc sa viaze na DNA a v komplexe s proteinom Max indukuje transkripciu Specifickych génov.
Nespravne naCasované a nekontrolované zvySenie syntézy c-Myc umoziuju predovSetkym dva
mechanizmy, a to génova amplifikacia a chromozomalna translokacia génu c-Myc. Chromozomalne
translokacie v suvislosti s aktivaciou onkogénu c-Myc sa najCastejSie vyskytuju pri B-bunkovych
leukémiach. U agresivnych typov sa navySe vyskytuje spolu s Bcl-2 translokaciou [Pedersen a kol.,
2012].
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Obrazok 8: Drahy, ktoré ovplyvinuje Myc protein. Cestou nepriamej indukcie reguluje expresiu p19ARF, ktory
stabilizuje protein p53. Dalej indukuje pAP protein BIM a blokuje aAP proteiny Bcl-2 a Bcl-xL, &o nakoniec vedie
k uvolneniu cytochrému-c, cestou p53 nezavislym spdsobom. Dalsim potecidlnym mechanizmom Myc-
sprostredkovanej apoptézy je schopnost zapriinenia DNA poskodenia a tym zablokovania jej mnozenia.
Upravené podla Adhikary a Eilers, 2005.

Samotna onkogénna aktivacia c-Myc ma za nasledok nielen bunkovu proliferaciu, ale tiez
zvySenie citlivosti tychto buniek k apoptéze [Nieminen a kol.,, 2007]. ZvySena aktivita c-Myc
senzibilizuje bunky voli proapoptotickym faktorom avedie hlavne k aktivacii vnutornej
mitochondrialnej signalnej drahy a uvofneniu cytochrému-c do cytoplazmy, obrazok ¢.8. Myc protein
mbzZe navySe navodzovat poSkodenie DNA, pretoze aktivuje enzymy produkujuce kyslikové radikaly
[Adhikary a Eilers, 2005].
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4 SIGNALNE DRAHY APOPTOZY

Molekularne mechanizmy apoptézy, najma na urovni aktivacie, su réznorodé. Aj ked' znalost
detailnych signalnych drah, ktoré spustaju apoptézu nie je kompletne znama, tento proces je
kontrolovany velkym poctom komplexov proteinov. Dané komplexy su aktivované réznymi
spustacmi, zoradenymi v sekvenénych moduloch [Ghobrial a kol., 2005]. Podla su¢asnych poznatkov
je apoptéza aktivovana dvomi hlavnymi drahami: vonkajSou (receptorova) a vnuatornou

(mitochondrialna).

VonkajSia draha, niekedy tieZ oznaCovana ako receptorova alebo cytoplazmaticka je spustana
cez Fas smrtiaci receptor, ktory patri do rodiny receptorov tumor nekrotizujuceho faktora (TNF)
[Zapata a kol., 2001]. Vnutorna alebo mitochondrialna draha, ktora po stimulacii vedie k uvolneniu
cytochromu-c z mitochondrii a tym aktivuje smrtiace signaly [Caroppi a kol., 2009], je oznaCovana za
druhd. Obidve drahy konverguju do spolo¢nej koncovej drahy protedz (obr. 9). Aktivacia kaskady
protedz, nazyvanych kaspdazy, vedie k proteolytickej degradacii regulaénych a Strukturalnych proteinov

a nakoniec vyusti do bunkovej smrti [Ghobrial a kol., 2005].

Obrazok 9 (str. 44): Schématické znazornenie vnutornej a vonkaj$ej apoptotickej drahy. Cierne Sipky
predstavuju drahy veduce k apoptéze a modré reprezentuju signaly prezivania. Vonkajsia draha je iniciovana
vazbou extracelularnych ligandov na receptory smrti. Aktivacia TNFR1 vedie k tvorbe TRADD-RIP-TRAF2
komplexu, ktory signalizuje cez NFkB prezivanie alebo cez JNK smrt bunky. RIP aktivuje prokaspazu-2
a uvolfuje BID. Komplex TRADD-FADD-FLICE aktivuje prokaspazu-8, a ta nasledne spusta AP cez kaspazu-3
alebo formovanim kratSej formy BID (tBID). Draha spustana cez FAS receptor stimuluje FADD a DAXX proteiny
atym sa aktivuje vonkajSia drdha 1. typu. Vnutorna draha je iniciovana v mitochondriach na zaklade
rozmanitych stimulov. Hlavnymi értami si membranova permeabilizécia, uvolnenie cyt-c, aktivacia kaspazovej
kaskady a nasledné formovanie apoptozomu. Vyznam skratiek: AIP1, ASK1-interagujuci protein 1; AKT/PKB,
protein kindza B; AP1, aktivator proteinu-1; ASK1, apoptdézu signalizujuza kindza-1; BAD, BCL2-asociovany
protein; BAK, BCL2-agonisticky zabijadk 1; BIM, BCL2-interaktivny mediator bunkovej smrti; BMF, BCL2-
modifikujuci faktor; BOK, BCL2-ovarialny smrtiaci protein; HRK, 5/harakiri; IxB, inhibi€na podjednotka NF-«B;
IKK, IxB kindza; NIK, NF-xB-indukujuca kindza; NOXA, Forbol-12-myristat-13-acetat-indukujuci protein
(PMAIP1); PDK1/2, 3-fosfo-inozid zavisla kinaza 1/2; PI3K, fosfatidyl-inozitol-3-kinaza; pJNK, c-Jun amino (N)
terminalna kinaza; PUMA, p53-nadregulovany modulator apoptézy; RAIDD, RIP-asociovany ICH-1 homolégny
protein so smrtiacou doménou; XIAP, X-chromozémovy inhibitor apoptozy. (Upravené podla publikacie: Benn
a Woolf, 2005)
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Signdlne drdhy apoptozy

4.1  Vonkajsia draha

VonkajSia apoptoticka draha zahffia niekolko proteinovych skupin, akymi su receptory smrti, na
membranu viazané Fas ligandy, komplexy Fas, Fas-asociovana smrtiaca doména i efektorové
kaspazy-8 a -10, ktoré aktivuju vykonné kaspazy [Ghobrial a kol., 2005]. VonkajSia draha apoptozy je

iniciovana réznymi typmi signalov, ktoré mdézeme rozdelit do troch skupin (Ghatage a kol., 2014):

i. indukcia prostrednictvom TNF receptora;
. signalizacia cez Fas receptor;

iii. indukcia formou ligandu TRAIL.

V prvom type sa vazbou ligandu TNF na receptor spusta vazba cytoplazmatického proteinu na
cytoplazmaticku &ast receptora. Aktivacia receptora TNFR1 vedie k formovaniu komplexu TRADD-
RIP-TRAF2, ktory signalizuje prostrednictvom NF-kB drahu prezivania alebo cez JNK (c-Jun-N-
terminalnu kinadzu) drahu k navodeniu smrti (obr. 9). Prave receptor interagujuci protein (RIP) spusta
do Cinnosti prokaspazu-2 atym sa rozstiepi protein Bid na skratend formu tBid. Bid je tiez
modifikovany aj cez molekulu JNK (aktivovana DAXX proteinom), ktora umozni jeho translokaciu do
mitochondrie vo forme jBid, ¢im sa uvolni druhy mitochondridlny aktivator kaspaz SMAC/DIABLO.
Komplex formovany adaptorovym proteinom FADD (TRADD-FADD-FLICE), prostrednictvom
interakcie DD domén, aktivuje prokaspazu-8, ktora sa autokatalyticky aktivuje za vzniku aktivnej
kaspazy-8. Ta nasledne spusta aktivaciu kaspazovej kaskady cez kaspazu-3. Kaspazova kaskada je
uvedena v dalSej kapitole, ako koncova draha apopt6zy.

MéZzeme povedat, Ze aktivaciu vonkajSej drahy reguluje niekolko dalSich drah a proteinovych
molekul. Dysregulacia tychto modulatorov vonkajSej drahy predpoklada vznik malignych transformacii,
akymi su mutacie alebo delécie Fas génu, resp. celej receptorovej drahy. [Landowski a kol., 2001;
Tognon a kol., 2011]. Medzi regulatory spominanej drahy patria transkripény faktor NFkB a aktivacny
protein 1 (AP1), ktoré pdsobia priamo na FasL gén — transkripEne inaktivovany gén [Wajant, 2002].
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4.2  Vnutorna draha

Pri vnutornej, alebo tiez oznacovanej mitochondrialnej drahe mdzeme hovorit, ze je aktivovana
dvomi spésobmi. Permeabilizaciou vonkajSej mitochondrialnej membrany, ktora méze byt navodené
réznymi udalostami alebo priamym poskodenim jadrovej DNA vplyvom metabolitov, toxinov, volnymi
radikalmi a ich derivatmi. V pripade poskodenia DNA zohrava délezitu ulohu gén p53 a nim kédovany
rovnomenny protein. Dominantou pri mitochondrialnej vnutornej signalnej drahe je cytochrém-c, ktory

sa uvolni do cytoplazmy, kde spusta radu naslednych krokov [Jin a El-Deiry, 2005].

Draha je regulovana relativnou koncentraciou Bcl-2 podobnych proteinov vo vnutornej
mitochondridlnej membrane. Tie kontroluju translokaciu uréitych proteinov z mitochondridlneho matrix
(endonukleaza G) a medzimembranoveho priestoru (cytochromu-c) do cytoplazmy. U ludi existuje

okolo 24 réznych Bcl-2 podobnych proteinov (tab. 4), ktoré mozZno rozdelit do nasledujucich skupin:

i. antiapoptotické proteiny ako Bcl-2 a Bcl-xL;
ii. proapoptotické proteiny ako Bax a Bak, ktoré su nevyhnutné pri formovani pérov;

iii. proapoptotické proteiny ako Bid, Bad, PUMA a Noxa, ktoré podporuju vznik pérov.

Vnutornd draha zaCina v mitochondridch na zaklade réznych podnetov. Membranova
permeabilizacia je sprostredkovana vylu¢ne BH3 proteinmi, ktoré udrziavajua a inhibuja
mitochondrialnu translokaciu Bax a nasledne uvolnenie cyt-c, SMAC/DIABLO, AIF a HTRA2/OMI.
Antiapoptotické proteiny Bcl-2 a Bcl-xL zabranuju uniku cyt-c a tym bunkovej smrti kompetitivhou
vazbou na Bak a Bax, ¢im znemozfiuju vytvaranie pérov v mitochondrialnej membrane ich vzajomnou
oligomerizaciou. Vylu¢enim cyt-c cez péry vytvarané vo vonkajSej mitochondrialnej mebrane Bcl-2
podobnymi proapoptotickymi proteinmi (Bax a Bad) je apoptéza aktivovana (obr. 9). To znamena, ze
Bax/Bak vonkajSiu membranu permeabilizuju, ¢o vedie k ,vyliatiu® dalSich apoptogénnych proteinov
a otvoreniu velkych ionovych kanalov vo vnutornej i vonkajSej mitochondrialnej membrane. Nasledne
dochadza k prudeniu molekul vody so spojenim straty idnovej nerovnovahy na membrane.
Mitochondria tak ,bobdtna“, straca svoj potencial, vnitorna membrana praska a dochadza k uvofneniu
matrix do cytoplazmy bunky. Cely tento proces vedie ksmrti bunky vdaka uvolneniu
mitochondrialnych proteinov do cytoplazmy, ¢o spusta kaskadu dalSich dejov a taktiez stratu

zakladnej ulohy mitochondrie, teda produkcie ATP v dychacom retazci [Jin a El-Deiry, 2005].

Cytochrém-c sa v cytoplazme naviaze na APAF1, ¢im sa vytvori apoptozéom, ktory konvertuje
prokaspazu-9 na kaspazu-9 a ta nasledne aktivuju kaspazy -3 a -7. Kaspaza-3 Stiepi svoje substraty,
pricom dochadza k deStrukcii cytoskeletu a aktivacii réznych enzymov. Typickym prikladom je
indukcia kaspazou aktivovanej DNazy (CAD — caspase-activated DNase), ktora je zodpovedna za

Stiepenie gendmovej DNA, prostrednictvom proteolytickej degradacie inhibitora kaspazou aktivovanej
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DNazy (ICAD) [Hotchkiss a kol., 2009]. Dalej, SMAC/DIABLO cez IAP (antiAP proteiny zastavujice
apoptozu inhibiciou aktivovanych kaspaz) potla€a spustenie kaspazovej kaskady. Uvolnenie AIF
z mitochondrie spésobuje degradaciu DNA prostrednictvom PARP1 (poly ADP-rib6za polymeraza-1).
AIF ma teda nepriamu ulohu pri chromozdémovej degradacii.

MéZeme povedat, Ze jednymi z najdélezitejSich regulatorov vnutornej drahy su proteiny Bcl-2
¢o znizené hladiny Bcl-2 mbzu podporovat apoptotické odpovede na chemoterapeuticku liecbu.
Zvysena expresia Bcl-2 sa navy$Se mbze akumulovat v bunkach poCas GO fazy useku bunkového

cyklu a tym prispievat ku chemorezistencii [Konopleva a kol., 2002].

4.3 Kaspazova koncova draha

Kaspazy, ako je vy8Sie uvedené, su proteiny s proteolytickou aktivitou, ktoré vykazuju
pomerne Siroku substratovu Specificitu a Stiepia viaceré cytoplazmatickych proteiny. Kaspazova
kaskada zahfna efektorové kaspazy (kaspaza-8, kaspaza-9, kaspaza-10), ktoré proteolyticky aktivuju
vykonné kaspdazy (kaspaza-3, kaspaza-6, kaspaza-7). Vykonné kaspazy Stiepia svoje cytoplazmatické
substraty, o vedie k rozvinutiu apoptdzy. Medzi ich substraty patria najma Strukturalne proteiny (napr.
fodrin, G-aktin), proteiny zuc€astfiujiuce sa prenosu bunkovych signalov (napr. protein kinaza C)
a proteiny bunkového cyklu a oprav DNA (napr. Mdm-2). Kaspaza-8 okrem aktivacie vykonnych
kaspaz proteolyticky aktivuje aj Bid, ktory podporuje vznik porov v mitochondrialnej membrane, a tym

napomaha iniciacii mitochondrialnej drahy apoptézy [Hotchkiss a kol., 2009].

VonkajSia a vnutorna draha konverguju az pri kaspaze-3, ktora Stiepi inhibitor kaspazou
aktivovanej DNazy (ICAD), ¢im sa stava CAD aktivna a spusta jadrovu apoptézu. Obidve signalne
drahy su prepojené aj cez kaspazu-8, ktora je sice dominantna kaspaza vonkajSej drahy, ale méze
byt regulovana i vlastnym ,vykonnym® enzymom apoptdzy, kaspazou-6. Podla in vivo Studie moze byt
kaspaza-6 hlavnym aktivatorom kaspazy-8, kedze jej inhibicia vyrazne znizila aktivitu kaspazy-8
a ovplyvnila celkové nastartovanie apoptézy [Cowling a Downward, 2002]. Iniciacia kaspaz spdsobi
degradéciu proteinkinaz, cytoskeletalnych proteinov a proteinov zodpovednych za opravu DNA. Dalej
spusta podjednotky endonukleaz a nakoniec zni€i ,housekeeping® bunkové funkcie. Kaspazy maiju
taktiez vplyv na cytoskeletalnu Struktiru, regulaciu bunkového cyklu, signalne drahy, Co sa
v kone¢nom désledku prejavuje morfologickymi zmenami, akymi je kondenzacia a fragmentacia DNA,

resp. napuciavanie membrany [Grutter a kol., 2000].
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4.4  Draha PI3BK/AKT/mTOR

Draha PI3K/AKT/MTOR reprezentuje klu€ovu transdukénu drahu pre bunkovy rast a blokaciu
bunkovej smrti. Abnormalne vysoka aktivacia PISK/AKT/mTOR kaskady je charakteristickym znakom
velkej variacie pri fudskych malignanciach aje spajana s karcinogenézou, nadorovou progresiou,
rezistenciou na lieCbu a taktiez zlou prognézou [Engelman, 2009]. Vazba ligandov rastovych faktorov
na ich receptory je vysledkom angazovania kaskady prezivania a proliferacie vo vnutrobunkovom
priestore. Spustaci mechanizmus je odpovedou na fosforylaciu receptorovej tyrozin kinazy,
nachadzajlicej sa vo vnutri plazmatickej membrany. Pozitivnym regulatorom tejto signalnej drahy je
tumor supresorovy gén PTEN, ktory ma charakter lipidovej a zaroven aj proteinovej fosfataza [Yin a
Shen, 2008]. Tumor supresorovy géen PTEN mézZe defosforylovat PIP3, ¢im zablokuje transdukény
signal P13/Akt.

PI3K
|
mTOR <« Akt \
i @ FOXO3a

Akt — G cytochrom c
\\>>_1

Kaspaza-3

l

APOPTOZA

Obrazok 10: Schéma signalnej PI3K/AKT/mTOR drahy. Klu€ovu signalizaciu zohrava AKT, svojim priamym aj
nepriamym pbsobenim na apoptotické proteiny. Upravené podla: Fulda, 2012.

Pri tejto drahe ma kluCovu ulohu protein AKT, ktory ma charakter antiapoptotického faktora
priamo alebo nepriamo antagonizujuceho bunkovi smrt [Shaw a Cantley, 2006]. Priamo bol AKT
spajany s fosforylaciou klu€ovych apoptézu regulujucich proteinov (obr. 10), ¢oho vysledkom je posun
rovhovahy medzi pro- a anti- apoptotickymi proteinmi veducej k inhibicii bunkovej smrti [Fulda, 2012].

S touto rovnovahou bolo poukazane na multidoménovy protein Bax, ktory je fosforylovany Akt-
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zavislym spbésobom na serinovom zvySku v pozicii 184 [Gardai a kol., 2004]. Okrem tejto
konformacnej zmeny Bax blokuje AKT aj aktivitu proteinu Bim. Zatial ¢o fosforylacia proapoptotickych
proteinov Bax a Bim zmierriuje ich potencial. Naopak, AKT-sprostredkovana fosforylacia niektorych
aAP faktorov (XIAP a Mcl-1) zniZuje ich antiapoptotické vlastnosti zniZzenim ich proteinovej stability.
Vysledkom tejto degradacie cez proteazomovu masinériu je redukcia proteinovej expresie. Za
nepriame posobenie Akt na bunkovlu smrt je povaZovana cesta fosforylacie transkripénych faktorov.
Tento mechanizmus plati pri faktore NFkB a cAMP element-viazicom proteine (CREB) ako aj
faktoroch, ktoré sa oznacuju FOXO (,Forkhead box® trieda O). AKT fosforylacna stimulacia mbéze na
jednej strane podporovat expresiu antiAP proteinov, kym na druhej strane redukuje hladiny

proapoptotickych proteinov [Fulda, 2012].

Signalna draha PI3K/AKT/mTOR reprezentuje regulaény mechanizmus na kontrolu aktivity
pro- a antiapoptotickych proteinov rodiny Bcl-2, preto objavenie malych molekulovych inhibitorov tejto

kaskady mézu otvorit nové perspektivy pri modelovani mitochondrialnej drahy apoptozy.
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5 REGULACIA APOPTOZY A JEJ ULOHA PRI NADOROCH

Problémy s regulaciou apoptozy su pritomné vo velkom pocte ochoreni. Nadorové postihnutia su
Casto charakterizované poruchou apoptdzy. Pre nadorové bunky je typické velké mnozstvo mutacii,
ktoré umoznuju ignoraciu regulacnych signalov pre rast a proliferaciu zdravej bunky. Za normalnych
okolnosti poskodené bunky podliehaju apoptéze, ale v pripade mutacii v nadorovych bunkach sa
mobze stat, Ze tieto bunky nepodstupia apoptéze. V takychto stavoch bunkova proliferacia nie je
kontrolovand, v dosledku ¢oho mdze byt dana porucha progresom k formovaniu nadorov. Vo vaésine
pripadov je tieto nadory obtiazne wvylie€it pomocou protinadorovych lie€iv, kedZe mutacie
v apoptotickej drahe spbsobia produkciu buniek, ktoré su rezistentné na tento typ ataku. Preto
pochopenie regulacie apoptézy v nadorovych bunkach je v su€asnosti vyznamnym zameranim pri

uréovani cielenej terapie [Hotchkiss a kol., 2009].

Apoptoticka kaskada je velmi prisne regulovana. V jej priebehu existuju body, v ktorych sa mézu
uplatnit rézne kontrolné mechanizmy: aktivacia Ci inaktivacia enzymov, alebo tiez mieru aktivacie
rébznych pro- a anti- apoptotickych proteinov. Obidve hlavné drahy apoptézy su regulované
spolo¢nymi proteinmi, medzi ktoré vo vacsej miere patria: p53, Bcl-2, Bcl-xL, Bax, NFkB, Myc, AKT
a PI3K. Prave vzajomny pomer hladin pro- a antiapoptotickych zlozZiek tak predurcuje definitivny osud
bunky. Presny mechanizmus, ako spominané proteiny reguluju apoptdzu nie je znamy, existuju vSak

tri modelové situacie, ktoré su v tejto suvislosti najCastejsie definované (obr. 11):

i. V prvom modely su Bax a Bak udrziavané v neaktivnej formacii cez priamu interakciu
s jednym alebo dvomi rozdielnymi aAP Bcl-2 proteinmi. V odpovedi na apoptoticky stimul
sa BH3-vyhradné proteiny viazu a neutralizuju aAP proteiny, vysledkom ¢oho je uvolnenie
Bax a Bak. ZvySena expresia Bcl-2 a Bcl-xL predstavuje zablokovanie Bax translokacie
a aktivacie [Finucane a kol., 1999]. Uloha proteinu Bak je demonstrovana pri odlugeni Bcl-
XL a Mcl-1 v mitochondriach za normalnych podmienok [Willis a kol., 2005]. Navyse BH3
proteiny zohravaju centralnu ulohu pri Specifickych vazbach na antiapoptotickych &lenov
Bcl-2 rodiny. Napriklad, Bad interaguje s Bcl-2 a Bcl-xL, ale nie s Mcl-1 na ktory sa viaze
Noxa, ktory vSak nie je Specificky pre vazbu s Bcl-2 a Bcel-xL [Chen a kol., 2005]. Tieto
prepojenia indikuju, ze na spustenie smrtelného stimulu sa musi aktivovat viac nez len
jeden protein s BH3 doménou. Willis a kolektiv dokazali, ze uvolnenie Bak z Bcl-xL a Mcl-1
vyZaduje zvySenu expresiu oboch proteinov Bad a Noxa. Pri samostatnej aktivacii Bad
resp. Noxa proteinu tento efekt nebol pozorovany. Naopak nadexpresia proteinu Puma,
ktory ma vysoku afinitu na vacésinu aAP proteinov, je dostatona na indukciu Bak

sprostredkovanej apoptozy [Willis a kol., 2005].
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Druhou alternativou pri BH3 proteinoch je ich priamy ucinok na Bax a Bak. Zaznamenana
bola priama interakcia tBid a Bim s Bax. Fluorescen¢né znacenie Bax a tBid nepoukazalo
na ich vzajomnu Kkolakilaziu poas apoptdézy. Bax sa nachadza v klastroch na
mitochondriach[Nechushtan a kol., 2001].

Tretim modelom je navrh, ze aAP Bcl-2 ¢lenovia izoluju BH3 proteiny formou zabranenia

aktivacie pAP proteinov Bax a Bak.

A B C
- signaly bunkovej smrti

| | |

BH3-proteiny \ BH3-proteiny BH3-proteiny ———

\ | |

- " Bax/Bak ——— Bax/Bak

X | |
wns .

Obrazok 11: Modely regulacie hlavnej apoptotickej drahy. Upravené podfa publikacie: Gustafsson a Gottlieb,
2007.

Je zrejmé, ze tieto modely ukazuju, Ze Bcl-2 proteiny su pravdepodobne regulované

niekofkymi mechanizmami, ktoré sa mozu liSit podla typu buniek ako aj v rovnakej bunke, ale pri

réznych podnetoch.

Zvysena expresia Bcl-2 vo vnutornej drahe méze viest k inhibicii apoptozy, sprostredkovanej

vonkajSou drahou [Ola akol., 2011]. Naopak, TNFa mdze zvysit expresiu NFkB a stimulovat’ tak

antiapoptotické proteiny Bcl-2 rodiny [Ghobrial a kol., 2005].
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Mnohé chorobné stavy vznikaju v dosledku poruchy regulacie apoptézy jednak jej nadmernou
indukciou (napr. neurodegenerativne ochorenia, alebo AIDS) alebo naopak jej regresiou (napr.
malignity spojené s mutaciou p53 alebo nadprodukciou viacerych antiAP proteinov). Nadorové
postihnutie je vSeobecny nazov pre skupinu choréb spbésobenych nekontrolovanym mnozZenim
nadorovych buniek v najréznejSich telovych organoch a tkanivach. Vznika v désledku akumulacie
mutacii v dbleZitych regulaénych génoch organizmu. Je charakterizované vznikom zhubnych
(malignych) buniek, ktoré ziskali schopnost prenikat do okolitych tkaniv (invazia), kde tvoria vzdialené
nadory (metastazy). Toto je klinicka definicia zhubného nadoru. Kedze nadorové ochorenie vznika
akumulaciou genetickych zmien v bunkovych génoch, je logické, zZe ich s predlzovanim veku pribuda
[Kausitz a kol., 2003].

Nadoroveé bunky sa €asto vyznacuju vlastnostami, ktoré poukazuju na poruchy v molekulovych
drahach, ktoré vedu k prirodzenej apoptdéze. Medzi typické poruchy, ktoré sa vyskytuju v nadorovych

bunkach, patria:

. zvySena expresia prirodzenych inhibitorov apoptézy, ako su produkty génov Bcl-2 a Bcl-

XL,
. znizena expresia apoptdzu indukujucich proteinov Bax a Bid,
. inaktivacia nadorového supresorového génu p53 genetickou mutaciou,
. inhibicia signalnej drahy sprostredkovana rodinou faktorov nadorovej nekrézy (TNF),

drahou TRAIL a nepritomnostou receptora smrti Fas,
. aktivacia signalnej drahy AKT/PKB (upregulacia Bcl-2),
. aktivacia inhibitorov apoptotickych bielkovin (IAP) [Kausitz a kol., 2003].

Pravdepodobne vsetky typy nadorov maju schopnost nadobudnut’ odolnost’ voé&i programovanej
smrti bunky. Nadorové bunky ziskavaju rezistenciu na apoptézu vdaka nadmernej aktivacii
antiapoptotickych proteinov alebo mutéaciou, i znizenou aktivaciou proapoptotickych proteinov [Jin a
El-Deiry, 2005].
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