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Uloha proteina rodiny Bcl-2 v organismu

The role of Bcl-2 proteins in organism

Souhrn

Apopt6za pedstavuje typ programované iné smrti, jehoz korektni regulace je naprosto
nezbytna pro udrzeni fyziologickych podmineshém vyvoje i celého Zivota jedince. Jiz
béhem embryonalniho vyvoje totiz dochazi ke vznikik&#ko mnozstvi nadbytaych burk,

jez je bezprosedre nutné odstranit. Za to je pravzodpo¥dna apoptéza. &em
embryonalniho vyvoje se prastinictvim apoptézy ndjklad oddluji od sebe jednotlivé
prsty, kontroluje se p®t burgk, odstrauji se abnormality, tvd se misSni kanal v obratlich
a vytvdi se jednotlivé dni dutiny. | po cely Zivot jedince apoptdza odstij@ nemocneé,
staré, poskozené tkly a tim udrZzuje vnihi homeostazu. Apoptdza je velice slozity proces
a na jeji regulaci se podili mnoho signalnich kdsk&egulanich mechanisin Apoptéza ma
dvé hlavni drahy aktivace, a to &8i a vnitni. Vn¢jSi draha je aktivovana navazanim ligandu
na receptor na povrchu iky. Vnitini drdha je aktivovanair@s uvolgni cytochromu c

z mitochondrii. OB apoptotické drahy reguluji proteiny rodiny Bcl-2.

Cilem této bakal&ké prace je detaidnpopsat Ulohu proteinrodiny Bcl-2 i fizeni pfibéhu
apoptdzy v organismu.

Rodina Bcl-2 proteifa zahrnuje velké mnozstvi evéhé konzervativnich protein které se
raiznymi mechanismy zapojuji do regulace procesu d@agpBcl-2 proteiny Ize rozdit do tii
skupin. Prvni skupinou jsou antiapoptotické Bcl#dtpiny, které brani aktivaci apoptdzy
a degradaci hiky. Druhou skupinouéthto proteiti jsou proapoptotické Bcl-2 proteiny.
Proapoptotické Bcl-2 proteiny se podileji na indugpoptézy a spoudif proces zaniku
buiky. Treti skupinou jsou specialni proapoptotické protetzpa&ované jako BH3-only
proteiny. Tyto specifické proteiny jsou schopnéillvat antiapoptotické proteiny Bcl-2
rodiny a dale jsou schopné aktivovat proapoptotigi@einy této rodiny. Vzajemny pam
Bcl-2 proteiri z jednotlivych skupin potom rozhoduje o tom, zdsika podlehne apoptéze
¢i nikoliv. Praw nerovnovaha mezi¢mito proteiny vede k velmi vaznym oneménim

a patologiim, a proto je studiu Ulohy Bcl-2 profeimorganismu obe@énvénovana velka

pozornost.

Kli ¢ova slova:apoptdza, Bcl-2, BH3- only, mitochondrie, orgamis



Summary

Apoptosis introduces a type of programmed cell ldeahose proper regulation is essential
for maintaining physiological conditions during thevelopment of individual even of the
whole life of the individual. During the embryogeigis producing large amount superfluous
cells that it is necessary to remove. That is wépabptosis do. Apoptosis during the
embryogenesis for example separates individuakfggcontrols numbers of cells, removes
abnormalities, forms the spinal canal in the vedeband creates various body cavities.
Throughout life of individual apoptosis removesedised, old and damaged cells thereby
maintains homeostasis. Apoptosis is a very comptegess and on its regulation is involved
many signalling cascades and regulatory mechanigpsptosis has two main Pathways:
Intrinsic and Extrinsic. Extrinsic pathway is aetigd after binding the ligand to the receptor
on the cell surface. Intrinsic patway is activatégough the release of mitochondrial
cytochrome c¢ from mitochondria. Both apoptosis patys regulate Bcl-2 family proteins.

The aim of this bachelor’s thesis is to describeletail the role of Bcl-2 family proteins
during controlling of apoptosis in organism.

Bcl-2 family proteins includes a large amount obletionarily conservative proteins that are
by different mechanisms involved in the regulatadnapoptosis. Bcl-2 proteins are divided
into three groups. The first group are antiapoptddcl-2 proteins, which prevent the
activations of apoptosis and cell degradation. Feeond group are proapoptotic Bcl-2
proteins. Proapoptotic Bcl-2 proteins are involwedhe induction of apoptosis and initiate
the cell death process. The third group are spectdeins known as proapoptotic BH3-only
proteins. These specific proteins are able to ibtfie antiapoptotic Bcl-2 family proteins and
are able to activate the proapoptotic proteinshief tamily. The ratio of Bcl-2 proteins from
each group then decides on whether to succumb lktcapeptosis or not. The imbalance
between these proteins leads to very serious diseasd pathologies and therefore is the
study role of Bcl-2 proteins in the body in genexténtion.

Keywords: apoptosis, Bcl-2, BH3- only, mitochondria, organi
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1 Uvod

Apoptdza je dlezita v regulaci vyvoje jedinceébem embryogeneze, ale i v post
natalnim vyvoji. Je zavisla na energii ATP a nejinéhgi teplot nizSi nez 4 °C. Apoptbdza je
geneticky kddovana a nezbytna pieti organismu. ®0dre byla povazovana za protiklad
nekrozy, protoze jsou morfologicky velmi odliSnépaptoticka bitka se zmensuje, vytyio
apoptotickd dliska a nasledh je odstratina okolnimi bukami a makrofagy. Zatimco
nekrotickd bitka se z¥tSuje a bobtna vigledku poruSeni funkce cytoplazmatické
membrany. U nekrotické kily pak dochazi k jejimu prasknuti a vyliti iného obsahu
do mezibuséného prostoru, coz vyvola zéhvou reakci a poSkozeni okolnich hikn
Po nekréze na tkanichugtavaji viditelné morfologické zény, zatimco po apoptoticky
odstragnych buikach zmgny na tkanich #Sinou nejsou patrné. To je spojeno i stim,
Ze apoptéza odstfaje jen jednotlivé a roztrouSené iy, naproti tomu nekréz&asto
postihuje ¥tSi plochy tkani. K nekrdze bék dochazi v fipadt, Ze na apoptézu nemaitka
¢as nebo dostatek energie a netiovplkém poskozeni kiky a hlavrt jeji membrany.
Apopt6za je pozorovana a rozeznavana uz vice jakléts OvSem jeji ndzev poprvé pouZzil
Kerr az vroce 1972. ,Apoptosis” latinsky znamerad#ni listi. Apoptéza se v organismu
Gcastni neurogeneze, regenerace tkani, nahradygkpuwdstragni poSkozenych buR,

v imunitni odpo¥di a regulaci bugk imunitniho systému , a také udrZzuje spravnoukosti

a funkci tkani a organ

Apoptoza je aktivovana ¥si a vnitni drahou, v obouethto drahach se upfatji proteazy

z rodiny kaspaz a proteiny rodiny Bcl-2. Bcl-2 @ioly jsou proapoptotické i antiapoptotické
a tim tvai dvoji kontrolu apoptézy. Coz zalmge indukci apoptozy vifpad, Ze signél
indukujici apoptdézu neni dost silny. Naopak u pagkych nemocnych bgk a burgk
napadenych virem je signél dostatg a antiapoptotické Bcl-2 proteiny nejsou schojiny
zabranit. Pokud apoptéza dojde do exekidaze, kdy jsou aktivovany ve velkémmkaspazy,
nukleazy a dalSi proteazy, neda se apoptoze uarmagbprotoze doslo k rafieni genetické
informace. Apoptotickd hika je pak naslednodstragna fagocytézou.

Takto apoptéza funguje za normélnich podminek,udokeni signal apoptézy nijak
posSkozen. Ale vipact, Ze jsou v biice deletovany antiapototické proteiny nebo je nkopa
overexprese proapoptotickych proteirdochazi k fliSné apoptdze a tedy ztéardravych
burék, které mgly piezit. Zatimco P deleci proapototickych a nebo nadbytku
antiapoptotickych protein dochazi k nashroma&ci velkého mnozstvi nemocnych

a poskozenych bk, coz mize zmisobit vznik nadar a rakovin.



2 Cil prace

Cilem této bakak&ké prace je shrnuti funkce a uptathproteini rodiny Bcl-2, které
se podili na regulaci apoptozy, poté specifikagehepisobeni v biologickych procesech
Zivych organism. Prace se dale bude zabyvat poSkozenim orgéngndeleci nebo
overexpresi proapoptotickych a antiapoptotickycH-Bgroteiri a jejich roli @i regulaci

poskozenych bufk mechanismy programované kiné smrti.



3 Literarni reSerse
3.1 Apoptoza

Bunééna smrt se @i na programovanou bg&nou smrt a ndhodnou b&imou smrt.
Programovand butind smrt se dale¢t na rekolik morfologicky i enzymaticky odliSnych
typt. Témito typy jsou: apoptoza, programovana nekrézagfagte, parapoptoza a mitoticka
katastrofa. Zatimco nekréza je ndhodnadbna smrt zfsobenaiznym poskozenim hiky.
PoSkozeni hitky zpisobujici nekr6zu fize byt napiklad tepelné, chemické a mechanické
(Kerr et al., 1972).

Podle morfologickych odliSnosti od nekrdzy je agapt znama uz vice jak 150 let.
OvSem nazev apoptéza poprvé pouzil profesor patlagphn Foxton Ross Kerr
z Queenslandské University se svymi spolupracoviiky roce 1972 pro specialni formu
bunééné smrti (Shiozaki et Shi, 2004). Apoptéza bykavgrné povaZzovana za protiklad
nekrozy kvili jejich velké morfologické odliSnosti (Balaz et.,a2008). Nejvyznamg)Sim
rozdilem mezi apoptézou a nekrézou je jejich zésisina energii. Apoptéza je zavisla
na energii bitky a vede k fagocytoze (Ziegler et Groscurth, 200kroticka btika bobtna,
aZz dojde k jejimu prasknuti a vyliti obsahu do okniiky (BalaZz et al., 2008). To #pobi
zaretlivou reakci organismu (Jacobson et al.,, 1997).btBani buky je zpisobeno
nedostatkem energie, ktery se projevi poskozenitkckiiontovych pump na cytoplazmatické
membrag. Zatimco u apoptézy je funkce cytoplazmatické memyp zachovana, lika
se smrskavéd a tviose apoptotickaéliska (Balaz et al., 2008). Apoptdza (programovana
burg¢na smrt) je nutna pro odstram napadenych a poskozenych &ufWillis et al., 2003).
Apoptoza ovliviuje pouze rozptylené a jednotlivéiiky, ale prakticky nikdy neodstiiaje
vétsi plochy tkani (Kerr et al., 1972)¢Bktni se redukce békbehem embryonalniho vyvoje
(Ziegler et Groscurth, 2004). U sd@ve embryonalnim vyvoji vytvid miSni kanal v obratlich,
téIni dutiny, tvai trubice, odstrauje prebyt&né neurony a separuje jednotlivé prsty.
Apoptdza v embryonalnim vyvoji u sathodstrauje zarodky sandich pohlavnich organ
(Mullerovy vyvody) a u samic jsou zase ods#a zarodky sarich pohlavnich organ
V embryogenezi se vytvénadbyténé mnozstvi neurdn a ty, které nejsou propojeny s tkani
nebo nefunguji spra¢n jsou odstragny (Jacobson et al., 1997). Apoptdza je nezbytnym
mechanismem morfogeneze a homeostazy drgdkani, protoZze udrZzuje rovnovahu mezi
burécnym clenim a buaénou smrti. Nafiklad pi klonalni selekci jsou lymfocyty

eliminovany apopt6zou. Apoptdéza déale kontroluje axp a dozravani T a B lymfodyt



v perifernich lymfatickych organech po tom, co rozpaly antigen (Pedrera et al., 2012).
V apoptdéze jsou idezité protein-proteinové interakce mezi proteinyogpototickymi
a antiapototickymi. Rovnovaha me#ntito proteiny je velmi dlezita pro Zivot jednotlivych

burgk a fungovani celého organismu (Rautureau et @LOR

Jakékoliv defekty v normélnim fungovani apoptdzy hmo zpisobit onemocni.
Pokud je apoptozarihs inhibovana vznikaji nadorova onemeéni protoze pezivaji buiky
s poSkozenou DNA. Nadima apoptéza naopak tre zpisobovat poskozeni fip
onemocgnich jako je mrtvice, infarkt, cirh6za jater, AID&ké u neurodegenerativnich
onemocgni jako Alzheimerova, Parkinsonova a Huntingtonoeaoc a u septického Soku.
Neurodegenerativni onemagn jsou charakteristicka fpdiasnou ztratou specifickych
neurorii. To zpisobuje nevratnou ztratu pdina nebo neschopnost ovladat pohyby &vet
inhibici apoptézy mohou vznikat trvalé infekceuspbené tim, Ze liy napadené viry
a bakteriemi pezily (Rvagnan et al., 2002Villis et al., 2003 Zhai et al., 2003; Petros et al.,
2004). ReruSeni apoptotického procesu také uzen vést k autoimunitnimu
lymfoproliferatnimu syndromu (ALPS) (Petros et al., 2004). Defektechanismu apoptdzy
také hraje vyznamnou roli v rezistenci na chemgieeaoz&ovani (Tamm et al., 1998).

Kerr et al. (1972) uvadi, Ze apoptéza probihd veudstadiich. V prvnim stadiu
se formuji apoptotickagliska a ve druhém stadiu probiha fagocytéza a degeaéchto
telisek (Kerr et al., 1972). Biky podléhajici apoptdéze vykazujiretelné morfologické
a molekularni znaky. Morfologickymi znaky jsou meidaovy blebbing, nuklearni
a cytoplazmatickd kondenzace. Zatimco molekularnimmaky jsou: degradace
chromozond, nukleosomalni fragmentace a nasledna aktivacéegmoz rodiny kaspaz
(Shiozaki et Shi, 2004). Apoptozu indukuje posSkdzetegrity DNA, deprivace iistoveho
faktoru, ¢innost cytotoxickych T lymfocyt, virové infekce, mnoho stresovych fakipr
radiace nebo narusSeni homeostazyeku(Ziegler et Groscurth, 2004; Pedrera et al., 2201

VSechny tyto stimuly mohou #pobit navazani ligandu na receptory rodiny TNF
(tumor necrosis factor), které jsou na povrchiikyuTo spusti v§§Si signalni drahu bugné
smrti. Kratce po indukci apoptdzy ika ztraci kontakt s okolnimi Bkami. Smrgujici
se butka tvai bleby, které obsahuji b&né organely a fragmenty b&imého jadra. Bleby
jsou nasled& fagocytovany okolnimi hikami nebo makrofagy (Jacobson et al., 1997
Ziegler et Groscurth, 2004). K fagocytéze dochaedpim, neZ membrana &ee propousit

bung¢né tekutiny,¢imz je zamezeno vzniku zé&no (Jacobson et al., 1997). Pokud nejsou



burg¢né zbytky fagocytovany, vznika sekundarni nekroziwra obdob# jako nekréza

poSkozuje své okoli a vyvolava zaifZiegler et Groscurth, 2008alaz et al., 2008).

3.1.1 Vn¢jSi draha apoptozy

Vn¢jSi draha apoptézy je zavisla na funkci recaptoa povrchu biiky, které jsou
oznaovany jako receptory smrti. Receptory jsou bilkgvsichopné navazat molekulu zvanou
ligand. Receptory jsou umésty na povrchu cytoplazmatické membranyran@seji do hiky
signaly z vijSiho prostedi. Tyto receptory po navazani ligandiegaji signal do hiky.
Tento signal zfisobi aktivaci intracelularni drahy a nasleduni¢énou smrt (Balaz et al.,
2008). \ktSina receptdr smrti spolupracuje s intracelularni doménou zvan®eath
doména“, ta penasi signal do kiky (Thorburn, 2004). Hlavnimi receptory této drghgu
receptory rodiny TNF (tumor necrosis factor), F&D95/APO-1), TNFR1 a TRAIL
receptory (DR4 a DR5) (Thorburn, 2Q@egler et Groscurth, 200Danial, 2007).

Na membranové receptory se vazi ligandy jako je_Febo TNF. Kazdy receptor
ma swij specificky ligand, ktery je schopen se ng véazat. Typické dvojice ligand-receptor
jsou napiklad FasL-FasR a TNFTNFR1. Schopnost receptorindukovat apoptozu
je dilezit4 pro zamezeni vzniku mnoha onentwér(Shiozaki et Shi, 2004rhorburn, 2004
Simmons et al., 2008).

Chemicka struktura receptose po navazani liganduéni. Death receptory, na které
nejsou navazany ligandy, jsou monomerické, zatiligemdy jsou homotrimerické (Shiozaki
et Shi, 2004). Po navazani ligandu na receptori s@mmpravdpodobr vytvori neasociovany
trimer (Thorburn, 2004). Ligand navazany na recempolu s adaptorovymi proteiny
a prokaspazou-8 nebo u lidi prokaspazou-10 fornkojnplex receptdr DISC (Death
Inducing Signalling Complex). Adaptorové proteispy typické protzné receptory, FADD
asociuje s Fas a TRADD s TNFR1. (Thorburn, 2004hk&péaza-8 a -10 jsou schopné
se po kontaktu s komplexem DISC autokatalytickyivakiat (Shiozaki et Shi, 2004
Thorburn, 2004 Ziegler et Groscurth, 2004Adams et al., 20Q7Pedrera et al., 2012).
Aktivovana kaspaza-8 aktivuje efektorové kaspazy -3. Signal v&si drahy pechazi na
vnitini drahu pes SEpeni Bid proteinu na tBid, ktery #@pobi uvolrni cytochromu c
z mitochondrii a aktivaci kaspazy-9. Tim je spnatkaspazova kaskada (Kar et al., 2012)
a tBid pak dale indukuje konforrai aktivaci a oligomerizaci protairBak a Bax (Simmons
et al., 2008). Pokud je bBka vystavena dlouhémuagobenim nangstic nédi, vyrazré

se v buice zvySuji hladiny Fas, kaspazy-8 a tBid protefdarkar et al., 2011).



Apoptoticky signal mize byt inhibovan progtdnictvim misobeni kompetitivnich
molekul jako nafiklad inhibitoru c-FLIP, ktery se vaze na receptgrdcomplex DISC
v mis€ kaspazy-8 (Thorburn, 2004). U lidskych Bknnadoru prsu MCF7 je apoptoza
indukovana Icaricidem 1l (IcaS)igs d¥ odliSné receptorové drahy. Icarisid 1l je glykgsid
ktery se pouzivaiplécbé nadoru prsu. Jedna draha indukovand IcaSijeke neceptor FADD,
jehoz C- terminalni doména interaguje s Fas a Mit&éilini doména interaguje s kaspazami.
Druha draha jde fies protein Daxx, ktery se navaze na FAS a indulageptdzu fes
JNK/SAPK (c-Jun N-terminal kinases/stress-activgpeotein kinase) drahu (Huang et al.,
2012)

3.1.2 Vnit¥ni draha apoptozy

Vnittni drdha apoptozy je aktivovan#&p mitochondrie a je tedy na mitochondriich
zavisla (Shiozaki et Shi, 2004). Viif draha apoptézy je sp@sa reakci uvnit buiky
na signal jako je stresovy signél, poskozeni DNyipkinova deprivace, hypoxie nebo ztrata
signalu peziti (survival signal) (Stoka et al., 2Q0Bdams et al., 2007). Viiti drahu
apoptozy niZze vyvolat i intoxikace narasticemi nédi, ktera zfisobi uvolgni cytochromu
c a Apaf-1 a aktivaci kaspazy-9 (Sarkar et al.,120Také niZze navazovat na ¥js$i drahu
apoptézy p aktivaci Bid proteinu, ktery poSkodi mitochondriéimz dojde k uvoldni
cytochromu c, ktery nasledmktivuje kaspazovou kaskadu (Kar et al., 2012).
Po apoptotickém stimulu jsou do cytoplasmy u¥oin proteiny z mitochondrialniho
intermembranového prostoru. V intermembranovém tpros mitochondrii jsou proteiny:
cytochrom ¢, Smac (second mitochondria derivedaitii), znamy také jako DIABLO, AlF
(apoptosis-inducing factor), Endonukleasa G a OB (Shiozaki et Shi, 2004).

Vnittni draha niZze byt také indukovana oxidativnim stresem, ca¥sapi poskozeni
mitochondrii, tim se uvolni cytochrom ¢ a naskedme aktivuje kaspaza-3 (Sarkar et al.,
2011). Po poruSeni mitochondrii se s cytochromemocytosolu uvolni i adenosin-5"-
trifosfat (ATP) (Slee et al., 199%edrera et al., 2012). Cytochrom c spolu s Apdftdry
je pripraven v cytoplas®) vytvori apoptozom, ktery dale aktivuje kaspazu-9 (Zieger
Groscurth, 2004). Vyti@ni apoptozomu aiipojeni aktivni (nebo aktivace) Kaspazy-9 pak
pokraiuje v aktivaci efektorovych kaspaz, kaspazy-3 aS@peni fizného intracelularniho
substratu efektorovymi kaspazami a dalSimi proteézaakonec vyusti v buinou smrt
a mrtva buka je pohlcena makrofagy (Shiozaki et Shi, 2004orburn, 2004).



K uvolnéni cytochromu c¢ jsou piba BH3-only Bcl-2 proteiny, které inhibuji
antiapoptotické Bcl-2 proteiny. BH3-only proteing sdvaZzou na antiapoptotické proteiny
a tim s nimi vytveéi neaktivni dimery (Thorburn, 2004). Uitky s dvojitou deleci, jak Bax,
tak Bak proteinu, selZze uvani cytochromu c a hika je rezistentni Wi vSem stimuhm
vnitini drdhy apoptézy. Multidoménové proapototické @irog Bak a Bax jsou tedy nutné
k aktivaci mitochondrialni apoptotické masinérie afial, 2007). U savc nemaji
antiapoptotické Bcl-2 proteiny schopnost sémm vazat na Apaf-1, tak jako je tomu
Caenorhabditis eleganfMaupas,1899). Drahaigs cytochrom c/Apaf-1/kaspazu-9 nejspis
neni jedinym zpsobem, jak dokazi Bcl-2 proteiny inhibovat wnitdrahu smrti u mnoha
burék. ProtoZe nejsou schopny inhibovat Apafilmmw, musi proteiny Bcl-2 ovladat fazi
pied uvolrgnim cytochromu c (Willis et al., 2003). Bka se stava rezistentniidr apoptdze
pokud nastane overexprese antiapoptotickych Bctelepni, protoze nedojde k uvaini
cytochromu c¢ z mitochondrii (Pedrera et al., 20pka et al., (2006) zjistil, Ze rozdily
v aktivaci vnitni drahy jsou u laboratornich mysi dany jednotliviimeny, ale ne stém
zvirat nebo typem tkén (Stoka et al., 2006)

3.1.3 Mitochondrie

Mitochondrie jsou centrem apoptézy v &mh buikadch, kde se setkava i
a vnittni draha apotézy. Mitochondrie maji \nit a vrgjSi membranu. VE&Si membrana
je hladka a obaluje mezimembranovy prostor mitodhign zatimco vnitni membrana
ma povrch zvrasmy a tvdi kristy. Ve stedu mitochondrii je mitochondrialni matrix, ktera
je od mezimembranového prostoru dléda vnitni membranou (Zhai et al., 2008). Apoptdza
probiha ¥tSinou es uvolrni proapoptotickych proteinz mezimembranového prostoru
mitochondrii. V tomto prostoru se vyskytuji protgicytochrom ¢, Smac/DIABLO, AlF,
Endonukleasa G a Htra2/Omi. Cytochrom ¢, Smac/DIA@B4& Htra2/Omi mohou Zgobit
uvolnéni prokaspaz a jejich naslednou aktivaci. AIF a cenukleasa G Zisobuji smrt
nezavislou na kaspazach (Kuwana et al., 2003).ilalnitini membrany mitochondrii
je udrzovana membranovym potencidlem. Staly menadysarpotencial udrZzuje aktivita
protonovych pump respiaiho fettzce. Po indukci apoptozy & membranovy potencial
prudce kolisat, ale permeabilizace membrany jenzgdn ¢ast€nd, protoZze matrixove
proteiny jest n¢jsou uvolrény do cytosolu biky (Ravagnan et al., 2002). Na &gi
mitochondrialni membranu (MOM) je z&ieno velké mnoZstvi proteinnagiklad Bcl-xL,

M11L protein myxoma viru a hNIP3 (Schinzel et &Q04). Po kompletni permeabilizaci



vnejSi membrany mitochondrii pronikaji potenci@ltoxické mezimembranové proteiny

do cytosolu a zjsobi degenerativni fazi apoptézy (Ravagnan e2@0?)

Obrazeke. 1. Schéma mitochondrii ajioechu apoptdézy od apototického signalu po

aktivaci kaspazové.
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3.1.3.1 Cytochrom ¢

Cytochrom c je protein, ktery za normalnich podrkifignguje v dychacintetzci
jako prenase elektrori (Danial, 2007 Balaz et al., 2008). Prekurzorem cytochromu qj@ a
cytochrom-c, ktery je neschopny seéastnit apoptézy. Prekurzor je naslédmportovan
do mitochondrii, kde je iptvaren do globularniho proteinu (Ravagnan et al., 2002)

Cytochrom c je proapoptoticky protein, ktery seeva@zaktivuje Apaf-1. Vazba cytochromu c



indukuje konformani zmény na Apaf-1 proteinu. Tyto konforrai zmeny umo#iuji vytvorit
vazbu na dATP vedouci k formovani ~1MDa oligometlok komplexu pojmenovaného
apoptézom (Shiozaki et Shi, 2004). Cytochrom c\elnén po naruseni mitochondrialniho
membranového potencialu do cytosolu. Tam se pale v Apaf-1 a tvid komplex
s caspazou -9, ktera se stava aktivni a aktivugpdeovou kaskadu. Tim se aktivuji dalSi
kaspazy (nafiklad kaspaza-3) a vysledkem této aktivace jestyd smrt (Cook et al., 1999).
Bcl-2 protein je schopen zabranit permeabilizadjSirmembrany mitochondriéimz zabrani
uvolnéni cytochromu c (Stoka et al., 2006). Apoptoza Vgmé p20Bap3l vedeigs
mobilizaci zasob véapniku v ER. Uvélnim C&" z endoplazmatického retikula (ER)
se nasledhzveda hladina Gav mitochondriich. Toto t senzitivujici signal (“sensitizing
signal”) pro uvolrni proapoptotického faktoru cytochromu c, ktery dmge efektivni
permeabilizaci v&§Si mitochondrialni membrany, coz vede aktivacipéas a naslednému

Stpeni organel (Heath-Engel et al., 2012).

3.1.4 Kaspazy

Kaspazy jsou proteolytické enzymy z rodiny cysteyjoh proteaz. Jako prvni byla
objevena kaspaza-1, respektive jeji homolog didtiéa C. elegant Velka ¢ast &chto proteaz
je dilezita4 v procesu apoptozy. U sévisylo identifikovano nejménl4 kaspaz, ale jetast
z nich se Gastni apoptézy. Kaspazy, které se dastni apoptoézy jsou seésti zastlive
odpowdi organismu (Pedrera et al., 2012). Neaktivni faunkaspazy je prokaspaza nebo
zymogen a je tv@n jednimiettzcem (Ravagnan et al., 2Q03hiozaki et Shi, 2004).
Prokaspazy jsou obsazeny dagji v cytosolu a v mezimembranovém prostoru mitoahdn
véetre prokaspaz-2, -3 a -9. (Ravagnan et al., 2002)ali@tké jadro proteaz se sklada
ze dvou podjednotek p20 a pl0, které ritvaN-terminalni prodoménu kaspaz.ti P
intramolekularnim $peni prokaspaz jsou od sebe tytoe dwodjednotky odéleny, ¢imz
je kaspaza aktivovana (Shiozaki et Shi, 2004). #&pé&za-9 nema praygbdobré Zadnou
enzymatickou aktivitu, pokud v cytosolu nertitpmen Apaf-1. U savcjsou mechanismy
bung¢né smrti, které funguji i bez kaspaz, ale apopjézaez nich velmi omezena. Inhibice
kaspaz vyznamin zpomaluje formovani apoptotickyctelisek. U mnoha typ indukci
apoptozy nejsou farmakologické inhibitory kaspaaopny gedejit aktivaci buéné smrti,
protoZe apoptdza funguje i s inhibovanymi kaspaZ&wagnan et al., 2002).



ICE (interleukin-b-converting enzyme) kaspazy jsou zapojeny hiagda zawtlivé
odpowdi. Mezi ICE kaspazy u lidi patkaspaza-1, -4 a -5 a u mysi kaspaza-1, -11 &le2 (
et al., 1999 Shiozaki et Shi, 2004). Tyto kaspazy nejsou akiny cytochromem c coz
ukazuje, Ze se neéastni apoptozy (Slee et al., 1999). Kaspazy-1 a jsbll zapojeny
do zpracovani prozétlivych cytokini jako jsou interleukin 1 a interleukin 18 (Dani2a007).

Cytochrom c &tpi kaspézu-1 jen v &itych koncentracich (Slee et al., 1999).

Iniciaéni kaspazy (apikalni), zahrnuji kaspazu-2, -8, -9 a -10 a imdpuhé
prodomeény. Tyto prodomény obsahuji homotypickgriakni motiv (Shiozaki et Shi, 2004).
Inicia¢ni kaspdzy mohou byt aktivovany &#i drahou komplexem DISC a nebo vnit
drahou pes mitochondrie v interakci s apoptozOmem. Aktivevanicia&ni kaspazy dale &bi
a aktivuji efektorové kaspazy (kaspaza-3, -6, Efg¢ktorové kaspazy pak zprostikovavaji
Stpeni mnoha @ezitych burkcnych proteii (Adams et al., 20@Danial, 2007). Kaspaza-9
je aktivovana p vazbs na specialni molekularni podklady molecular Platfp které jsou
tvoreny ges selektivni proteino-proteinové interakce (Dank&l07). Prodoména kaspazy-9
obsahuje CARD (caspase-recruitment domain), kigoéupracuje s CARD doménou v Apaf-
1. Interakce mezi ddma CARD doménami, vaze kaspazu-9 do apoptozémwZ&kii et Shi,
2004). Molekularni podklad u iniciaich kaspaz tvd ,death domain“, ,death effector
domain®“ a ,caspase recruitment domain“ (Danial, 200/ in vitro studiich bylo zji$no,
Ze kaspaza -9 se selekttvmaze na Apaf-1, zatimco ostatni kaspazy (-1,32;6, -7, -8 a -
10) se na Apaf-1 nevézi. Pokud je z &ingho extraktu odstréna Kaspaza-9, nedojde
k aktivaci kaspaz-2, -3, -7, -8, -10 cytochromemeaZ ukazuje, Ze kaspaza-9 je nezbytna pro
vSechny nasledné aktivace kaspaz (Slee et al.)1999

Induced-proximity je model, kteryika, Ze inicigni kaspazy jsou aktivovany, pokud
piijdou do kontaktu s jinymi iniciénimi kaspazami. Tedy, Ze jsou schopny se samy j@wza
aktivovat. Podle Daniala induced-proximity modebharend, Ze aktivace iniciaich kaspéaz
je ovlivnéna jejich lokélni koncentraci a je zvySenia yytvoreni DISC nebo apoptosomu
(Danial, 2007).

Proximity-induced model naznéuje, Ze kaspaza-9 a kaspaza-8 jsou aktivovany
po dimerizaci usnaané oligomerickymi komplexy, jako je apoptozém nebtSC (Shi,
2004 Shiozaki et Shi, 2004).

Mezi efektorové kaspazypati kaspaza 3, 6 a 7 (Pedrera et al., 2012). Aktivace
zymogenu efektorovych kaspaz zahrnuje specifickéatiettzcové Stpeni. Toto stpeni

10



zprostedkovavaji inicigni kaspazy. V tisledku tohoto &peni je aktivita efektorovych
kaspaz skolikanasobg zvySena (Shiozaki et Shi, 2004). Efektorové kagpalz aktivované,
tak zymogeny jsou tweny homodimerem (Shi, 2004).

Aktivni misto kazdych kaspazovych molekul se sklad&i smyek, ozngenych L1,
L3 a L4. Na tyto smiky je schopen se vazat substrat. SkayLl a L4 tvéi dvé strany
Zlabku, ktery vaze substrat a L3 stky tvai zakladnu tohoto ZIabkiCtvrta smyka L2,
kterd obsahuje katalyticky cystein, lezi Hapvazajicim zlabkem vipdni ¢asti substratu.
Tuto konformaci aktivniho mista podporuje pata &ayL2’, ktera fichazi ze sousedni
kaspazové molekuly v homodimeru. Unifgt smyky L2° je esenciélni pro formovani
aktivniho mista, kterétispiva ke katalyze. (Shi, 200&hiozaki et Shi, 2004). Kaspaza-3
narusuje bilku prochazejici apoptézou tim, Ze rozklada stoviotgini (Thorburn, 2004).
Aktivace kaspéazy-3 je nutna pro aktivaci 4 daldespaz (-2, -6, -8, a-10).¢dstni se také
zpetné amplifikace zahrnujici Kaspazu-9 (Slee etX99). Aktivni kaspazu-3 a -7 blokuje
protein survivin, ale inaktivni preformu blokovaedokéaze. ¥tSina proteif rodiny IAP
véetng survivinu nejsou schopné vazat aktivovanou kas@aruvitro. Survivin tak inhibuje

pouze apoptdzu indukovanou overexpresi prokaspazyf3Tamm et al., 1998).

3.1.5 Inhibitory apoptozy

IAP byl objeven ped 15 lety Millerem a jeho kolegy v genu Baculo\alo inhibitor
apoptozy. Tato virova infekce postihujenBy hmyzu Spodoptera frugiperd§Smith, 1797)
(Srinivasula et Ashwell, 2008). Dnes je zndmo mndtwmolodi IAP proteini a byly
nalezeny jak u bezobratlich (nematod, much) a keksitak u vysSich obratlofr¢Bonnefoy-
Berard et al., 20Q4Stoka et al., 2006). Mezi inhibitory apoptézyipdfP proteiny (IAP-1,
IAP-2, NAIP, XIAP a survivin), antiapoptotické peany Bcl-2 rodiny a #&kolik zastupé
ze skupiny chaperan(Tamm et al., 1998Stoka et al., 2006).

XIAP protein se sklada z& BIR domeén a C-terminélniho RING motivu. (Shiozeki
Shi, 2004). Motiv BIR2 ma kratky doprovodny N-Temaini Usek s 18 aminokyselinami, kde
je vazebné misto, které se sgilwaze na kaspazu-3 a -7. Na rozdil od kaspazy-3 a -
se kaspaza-9 vaze na BIR3 doménu pratéi. Molekuly interagujici s BIR doménou IAP
proteini jsou mitochondriélni protein Smac (DIABLO) a Orhit(A2). Oba maji IAP-binding
motif (IBM), na ktery se vadZe na BIR doménu pnaielAP (Shiozaki et Shi, 2004
Srinivasula et Ashwell, 2008). Smac protein je g&m poruSit vazbu IAP proteinu

a aktivované kaspazy-9. Tim je kaspaza-9 wr@na znovu aktivovana apoptoza (Klener et
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Klener, 2010). NAIP (neuronal apoptosis-inhibitopyotein) je protein, ktery inhibuje
apoptézu neuranu sav@. NAIP protein vaZze kaspazu-9 pouzeiitgmnosti ATP nebo
pii absenci leucine-rich repeal (LRR) domény, coz zuka, Ze ATP zprostdkovava
konformani zmeny, které jsou nutné pro vazbu kaspazy-9 (SrinilastiAshwell, 2008).

Proteiny IAP se u savc(castni regulace apoptézy i bigného @leni (Bonnefoy-
Berard et al.,, 2004). Navic jsou také zapojeny dotioké chromozomalni segregace,
celularni morfogeneze, homeostazydna do intracelularni signalizace (Srinivasula et
Ashwell, 2008). IAP proteiny jsou schopné inhiboapbptdzu u buik infikovanych virem.
Timto zpisobem si vir zajiuje peeziti. Inaktivace apoptézy proteiny IAP spea v tom,
Ze se dokazou navazat na aktivované inidiaefektorové kaspazy a tim je inaktivuji (Klener
et Klener, 2010). IAP protein nettiostabilni komplexy s prokaspazou-9 protoZze nema
odkryty N-terminalni konec. Proteolytické zpracovdmokaspazy-9 odkryva tento wvimt
tetrapeptidovy motiv a IAP je schopen se na ni mavgShiozaki et Shi, 2004). Vysoka
exprese IAP protein byla nalezena v mnoha nédorech jako je karcinosu,pprostaty,
pankreatu a u lymfoproliferace. Nididad u survivinu jeho upregulace igmbuje Spatnou
prognézu onemoemi (Klener et klener, 2010). Mnoho &ima rozvinuté strategie, kterymi
brani a blokuji apoptézu. ddteré viry rozvinuly strategii za#henou na aktivaci apoptozy,
aby se vyhnuly imunitni odpédi tim, Ze znii imunokompetentni hiky (Pedrera et al.,
2012).

U Huntingtonovy choroby byla zji&a degradace protéinlAP-1 a XIAP, ktera
je spojena s nadimou apoptézou. IAP protein @gobuje rezistenci O¢i apoptdze
v hypoxickych biikadch. Ve studii provashé na potkanech bylo objeveno, Ze kaloricka
restrikce niZze poskytnout protekci neurbm a (¥ starnuti mozkuaste&ne potlatuje aktivaci
kaspazy-3 a 8peni PARP a dalSi upregulaci XIAP inhibitoru. Topgedji podili na zvyseni
rezistence i apoptdze pozorované u #ai s kalorickou restrikci (Stoka et al., 2006).
DalSim inhibitorem apoptdzy je ZLEHD-fmk. Inhibiemn ZLEHD-fmk je inhibovana
kaskadu. Tyto inhibitory vyraznsnizuji aktivaci kaspazy-8 a -9 (asi o 60%) (Karak,
2012).
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3.1.5.1 Smac/DIABLO

V bunkach, které podstupuji apoptéozu Smac (Second Muadhal activator of
Caspases) nebo DIABLO (Direct IAP Binding proteirthaLow pl) protein uvéuje blokaci
kaspaz proteiny rodiny IAP. Smac protein je cilenngtochondrii pes N-teminalni doménu.
V odpowdi na mnoho apoptotickych stimiuje Smac/DIABLO uvolin do cytosolu, kde
inhibuje proteiny IAP (Ravagnan et al., 2002). Smpc syntetizovan jako 239
aminokyselinovy prekurzor. Jeho N-termindlni seloeerje zamfena do mitochondrii
a je u Smac proteinu proteolyticky odstraa. Po proteolytickém &teni a odstrami N-
termindlni sekvence se u proteinu Smac odhali 4dfighni aminokyseliny Ala-Val-Pro-lle.
Tento tetrapeptid je vazebnym motivem pro rodinotgini IAP. Tim, Ze se Smac navaze
na IAP protein neni IAP schopen se vazat na kasmézphibovat je. Smac protein
je v buikdch ®&inny, ale jeho prekurzor ne.éBem apoptézy je Smac protein uwiin
z mitochondrii a obnovuje proces aktivace iniciatgch a efektorovych kaspaz tim,
Ze uvofuje inhibici zprostedkovanou proteiny IAP (Shiozaki et Shi, 2004). BIR BIR3
domény u XIAP mnohonasobiavysuji vazbu na protein Smac, béehto domén neni XIAP
inhibovan (Srinivasula et Ashwell, 2008). Knockoptoteini Smac a XIAP v mysich
neprodukoval Zadnécekavané fenotypy s defektem apoptotické drahy, sspda vysstlit
tim, Ze buka obsahuje mnoho protéirpodobnych IAP a Smac protém (Shiozaki et Shi,
2004).

3.1.5.2 Htr A2/Omi

Prekurzorem Htr A2/Omi je 50-kDa protein. HtrA2 seyskytuje hlave
v mezimembranovém prostoru mitochondrii. Nedavno kysteno, Ze bakterialni HtrA2 ma
dvojitou roli jako chaperon ip normalni teplat, a jako aktivni protedzatipvysokych
teplotach (Ravagnan et al., 2002). Omi stggko Smac je syntetizovan jako prekurzor s N-
terminalni mitochondrialni sekvenci. Kdyziiky prochazi apoptozou, tyto molekuly bez N-
terminalni sekvence jsou uvehmy z intermembrdhového prostoru do cytosolu, kded®u
na IAP BIR2 a BIR3 fes IAP-binding motif (IBM) (Srinivasula et Ashwe#l008).

13



3.1.6 Proteiny rodiny Bcl-2

Rodina Bcl-2 proteifh (B cell leukemia/lymphoma-2) byla objevena v lymio (B
cell lymfoma-2). Jako prvni byl objeven protein Rclpodle ®hoz se rodina jmenuje
(Sorenson, 2004). Bcl-2 proteiny se zami za &elem indukce nebo inhibice apoptozy
na odlisné intracelularni membrany. Mezi tyto megnlyr pati vnéjSi mitochondriélni
membrana (MOM), membrana endoplazmatického retikbdR) a také jadernd membrana.
V¢étSina endogennich Bcl-2 protéirtkolem dvou itetin) je lokalizovana na ER membgan
a asociuje jadernou membranou. Zbyvajici protgoy umistny na vigjSi mitochondrialni
membrag MOM (Schinzel et al., 2004). Tyto proteinyegstavuji dlezity kontrolni bod
v apopt6ze, fisobici proti nevratnému poskozeni Bkintim, Ze kontroluji uvaiovani
apoptogennich faktdrz mitochondrii (Danial, 2007). Do dnesSni doby bglgeveno pes 25
¢lena rodiny Bcl-2 proteid (Petros et al., 2004). S objevenim Bcl-2 pratdayla nalezena
nova skupina regulatbrburécné smrti. Tyto regulatory na rozdil od ostatnictaragch
regulatofi nepodporuji proliferaci, ale blokuji nebo aktivapoptézu (Danial 2007).

Troj-roznmernda struktura proteinrodiny Bcl-2 se sklada ze dvou centralnicleviazré
hydrofobnicha-helixt, obklopenych Sesti nebo sedmi amfipatickytielixy s prongnlivou
délkou. Jednotlivé proteiny tedy obsahuji 8 azahelixi. U Bcl-2 proteiri byly
identifikovany ¢tyti BH domény (BH1-4) a kazdy &leni Bcl-2 rodiny obsahuje alespo
jednu z &chto ¢ty BH domeén (Petros et al., 2004).

Bcl-2 proteiny se @i na antiapoptotické, které chrani nbu pred apoptdzou
a na proapoptotické, které seiadtni indukce apoptézy. Proapototické se da d
na multidoménové a na BH3-only podle¢ho BH domén (Kuwana et Newmeyer, 2003).
Clenové Bcl-2 rodiny jsou obsazeny ve vysok&emi embryonalnim vyvoji, kde reguluji
mnoZstvi busk, coz snizuje poporodni diferenciaci a dozravéBarenson, 2004). &které
proteiny se dastni kron¢ regulace apoptozy také dalSich mechafisbuiky. Jako
je glukézovy metabolismus, kontrola iného cyklu a kontrola poSkozeni DNA (Danial,
2007). Protein-proteinové interakce mezi Bcl-2 emy mohou slouzit jako cil pro
farmakologické manipulace fyziologickou drahou &tmé smrti pro l&bu rakoviny a mnoha
dalSich onemocmi (Reed et al., 1996).

Nerovnovaha mezi proapoptotickymi a antiapoptotickyroteiny u mnoha forem
rakoviny vede k neschopnosti reagovat na apoptitknuly, a tim k nashroma&d burék
(Petros et al., 2004). Pokud je redukovana exppesteinu Bcl-2 a exprese Bax proteinu

je zvysSena, klesne potencial mitochondrialni memaréa tim je poruSena membranova

14



integrita (Sarkar et al., 2011). Rodina Bcl-2 pimietaké ovliiuje dynamiku C& v ER.
Zména hladiny C& v ER miZe mit vliv na indukci apoptozy. Vyssi hladina’Canize
vyvolat oteveni vnitni membrany mitochondrii a vytveni ,permeability transition pore®”.
To zpisobi hromaéhi tekutiny a naslednou rupturu mitochondrii a \&di apoptozy.
Overexprese Bcl-2 nebo deficience Bax i Bak pratese projevuje nizkou hladinou €a
v ER, a tim nizkym obsahem €av mitochondriich (Danial, 2007).

U Huntingtonovy nemoci byl k &8¢ u potkari pouzit Simvastatin. Ten vyvolava
expresi antiapoptotického Bcl-2 proteinu a regulpmapoptotickeho proteinu Bax, coz

sniZzuje apoptézu neurdra zlepSuje progndézu onemeai (Patassini et al., 2008).
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Obrazeke. 2. Schématicka klasifikacekterych proteidi rodiny Bcl-2. (TM znamena
hydrofobni oblast v C-terminalnféasti u rekolika techto proteim, kterda byla gvodre
povaZzovana za transmembranovou doménu. Neni jpstié,zbytky dchto region skutene

usnadiuji membranovou asociaci).
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Prevzato a upraveno z Kuwana et al., 2003.

3.1.6.1 Antiapoptotické Bcl-2 proteiny

Antiapoptotické proteiny chrani Bku pied apoptdézou tim, Ze inhibuji aktivitu
proapoptotickych protein Pokud jsou proapoptotické proteiny inhibovany,dajde
k permeabilizaci mitochondrialni membrany a u¥aincytochromu c (Sarkar et al., 2011).
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Tyto Bcl-2 proteiny jsou umishy na rkolika intracelularnich membranéach, kde kontroluji
apoptdzu (Schinzel et al., 2004). Mezi tyto membprpati cytoplazmaticky povrch jaderné
membrany, membrana ER ag&gi mitochondrialni membrana (Willis et al., 20@hinzel et
al., 2004). BHRF1 (proteiny z Epstein-Barrova via)KSHVBcl-2 (z Kaposiho sarkoma
viru) jsou virové proteiny podobné antiapoptotickjgal-2 proteirim a obsahuji totoZzné BH
domény. Tyto proteiny ve virech jsou schopné zabr@apoptdéze hostitelské hky

indukované poskozenim DNA, coz zdjige viru pgeeziti a replikaci (Petros et al., 2004).

Protein Bcl-2 je protoonkogen, ktery se nachazi na chromozomealmiseni
t(14;18) (932;921). Byl objeven u maligniho B lymfa (B cell lymphoma-2) jako prvni
protein z této rodiny, proto je pa@&m rodina pojmenovana (Danial 2007). Bcl-2 protém,t
Ze blokuje apoptézuispiva k expanzi rakovinnych béi (Schinzel et al., 2004). Exprese
Bcl-2 proteinu blokuje morfologické projevy apopgdéa je nutny pro to, aby byl nador
schopen fezit (Danial 2007).

Bcl-2 protein je lokalizovan na endoplazmatickéntiktdu, na vigjSi membrag
mitochondrii a na jaderné membé&ahisSi od ostatnich proapoptotickych Bcl-2 proteiim,

Ze je vzdy integrovdn do membrény, zatimco Bcl-Bickw jsou také fitomné v cytoplazé

a volrg pripojené k membran(Cook et al., 1999Schinzel et al., 2004 hauhan et al., 2007).
Bcl-2 protein, umisiny na povrchu wSi mitochondridalni membrany, upobi proti
fyziologickym mechanisiim buré¢né smrti,¢cimz zabrauje indukci apoptozy (Reed et al.,
1996 Fennell et al., 20Q8Pedrera et al., 2012). Navaze se na aktivovangappptotické
¢leny Bcl-2 rodiny jako je Bax a Bak a blokuje jéjischopnost indukovat apoptézu (Fennell
et al., 2008 Zhai et al., 2008Pedrera et al., 2012). Bcl-2 protein a jeho hompploraji
klicovou roli v kontrole apoptdzy a overexpresi prodapbpkych Bcl-2 proteifi v buré¢nych
liniich trannsgenich zivicha. To ukazuje, Ze jsou zapojeny do kontroly &imé proliferace
(Bonnefoy-berard et al., 2004). Nizka hladina esprBcl-2 proteinu ma za nasledek vyssi
nachylnost k apoptéze (Pedrera et al., 2012). Skaek al., (2011) pozoroval, Ze vystaveni
buiky nan@éasticim n¢di up-reguluje protein Bax a down-reguluje Bcl-tein. Zneny

v poneru Bcl-2/Bax  zfisobily snizeni mitochondridlniho membranového poéda,
vedouciho kuvoleni cytochromu c¢ vcytosolu. Naséstice nédi indukuji ztrtu
membranového potencidlu a expresi cytochromu c,f-Apkaspazy-9 a kaspazy-38imz

je aktivovana vnini draha bu&né smrti (Sarkar et al., 2011). MySi s knockoutesnigpro
Bcl-2 protein jsou schopnyi@zit embryonalni vyvoj i ¢kolik mésial po narozeni. Takove

mySi ale velmi rychle umiraji na onemean ,polycystic renal dinase“ a ztraci tmavy
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pigment. Ledvinydchto mysSi prochazeji rapidni apoptézou metanefdokfpurgk béhem
rané embryogeneze a nasléde na ledvinach formuji hrubé cysty. Bcl-2 protgintedy
velmi dilezity pro spravny embryonalni vyvoj ledvin a jéjicchopnost dozravat, i pro
udrzeni busk tmavého pigmentu (melanoéyt Bcl-2 -/- mySi podstupuji involuci sleziny
a brzliku. Mnoho &chto mysi vykazuje vysokou apoptézu v brzliku & hiteni sleziny.
Takovato slezina obsahuje zralé T a B lymfocytyz c@znauje, Ze dozravani poktaje
i za absence Bcl-2 proteinu (Sorenson, 2004).

U non-hodgkinovych folikularnich lymfotnbyl nalezen defekt v genu kédujicim Bcl-
2 protein. Bcl-2 gen je ipsunut z normalniho umési na 18. chromozému na 14.
chromozom. Tato mutace se objevuje u 90% mirnéhohaogkinova lymfomu (B-cell

lymphoma -2) a u 30% vice agresivnino B-cell lyméon{Reed et al., 1996).

Bcl-2 protein s odstramou BH4 doménou (aminokyseliny 10-30) se vaze ng, Ba
Bik/nbk, Bak, Bad, Bid a Bim se stejnou afinitokgawild type Bcl-2, ale je odstréna jeho
funkce zajistujici peziti buiky, neni schopen zabranit apoptdze a zpomalovaichyircyklus
(Sorenson, 2004). Bcl-2 homozigétni knockout u nrmgtio Bax protein u transgennich mysi
se projevi zrychlenimipchodu G1-S faze, coz jetgobeno nizSi Grovni P27 aiiky jsou
rychleji degradovany (Bonnefoy-berard et al., 2004)

Protein Bcl-2 je odpaydny za rezistenci srdeich fibroblasi vaci apoptoze.
Na druhé strahi pies nizkou hladinu Bcl-2 si starnoucinlky vytvareji rezistenci uci
apoptéze, festoze u nich nebyly pozorovany zZzadné vyznamnéngnv pongérech mezi
antiapoptotickymi a proapoptotickymi proteiny. g&hji rezistence f¥e souviset s tim,
Ze u nich neprobihd b&mny cyklus, jelikoz starnoucich bky jsou trvale pozastaveny
v Go/G; fazi buré¢cného cyklu (Stoka et al., 2006). Pazné hladiny Bcl-2 proteinu mohou
byt spojeny s MS cerebralni ischemii, mrtvici gpm neurodegenerativnimi onemacimi
(Patassini et al., 2008). Overexprese Bcl-2 v srdotkari chrani srdéni myocyty
od apoptdézy (Cook et al., 1999). Bcl-2 protein d@rafilezitou roli v regeneraci cév
po ischemickém poskozeni. U laboratornich paikge akutni ischemické poskozeni
charakterizovano dwna vrcholy apoptozy. Prvni maly vrcholidti den) je nasledovan
rapidnim poklesem v procentech apoptotickych ékunExprese Bcl-2 proteinu ustava
zvySena na dobu 3 dni po ischemickém poskozeraka@ vraci na normalni Uravevyssi
exprese Bcl-2 vmibéhu paateni faze zotaveni ke usnadnit afiovnou epitelizaci,

protoze zabmnguje @iliSnému odumirani zdravych btkn(Sorenson, 2004).
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Overexprese Bcl-2 je velmiutkzita pro ochranu lymfocythlavre T-burgk, zatimco
nizka hladina Bcl-2 proteinu je spojena s apoptdatikularnich lymfocyfi. BVDV (bovine
viral diarrhoea virus) inokulovana telata se vyanaznanou lymfocytarni apoptdzou uvhit
folikult, kde je Bcl-2 vzacny. Naopak v mezi folikularnimogtoru, kde jsou Bcl-2 liky
casgjsi, je intenzita apoptdzy nizka. Je tedy na daldioumani, zda je Bcl-2 protein schopen
chranit organismusipd vice virulentnimi kmeny BVDV (Pedrera et al.12)

WsSi hladinaBcl-2 byla detekovana v 80% nerozliSeného karcinammgohltanu
(NPC). Bcl-2 protein je také odpé&dny za chemorezistenci nadokrku a hlavy. YC137
inhibitor Bcl-2, Mcl-1 a Bcl-xl, vyrazé sniZzuje proliferaci HK1 a CNE1 bak, které maji
vysokou hladinu Bcl-2 proteinu. Je zajimavé, Zzdgdeha exprese Bcl-2 adga cisplatinou
vyrazre zvySuje apoptozu v HK1 a CNEL ikach v porovnani s BCL-2 shRNA nebo
cisplatinou samotnou.iPpouziti YC137 inhibitoru je uéthto burénych typi vyssi citlivost

na cisplatinou indukovanou apoptézu (Low et al120

Protein Bcl-x byl poprvé nalezen v DNA kate a je vyznamnyntlenem Bcl-2
rodiny, ktery hraje ktiovou roli v regulaci apoptozy (Chu et al., 19%orenson, 2004).
Struktura Bcl-xl je tvéena de¢ma odliSnymi izoformami, dlouhou izoformou Bcl-xI
ta funguje stiné jako u Bcl-2 proteinu a druhou kratkou izoformdggl-xs, ktera Bcl-2
protein naopak inhibuje. Bcl-xI Ze indukovat vyznamnou rezistencicv apoptotické
burg¢né smrti. Rezistence é@pobena proteinem Bcl-xl je vicéima a silgjSi, nez rezistence
vytvarend proteinem Bcl-2 (Chu et al 1999). Bcl-xlI ma 288inokyselin a fsobi jako
inhibitor buré¢né smrti. Bcl-xI je exprimovan hlagn postnatédld a je umisin
na mitochondrialni membréna na perinuklearnim obalu. Zatimco Bcl-xs &imou smrt
usnadiuje a ma 170 aminokyselin. Bcl-xI je 5x az 6x viastoupen v ledvinach, mozku
a brzliku save nez Bcl-2. Jeho exprese je vySSi také v jatreehkievetvornych organech
(Sorenson, 2004).
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Obrazeke. 3. Struktura Bcl-xI: Zluta je BH1 domén@rvend je BH2 doména, zelena

je BH3 doména a modra je BH4 doména.
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Prevzato z Liang et Fesik, 1997.

Celkova struktura proteinu se sklada z oswhelixi a ty jsou spojeny dourné
dlouhych smyek. Dva centralni helixya aa6) formuji jadro proteinu. Tyto dva helixy jsou

pievazré hydrofobni a jsou obklopeny z jedné strardyaad helixy a z druhé stranyl aa2

helixy (Petros et al., 2004). Bcl-xl je vime @itomny v cytosolu, nebo ve usi

michondrialni membran MnozZstvi proteinu volného nebo navazaného na&jsSin

mitochondrialni membranu zavisi na typu tkamransmembranové domény Bcl-2 a Bcl-xl
jsou ol# dlouhé 19 aminokyselin a jsou podeébrydrofobni (Schinzel et al., 2004). Bcl-xl
protein je schopny asociovat jak s Bid, tak tBidtpmem (Simmons et al., 2008).
Antiapoptoticky Bcl-xI protein udrzuje liku na Zivu pes regulaci iontového
gradientu tim, Ze zvySi citlivost aktivity iontow@tkanalu (Priyadarshi et al., 2010). MysSi
s Bcl-x -/- umiraji kolem 13. dne embryonalniho e Takové mySi maji zvySenou
apoptozu krvetvornych bgh v jatrech, zkracenou zivotnost nezralych lymfécstvysokou
apoptézu postmitotickych nezralych neuiprvyvijejiciho se mozku a michy. Pokud
je deletovan jak Bax, tak bcl-x protein, vyr&ze zvySuji péty neurori a schopnost jedince
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prezit. Ri normalnim vyvoji Bax a Bcl-x| proteiny regulujig@iti nezralych neurdntak, aby
piezily jen ty Zivotaschopné. To ukazuje, Ze Bcl-klrani neurony a zahftaje vzniku
ischemického poSkozeni mozku (Sorenson, 2004).

Bcl-2 a Bcl-xl jsou obsazeny ve vysokéirenu novorozenc Expresedchto proteiri
je vpibéhu vyvoje organismu zachovana. \Ekterych typech butk je Bak vazan
a inhibovan Mcl-1 a Bcl-xl, ale ne Bcl-2. (Dani2lQ07). Bcl-2, Bcel-xI a Mcl-1 jsou vysoce
zastoupeny u mnoha nadofLow et al., 2012). Bylo zjigho, Ze antiapoptotické proteiny
Bcl-2, Bcl-xl, Bcl-w a Mcl-1 podporuji migraci awazi potenciala karcinogennich buk.

Mechanismy tohoto fenoménu zatim nejsou zcela n&jgs(Kim et al., 2012).

Protein Bcl-w inhibuje bug¢nou smrt. Je lokalizovan na cytoplazmatické membra
jadernych obdl, na mitochondriich a na endoplazmatickém retik@al-w neni do viySi
mitochondrialni membrany integrovan tak jako Bcl&chinzel et al., 2004). V tkanich
se vyskytuje hlav v mozku, miSe, varlatech, v krvetvornych organefibroblastech,
tlustém stewé, srdci, slinivce BSni, slezig a brzliku. Exprese nebyla nalezena v jatrech,
svalech nebo slinné Zlaze (Sorenson, 2004).

Bcl-w struktura ma karboxytermindlnihelix, ktery je umisin v hydrofobnim Zlabku
proteinu. Afinita vazby Bim na Bcl-w se zvySuje jtrdsobi po odstradéni tohoto helixu.
Tento helix je mnohem vice pohyblivy nez daidielixy proteinu Bcl-w (Petros et al., 2004).
Bcl-w podstupuje konforntmi zmeny, bithem kterych je C-teminaln-helix vychylen,
coZz umo#uje vazbu Bcl-w proteinu na ¥$i membranu mitochondrii. Bim a Bmf proteiny
se mohou vazat na Bcl-w (Schinzel et al., 2004).

Delece Bcl-w proteinu u mySi spolu sz&enim nebo lékem na rakovinu 5-
fluorouracilem (5-FU) zfisobi vyrazné zvySeni apopt6zy. Tato apoptdza Sevuje hlavit
u epitelialnich buék krypt tlustého a tenkéhoiseta ve srovnani s wild type mysi. Zatimco
spontanni apoptéza bez indukce (5-FU}zé&enim zvySena neni. Bcl-w deficience u sémc
zpisobuje sterilitu zfisobenou ranou progresivni a kompletni degeneraaiatya
ale nezfisobuje zadné jiné vyvojové vady (Lapham et al., @00Spermatogeneze
ve varlatech vyZzaduje rozvoj zar@dgch burk, podporovany Sertolliho kami. Bcl-w
je exprimovan v sertolliho hikach, ale v zarodaych buikach ne, takZzeipjeho deficienci
jsou odstraény Sertolliho biiky a nedojde k rozvoji zarodeych burk. U mySi s deficienci
Bcl-w probyhala Oplna ztrata zarasgych bukk od odstavu do 7 #&siai. Podobs
u dosglych mysi byly odstrainy i Leydigovy buiky (Sorenson, 2004). Bcl-w byl nalezen
v mnoha nadorech jako je adenokarcinom Zaludkwstétho seva a GBM (glioblastoma
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multiforme) (Bae et al., 2012). V gastrointestinairtraktu je spojovan s pokfilym stadiem
onemocgni hlavre u nadoru tlustého igva a s jeho schopnosti pronikat do jinych tkani
(Lapham et al., 2009). Vysledky ukazuji, Ze Bcbav&astni i podpory migrace nadorovych
burgk a jejich invaze fes drahu zahrnujici PI3K, Akt, Spl a MMP-2. Aby m&dnohl
proniknout do sousedni tk&nje dilezitd jeho motilita a degradace extracelularnibatrix.
Degradaci extracelularni matrix podporuje Bcl-#ep PI3K-Akt-Spl drahu, kterd aktivuje
peptid MMP-2 (Bae et al., 2012). Bcl-W takéuZe potl@&ovat stresem aktivované
efektorkinazy a c-Jun NH2-terminalni kinazy jediné pro aktivaci apoptozy ¢kterych
burg¢nych systémech (Lapham et al., 2009).

Protein Mcl-1 je multidoménovy antiapoptoticky protein lokalizmy na vijSi
mitochondrialni membran kde interaguje a inhibuje Bak a Bax proteiny. &lad/ vyzkum,
zahrnujici inhibitor translace cykloheximid, kteéndukuje apoptdézu ukazal, Ze ztrata Mcl-1
proteinu je pro biku kriticka a vede kaktivaci Bim, Bax a Bak. Mcl-firotein
je upregulovan v mnoha typech rakoviny (lymfomulkiemie a myelomu) a podporuje
rakovinné buicné metastazy. Esencialni je proeqti krvetvornych kmenovych bak,
regulaci a udrzeni T a B bek v embryogenezi (Kojima et al., 2010). Mcl-1 méukturu
totoZnou s ostatnimi antiapoptotickymi proteinginy Bcl-2. Mcll inhibuje proteiny Bax,
Bak a NOXA. BH3 doména Mcl-1 proteinu je schopnailkevé specificié interagovat
jen s proteiny Bak a NOXA (Fennell et al., 200&ptBin Bax se na Mcl-1 protein vaze velmi
silng, siln¢ji nez protein Bak. (Zhai et al., 2008)

Lidsky gen pro Mcl-1 protein se skladda z Mcl-1L, IMS a Mcl-1ES. Exony I-1lI
tohoto genu kéduji Mcl-1L, kterygsobi antiapoptoticky. Proapoptoticky Mcl-1S je keéo
exonem Il. Feti sodast mMRNA genu Mcl-1 je proapoptoticky Mcl-1ES, ktge nejmensi
(Kim et al., 2009). Ani jeden Z¢hto geri nebyl nalezen u mySi (Kojima et al., 2010). Mcl-
1ES protein se dastni regulace bwtiné smrti a peziti. Zmény v expresi endogenniho Mcl-
1ES proteinu nemusi byt zaznamenanyusiedku nedostatku fugkich protilatek,
ani v gipact jeho overexprese. Schopnostiky prezit vyrazi klesa pi overexpresi Mcl-1S
a Mcl-1ES. Mcl-1L zvySuje mitochondrialni membragopotencial, zatimco Mcl-1ES
potencial vyraz#é snizuje. Ko-exprese Mcl-1ES s Mcl-1L naruSuje miitondrialni integritu
porovnateld s mirou vyvolanou overexpresi Bak a Bax proteifwySeni exprese Mcl-1ES
proteinu zgsobi uvolgni cytochromu ¢ (Kim et al., 2009). U mysi je Mchplotein tvden
genem Mcl-1V, ktery se vyskytuje v normalni i nama¥ burcné linii a tkani. Mcl-1V

je lokalizovan v mitochondriich a inhibuje apoptémdukovanou anoxii (nedostatkem
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kysliku ve tkanich) a antirakovinnymi léky. Mcl-1¢ v buikdch prochazejicich apoptdzou
rozkladan pomaleji nez Mcl-1 (Kojima et al., 2010).

Mcl-1 je exprimovan, na rozdil od Bcl-2 a Bcl-xL¢Hem celého bufgtného cyklu
s vrcholem v M-fazi. Bylo zji$nho, Ze knockout tkéoveé specifického Mcl-1 proteinu vede
k témei Uplnému odstraimi krvetvornych bugk. Mcl-1 protein je také nezbytny pragziti
nervovych prekurzorovych btk (NPCs) u embryi. Knockout Mcl-1 v nervovém system
je pro embrya letalni. Vysledky ukazuji, Ze ztratakce Mcl-1proteif v dosglych NPC,
jak in vitro, tak in vivo, zfisobi apoptdzu, zatimco obnoveni funkce Mcl-1 pmotepisobi
pokles apoptdzy. Coz ukazuje, Zze Mcl-1 je zasadmipgeziti NPC i v dosgosti. To mize
byt vyuzito pro podporu ieziti NPC a regeneraci neutompii poSkozeni mozku (Malone
et al., 2012). Mcl-1 neutralizuje proapoptotickyot@in Bim, ¢imz zajifuje peziti
myelomovych buék. Mcl-1 ma velmi kratky poléas rozpadu a je vysoce regulovan jak
na transkripni, tak na postranskdpi Grovni. V krvetvornych htk&ch #stovy faktor
podporuje peziti buiky tim, Ze spusti transkripci Mcl-1 proteinu a jestabilizaci. Down
regulace Mcl-1 proteinu je uteZitd pro naruSeni Bim/Mcl-1 komplexu a pro indukc
apoptotické aktivace myelomovych n (Wuilléme-Toumi et al., 2007). Mcl-1
je upregulovan &em cytokinem indukovaného zp&hd apoptozy neutrofil (Madsen-
Bouterse et al., 2006).

Protein A1, neboliBFI1, je antiapoptoticky protein, ktery selektévimteraguje s Bak
a tBid, ale ne s proteiny Bax a Bid. Protein Alkbie ligand TNFe, ktery nepimo aktivuje
Bax pres asociaci s tBid proteinem. OdstiainC-terminalni domény Al proteinu snizuje jeho
interakci s Bak a tBid proteinem. Tim se sniZujeagmost Al proteinu poitavat burc¢nou
smrt indukovanou émito proteiny (Simmons et al., 2008). Al je tramsén¢ cilen
na nuklearni faktor kB (NF-kB), ktery podlgje apoptdézu v odp@di na rékolik stimuli
indukujicich apoptézu jako je TNFa staurosporin (Simmons et al., 2008). Expresel BFI
(Al) nebyla nalezena v nervovém systému ggalone et al., 2012). Odstramim funkce
Al proteinu je apoptdéza akcelerovana, coz koreggende snizenim akutni zdliveée
odpowdi. Al protein je sild antiapoptoticky a jeho overexpreseiza zachranit i&d
apoptdézou buftnou linii s defektem nuklearniho kB faktoru. Uprégui proteinu Al,
zprostedkovanou fes glukokortikoidovou receptorovou aktivaci, ugpbuje steroid

Dexametazon (Madsen-Bouterse et al., 2006).
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Protein Bcl-B je antiapoptotickylen Bcl-2 rodiny. Tento protein zni swvij fenotyp
po navazani na volny nuklearni receptor Nur77/TR3 jeho funkce se zémi
Z antiapoptotického proteinu na protein proapopkgti Bcl-B je také znami jako Bcl2-L-10
nebo Nrh. Je to lidsky ortolog proteinu Boo/Divanese charakteristicky BH1 sekwe
motiv ,TWGR" (Rautureau et al., 2010).

Bcl-B je poslednim objevenym antiapoptotickym phodéen, takZe jeho funkce jsou
meére prozkoumané (Krajewska et al., 20@Bhai et al., 2003). Obsahuje vSechny 4 BH
domeény a také COOH terminalni transmembranovou dam@OOH doména je cilend, jako
u ostatnich Bcl-2 proteih na membranu mitochondrii. Bcl-B ortolog u mySpdinuje jak
antiapoptotickou, tak proapoptotickou aktivitou &vislosti na pibéhu apoptoézy v dané
buiice. Exprese Bcl-B je spojena se Spatnhou progndézwdaru prsu a tlustéhaeva. Bcl-B
protein je spojen také s vysSim vyskytem umrtikovany prostaty a u SCLC (small cell lung
cancer), coZz naztaje, Ze Bcl-B niZe gispivat k agresivit nadoru. Jeho vyskyt ale nebyl
nalezen u nadoruétbzniho ¢ipku a vajénika, takZze u &hto nadol neni gicinou jejich
malignosti (Krajewska et al., 2008).

Zhai et al., (2003) zjistili, Ze Bcl-B protein jetoopen vazat a regulovat jen ktinou
smrt indukovanou Bax proteinem. Bcl-B i Mcl-1 silpreferuji vazbu na BH3 doménu
proteinu Bax a o o mér se vazou na BH3 doménu Bak proteinu. Pro Bcl-Bijezita
dimerizace BH3 domény Bax a Bak proteit mutani téchto proteird, ktefi maji vymenéneé
BH3 domeény, je Bcl-B protein schopen vazat a blaitgen Bak protein, protoZze mutant Bak
proteinu ma BH3 doménu Bax proteinu (Zhai et &03).

Bcl-B protein vaze Bcl-2, Bcl-XL a Bax proteiny. Bee transmembranové domény
Bcl-B proteinu naruSuje asociaci s intracelularnionjanelami a sniZuje antiapoptotickou
funkci tohoto proteinu. Bcl-B disponuje unikatnigpem selektivity pro vazbu a regulaci
funkce dalSicklena Bcl-2 rodiny. Overexprese Bcl-B neindukuje apoptémi nerusi supresi
apopt6zy zpsobenou overexpresi Bcl-2 nebo Bcl-XL, coz ukazagBcl-B neni vyhradh
proapopticky protein, proto je stalefaaen mezi antiapoptotické proteiny (Ke et al., 3001

Protein Boo/Diva je antiapoptoticky protein a stéjjako Bcl-B v ugitych situacich
pusobi jako proapoptoticky protein (Naumann et adQ1). Boo/Diva se vyskytuje u mysi
a je blizkym ortologem Bcl-B se shodnou ve 49 %rarkyselin. Struktura Boo je sloZzena
ze sedmi amfipatickych helix PIn¢ dlouhy Boo/Diva protein je nerozpustny (Rautureau
et al., 2010). Boo/Diva podporuje higny cyklus v bukach lidského gliomu v reakci

na deprivaci séra a inhibuje apoptézu indukovandickto buikach ges CD95 ligand nebo
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chemoterapeutické latky. Byla identifikovana jehmogpoptoticka funkce, kdy k indukci
apoptézy nepoebuje BH3 doménu. Diva inhibuje asociaci Bcl-xlApaf-1 pes gFimé
interakce s Apaf-1¢imz je antagonista antiapoptotické aktivity Bcl-gtoteinu (Naumann
et al., 2001).

Jeho exprese je u mySi omezena na¢wdg a varlata, coz ukazuje, Zze u mysi tento
protein funguje odlidq nez Bcl-B u lidi (Krajewska et al., 2008). Boo/Biprotein je¢asty
ve vaj&nicich, ale v ostatnich tkanich je jeho exprese y§immizka. Jeho knockout
nezmsobuje zadné vyrazné fenotypy, coz n&mg Ze jeho funkce je pouze redundantni.
Boo/Diva zpisobuje rezistenci k indukci apoptdzy, coz ukazug jeho funkci jako
antiapoptotického proteinu. (Rautureau et al., 2010

3.1.6.2 Proapoptotické multidoménové Bcl-2 proteiny

Proapoptotické multidoménové proteiny seastni aktivace apoptézy (Sarkar
et al.,, 2011). Proteiny jako Bax a Bak indukuji pi@gau poruSenim \si mitochondrialni
membrany, coz dovoluje uvaini faktorti jako je cytochromu c (Willis et al., 2003). Jejich
proapoptotickd funkce je blokovana antiapoptotickypnoteiny jako je Bcl-2 (Klener
et klener, 2010). BH3-only proteiny podporuji mddtménové proapoptotické Bcl-2 proteiny
pii indukci apoptdzy (Kuwana et Newmeyer, 2003).

Bax je proapoptoticky protein, ktery je viiee volré v cytosolu nebo je umist
na endoplazmatickém retikulu a vélpiipojen k vrgjSi membraa mitichondrii. Ve zdravych
buinkach je vice jak 60% proteinu Bax vélm cytosolu a fi aktivaci apoptézy je nasledn
translokovan a vloZen do &8i membrany mitochondrii (Schinzel et al., 20D4nial, 2007).
Bax a Bak mohou byt aktivovany i BH3-only proteifisennell et al., 2008). Vazba BH3-only
proteimfi muZze podporovat membranovou translokaci cytosolickéBax proteinu
do mitochondrialni membrany (Willis et al., 2003).

Bax ma sedm amfipatickych-helixi shluklych kolem dvou centralnichgtginou
hydrofobnich, a-helixa. Stejré jako antiapoptotické proteiny ma& Bax dlouhou
nestrukturovanou smniiu spojujicial sa2 helixy. Helixy 2, 3 a 4 maji stejnou relativni
orientaci jako u Bcl-xI proteinua tvai hydrofobni ZzZlabek (Petros et al., 2004).

N- i C-terminalni domény Bax proteinu jsou feiné pro jeho fipojeni na vijSi
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mitochondrialni membranu. N- terminalni sekvence sjeZzena z 20-37 aminokyselin.
Poslednich 23 aminokyselin u proteinu Baxitwcansmembranovou doménu a jsou nezbytné
pro @ipojeni Bax proteinu do Wsi mitochondrialni membrany. Bif (bax interactifagtor)

je faktor, ktery podporuje translokaci Bax proteizuwcytosolu do mitochondrii. Tato
translokace probihd po indukci apoptézy, kterésppi konformani zmeny Bax proteinu
(Schinzel et al.,, 2004). d8em aktivace apoptozy jsou proteiny Bax a Bak aktny

a proctlavaji rekolikanasobné konforntai zmeny (Danial, 2007). Proteiny Bax a Bak jsou
inhibovany antiapoptotickymi proteiny Bcl-2 rodingpz zabrauje indukci bugc¢né smrti
(Zhai et al., 2008). Bylo také popsano, Ze Baxigristabilitu lipidové dvojvrstvyies pokles
nagéti uvnitt membrany, coz vede k vytkeni hydrofilnich pdr uvnitt lipidové membrany
(Danial, 2007).

Delece Bax nebo Bak proteinu t¥gen mirné abnormality, ale delece obou pratein
zpisobuje akumulace nadbyte tkar (Willis et al., 2003). B deficienci Bax proteinu
dochéazi k ndrstu pa@tu thymocyft, B-burek, T-burgk, ke zwtSeni sleziny a také dochazi
k naiistu p@tu sympatickych a motorickych neufonU samé& mySi Bax-/- jsou varlata
atrofovana a nedochazi k tvérbpermii. Zatimco u samic jsou reprodokfunkce relativa
normalni, ale fece jen je sniZzena ovarialni zivotaschopnost. \p&osti je Bax exprimovan
zvlase v ledvinach, jatrech a pankreatu, ktery obsahuémebo skoro Zadny protein Bcl-2.
V lymfatickych uzlinach je exprese Bax proteinu &, protoZze zde nefutiki lymfocyty
podléhaji apoptéze (Sorenson, 2004). Mutace geauBpix protein byla nalezena v 50 %
nadoru tlustého ®va a gastrického nadoru (Danial, 2007). Bax jeopeh tvdit
heterodimery s Bcl-2 a Bcl-x. Rozdilné role Bax al-B proteii jsou dolbe znatelné
v ledvinach, podléhajicich ischemii. Bax zde aljgvapoptozu, zatimco Bcl-2 ji sniZuje,
a tim zmenSuje poSkozeni ischemické &arelepSuje jeji naslednou regeneraci. (Sorenson,
2004). Bax je v biikadch schopen regulovat antiproliféena efekt Bcl-2 proteinu (Bonnefoy-
berard et al., 2004). Hladinu Bax proteinu v nadbrea tim i aktivaci apoptézy zvysSuje
Carnosic acid (CA) a polyphenolic diterpen z rozynar Tyto latky misobi jako |éba na
androgenech nezavislého nadoru prostaty PGiBed |€by se #etelrt zvySuje hladina Bax
a jeho hladina je optimalni mezi 24 a 36 hodinamppdani CA (Kar et al., 2012).

Overexprese Bax nebo Fas proteinu je stimul proukod apoptézy. Ukazalo
se, Zze Bax indukuje uvaini cytochromu c z mitochondrii a proto je preskem ktery
indukuje drahu fes Apaf-l/kaspazu-9 (Tamm et al.,, 1998). U Baxsgannich mysSi ip
overexpresi Bax proteinu v T bkiach pokles| péet cyklujicich thymocyt a zralych T buék
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vstupujicich do S faze. Tent@idek je spojen s poklesem hladiny cyklicky zavislykinaz
(cyclin-dependent kinase) a inhibitoru p27kipl (Befoy-berard et al., 2004).

Protein Bak je stejié jako Bax protein proapoptoticky. Bak protein je igin
na vrgjSi mitochondrialni membr&mebo na endoplazmatickém retikulu (Fennell e28i08
Schinzel et al.,, 2004). S Bak proteinem interadBif¢l a BH2 doména z Bcl-xl proteinu
a zpsobuje jeho heterodimerizaddak se vaze na hydrofobni Zlabek na povrchu protein
Bcl-X_. a pebira jeho amfipaticky-helix (Petros et al., 2004). Oligomerizace a atdiv
proteinu Bak je nejvice inhibovana proteiny Mcl-Be-xL a to hlavie ve zdravych bikéch
(Danial, 2007).

Bak je blizce fibuzny Bax proteinu a jeho delece se neprojevujeyai vyvojovymi
abnormalitami. Je mozné, Ze funkce Bak proteinungdbyt€na, protoze f jeho deleci
nevznikaji Zzadné anomdlie, ale pokud je odstraspolu s Bax proteinem, vznika velké
mnoZstvi nadbytaé tkag (Sorenson, 2004). Bak protein jélekity pro spravnou obnovu
a nafst klka steva. Celiakie je charakteristickd apoptozou entgfo@ rozvojem lézi.
Hladiny Bak proteinu u onemoéni celiakie vzistaji, a tim se zvySuje i apoptéza
epitelialnich budk stteva a tvorba lézi. Pokud je exprese Bak tagku, epitel naista od
Gpati klku. Hladiny ostatnich protéinu celiakie, jako je Bcl-2 a Bax, byly normalni
(Sorenson, 2004). Bad a Bax proteiny jsou prezémpvvysokou hladinou v sréei
tkani novorozenych potk@an Naproti tomu v srdci dosfych potkari nebyly Bad a Bax
detekovany praktickyibec (Cook et al., 1999).

Heath-Engel et al., (2012) zkoumali roli Bax a Bakure¢né smrti indukované
p20Bap31. V ledvinach mysi s dvojitym knockoutemdwiype Bax/Bak proteinu. Zjistili,
Ze exprese p20Bap3l vede Kk iniciaci &im& smrti podobné neapoptotické parapoptoze
v obou gipadech knockoutu (Heath-Engel et al., 2012). Bak/Bouble knockout u mysi
vykazuje zvySeni pau neutrofifi v krvi a rékolik vyvojovych vad vedoucich k prenatalni
smrti(Madsen-Bouterse et al., 2006).

3.1.6.3 Proapoptotické BH3-only proteiny

BH3-only proteiny jsou proapototické proteiny Bcl¥ddiny. BH3-only proteiny
reguluji vnitni a vrEjSi signalni drahu apoptozy a signéyadi do mitochondrii, kde potom

dale potl&uji antiapoptotické proteiny nebo jsou schopny fivalkvat proteiny Bax a Bak.
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VétSina tchto proteird je asociovana s cytoskeletonem a nebo jsou vobyoplazng. BH3-
only proteiny nejsou schopny indukovat apoptézwskidch, kde chybi jak Bax, tak Bak
protein (Adams et Cory, 2007). Jsou vyznamnymi i edy stresovych signél
pochazejicich z WjSiho prostedi buiky jako osmotického a tepelného Soku (Klener
et klener, 2010). Proapoptotické BH3-only proteB&D, BID, BIM, NOXA, BIK, HRK,

a PUMA maji pouze jeden helikdlni segment. Tentgnent je minimalni vazebné misto
nutné pro to, aby mohly vazat multidoménailény Bcl-2 rodiny (Danial, 2007). #&&né
BH3-only proteiny u savcse @&astni tiznych signalizénich stresovych drah. Pokud nejsou
tyto signélni drahy poSkozeny, BH3-only proteinyoysvolné provazbu a inaktivaci
antiapoptoickych Bcl-2 protein(Willis et al., 2003).BH3-only proteiny maji BH3 doménu
a rekteré proteiny jako Bik, Hrk, Blk a Bim i C-koncowchydrofébni transmembranovou
doménu. C—koncova hydrofébni domérghdm apoptodzy asociuje s membranami. BH3-only
proteiny jako je tBid, Bim a Puma spogjstkonformani aktivaci proteii Bax a Bak,
zatimco ostatni jako je Bad, Noxa a Bik izoluji iapoptotické proteiny Bcl-2 rodiny
a neutralizuji jejich schopnost inhibovat apopt{Zennell et al., 2008&immons et al., 2008).
Kdyz se BH3-only proteiny navazou na antiapoptai@cl-2 proteiny, uvolni proteiny Bax
a Bak z inhibice, a ty mohou indukovat apoptézwef€r et klener, 2010).

BH3-only proteiny jsou tedy vipmé indukci apoptdzy zavislé na asistenci
multidoménovych proapotickych Bcl-2 protéinTakeé je dlezith schopnostéthto proteir
vazat a inhibovat antiapoptotické proteinyekiéré BH3-only proteiny, zahrnujici Noxa,
Puma/Bbc3, Bim, Hrk/Dp5, jsou transkii@ aktivovany proteinem p53, ktery indukuje
apoptdzu. Tyto proteiny reguluji interakce meziigmptotickymi a proapoptotickyngieny
Bcl-2 rodiny @es jejich heterodimerizaci s antiapoptotickymi. Tienoziuje, aby byly
proteiny Bax a Bak pkhaktivovany (Fennell et al., 2008). Protein Bigpy@teolyticky S¢pen
aktivovanou kaspazou-8 a u proteinu Bad probihé jelsforylace (Schinzel et al., 2004).
V biochemickych a genetickych studiich bylo zjiki, Zze BH3-only proteiny funguji jako
spoustce burgené smrti (Willis et al., 2003).

Protein Bid je normalg piitomen v cytosolu v inaktivni fortn Jeho aktivace
probthne az po proteolytickém zpracovani aktivovanoupfasu-8 (Petros et al., 2004).
Granzym B dokaze &pit Bid k vytvoreni 14-kDa granzymem aktivovaného gtBid proteinu,
ktery je translokovan do mitochondrii a spolupracsijBax proteinem (Schinzel et al., 2004).
Aktivovany tBid je translokovan na mitochondrie uzi k propojeni signaluips FAS

receptory s vnihi dr@hou mitochondrii. iPabsenci smé#edla se jedid aktivovany tBid vaze
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na Bcl-xI Bid protein, ktery ma dva centralniétginou hydrofébnig-helixy, obklopené Sesti
amfipatickymi helixy (Petros et al., 2004). Fosface Bid proteinu kaseinovou kindzou | a
zabraiuje jeho translokaci do mitochondrii (Schinzellet2004).

Bid BH3 mutant je sice neschopny vazat antiapogkétimolekuly, ale dokaze
aktivovat Bax protein, ktery uvolni cytochrom ctim je indukovana apoptéza. To ukazuje,
Ze primarni mechanismus, kterym BH3-only proteifyivaiji apoptozu, nevyZzaduje jejich
asociaci s antiapoptotickymi proteiny (Bcl-2, Mclsiebo Bcl-xL) (Danial, 2007). Pokud
je pozménéno vice signalnich kontrolnich bbddrahy, apoptoticky signal je zesileri p

odctleni receptar smrti od Bid protein{Madsen-Bouterse et al., 2006).

Protein Bad vaze a inhibuje jen Bcl-xl, Bcl-2 a Bcl-w. Na Bdl-protein se vaze
s mnohem mensi afinitou nez protein Bak. Bylo &jiét Ze aby vazba Bad proteinu byla
terminalni¢asti (Petros et al., 2004). V hitmé kultde je Bad protein regulovarianymi
kindzami, které jsou antiapoptotické. Tyto Kinazyasobuji fosforylaci serinovych rezidui
proteinu Bad. Fosforilace serinovych rezidui podporinterakci se 14-3-3 ,scaffold”
proteinem a jeho izolaci v cytosolu. Vyznam fosfacg Bad proteinu je #dazrén
fenotypem mysi s knock-in proteinu Bad. Tyto mysjewily Zadné znamky abnormality,
ale byly hypersenzitivni kiznym apoptotickym strés. Ve vapnikem indukované apoptoze
bylo dokazano, Ze defosforilace Bad proteinu hooaige z vazby na 14-3-3 protein
a dovoluje jeho translokaci a interakci s Bcl-xbtginem. Sipeni 14-3-3 proteinu kaspézou-
3 usnaduje aktivaci Bad (Willis et al., 200%chinzel et al., 20QDanial, 2007).

Protein Bim pasobi jako hlavni aktivator protginBax a Bak. Ztrata proteinu Bim
zaji¥uje ochranu mitochondrialni membranyeg Bak a Bax proteiny. Proapoptoticka
aktivita Bim proteinu je regulovana jak na tranpémi, tak i post-transkrigmi Urovni.
Na transkrigni Urovni je Bim protein regulovan antiapoptotickyin proapoptotickymi
cytokiny, také fosforylaci BIimEL. Protein Bim se 2eéa s Mcl-1, oba proteiny jsou
lokalizovany na mitochondrialni membgéanBlokace Mcl-1 proteinu Bim proteinem
zprostedkovava mitochondrialni apoptotickou kaskadu (Waik-Toumi et al.,, 2007).
Ve zdravych biitkach jsou Bim a Bmf proteiny vazany do cytoskelsi@r struktur. V reakci
na apoptoticky stimul a v interakci s multidoménmvyBcl-2 proteiny jsou tyto proteiny
uvolnény a translokovany do mitochondrii. Bim protein fivéii hlavni isoforemy: Bim,

Bim_,a Bims. Disociace BimL proteinu umdéiaje jeho translokaci do ¥ji membrany
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mitochondrii, membrany endoplazmatického retikujJadernych membran, kde spolupracuje

s ostatnimi proteiny Bcl-2 rodiny (Schinzel et 2004).

Protein Bik (také znam jako NBK) je vriit¢ nestrukturovany BH3-only protein,
patici mezi senzitivatory. Senzitovéitgsou BH3-only proteiny, které usnagi aktivaci
apoptézy pes inhibici antiapoptotickych protéin ale nejsou schopni aktivovat
proapoptotické proteiny. Zprdstlkovava aktivaci apoptozygs Fimou interakci a inhibici
Bcl-2 a Bcl-xL proteinu. Pokud jsou inhibovany iapbptotické Bcl-2 proteiny, Bax protein
muze zprosiedkovat aktivaci vnini drahy apopt6zy. Exprese Bik proteinu nebyla zexla
v buikach ledvinového nadoru. Bik protein je lokalizovafevazi na endoplazmatickém
retikulu, na které se fpojuje pes COOH terminalni doménu. Capani vapniku
z endoplazmatického retikula je tgmbeno overexpresi proteinu Bik. iy s dvojitym
knockoutem Bax a Bak jsou rezistentni k uwainvapniku z endoplazmatického retikula
indukovaného proteinem Bik. Indukce apopt6zy Bi@tpinem stimuluje konforngai zmeny
struktury proteinu Bax, coz je nutné pro indukcopjzy. Bortezomib (Velcade, PS341)
proteazomovy inhibitor, ktery se pouziva kEd& mnoha myelom, primo reguluje hladinu
exprese proteinu Bik. Upregulace Bik je indukov@ies dalSi proteazémové inhibitory, jako
je MG132 nebo ALLN. Upregulace také zvySuje senwititiproteinu Bik k receptoru TRAIL
(Fennell et al., 2008).

Protein Noxa je schopen &inn¢ vazat a blokovat jen proteiny Mcl-1 a A1(Adams
et Cory, 2007). Pokud jsou u mysi knockoutovanytggny Noxa a Bax, nedojde k aktivaci
apoptozy zproseédkované proteinem Noxa, a to anifippc, Ze doSlo k poSkozeni DNA.
Také bylo zjis%¢no, Ze Noxa je schopna zphestkovat uvoldni cytochromu c

i za nepitomnosti proteinu Bax (Fennell et al., 2008).
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4 Zavér

Apoptoza je velmi dlezita @i regulaci bugk v organismu, @& béhem prenatélniho vyvoje,
nebo v postnatalnim vyvoji jedince. PoSkozeni ggignalu je ficinou mnoha onemo¢ni.
Pfi  nadnerné apoptéze umird velké mnozstvi i zdravych ¢&kunjako tomu
je u autoimunitnich a neurodegenerativnich onerrdcnZatimco pokud jsou poSkozeny
drahy indukce apoptézy a k apoptéze nedochazi,&addhhromadni buiek. To je picinou
vzniku nadorovych onemoeni. Rodina proteinu Bcl-2 reguluje &8i i vnitini apoptotickou
drahu a jeji proteinyisobi jak proapoptoticky, tak i antiapoptoticky. ramiototické proteiny
rodiny Bcl-2 jsou povazovany, Kii jejich schopnosti zabranit apoptéze, zé@icimy
nadorovych onemoeni. OvSem pokud jsou vSechny proteiny v rovnovasprave funguje

n¢kolikanasobna kontrola apoptdzy, umiraji poskozmmky a zdrave fezivaiji.
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