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1 Obecny uvod

Vyvoj a zachovani zivota mnohobunécnych organizmi vyzaduji pfisnou
rovnovahu mezi bunéénym délenim, které dava vzniknout novym bunikam a bunécnou
smrti, paraleln¢ probihajicim procesem, ktery zabezpeCuje odstrafiovani bunck
nadbytecnych, nepotiebnych nebo potencialné nebezpecnych. Ackoliv bylo studium
bunécné¢ smrti v diiveéjsi dobé ve srovnani s jinymi fyziologickymi pochody malo
populérni, dnes jiz tento proces patii mezi hlavni témata feSend védci, farmakology

i kliniky.

Vibec prvni koncept bunécné smrti navrhl jiz v poloviné 19. stoleti patolog
Virchow, ktery pfirovnaval bunéénou smrt zdneSniho pohledu k nekréze,
degenerativnimu procesu probihajicimu v uhynulych zivociSich. Virchow tak neptimo
pasoval bunécnou smrt do role védecky neatraktivniho tématu upozadéného za studium
zajimav¢jSich obort zabyvajicich se ristem ¢i diferenciaci bunék. Téma fyziologické
bunééné smrti ziskalo konkrétni obrysy zasluhou W. Fleminga, ktery popsal
morfologické zmény u odumirajicich bunék, odpovidajici z dnesniho pohledu apoptoze
a pojmenoval tento jev ,.chromatolysis®. Pozdéji byla chromatolysis chapana jako
protiklad k bunéénému déleni, tedy jako mechanismus zajistujici tkanovou homeostazi.
V 50. letech minulého stoleti bylo zasluhou embryologl potvrzeno, ze chromatolysis je
také soucasti normalniho embryonalniho vyvoje obratlovct. Tato vyznamné zjisténi
ukazujici na zapojeni bunécné smrti do embryogeneze a normalniho ontogenetického
vyvoje podnitila zajem o hlubsi studium tohoto fenoménu. Dostupnost vhodnych
experimentalnich nastrojii v§ak byla v té dobé& natolik omezend, Ze se dlouho nedaftilo
mrtvou buiiku charakterizovat, at’ uz z hlediska morfologie ¢i nalezenim né&jakych

biochemickych rozdild.

Prvni kdo prolomil tuto bariéru byl na pocatku 70. let australsky patolog
J.F. Kerr se svymi spolupracovniky, ktefi dokazali na zakladé morfologickych kriterii
jednoznacéné odlisit Zivou a mrtvou buiiku a zaroven navrhli rozliSeni dvou riznych
typt bunécné smrti: 1) fyziologické bunécné smrti — apoptdzy (pivodné schrinkage
necrosis = scvrkld nekroza) a ii) nefyziologické bunééné smrti — nekrozy (Kerr, 1971,
Kerr et al., 1972). Studium apoptdzy se na poc¢atku omezovalo pouze na morfologické

charakteristiky, az v pribchu 80. let byla rozpoznana prvni biochemicka vlastnost -



aktivace nukleas, kterd byla nc¢kolik nésledujicich let povaZzovana za nejvyznamnéjsi
biochemickou udalost apoptézy. Kromé aktivace endonukleas bylo prokéazéano,
ze apoptoza je na rozdil od nekrozy procesem aktivnim, vyzadujicim bunécnou energii
a zaroven se piedpokladalo, ze se na jejim pribéhu podili samotna buiika aktivaci
specifickych biochemickych drah. Jisté tedy nepiekvapi alternativni oznaceni apoptdzy
synonymem ,,programovana bunéénd smrt“, hojné uzivanym béhem nésledujicich let,
které zaroven umociiovalo jeji odliSeni od nekrdozy, smrti neprogramované (pasivni).
Zasadni vyznam pro objasnéni mechanisml apoptozy mél na pocatku 90. let objev

specifickych proteas, jejichZ aktivace se ukazala byt pro pribéh apoptozy klicova.



2 Kategorizace bunécné smrti

V literatufe nachazime tfadu konceptli vymezujicich rizné typy bunécéné smrti
na zaklad¢ riznych kriterii. Je zfejmé, Zze vzhledem ke spletitosti a vzdjemnému
piekryvu ¢i vyuziti podobnych signalnich drah v ramci rliznych typti bunécné smrti,
je mnohdy velmi slozité a problematické ptfesné stanovit jakou smrti vlastn¢ butika
umird. Diky tomu jsou modely navrzené riznymi autory né¢kdy v jistych ohledech
odlisné nebo dokonce i protichidné. Velmi Casto se ve védecké literatufe setkavame
s rozdélenim bunécné smrti na zakladé morfologie. Toto kriterium s sebou ovSem
pfinasi ncékdy nejednoznacné zéavéry v typizaci bunécné smrti. Podle morfologie
muzeme fyziologickou ¢i patologickou bunéfnou smrt rozdélit do nejméné ti typul:
apoptdza, autofagie a nekrdza (Clarke, 1990; Kroemer et al., 2005; Galluzzi et al.,
2007).

Mnohem vhodnéjs$i a zaroven prikaznéjsi se ukazala byt klasifikace bunécné
smrti podle aktivace specifickych biochemickych drah, které mohou poskytnout
specifickych proteas zodpoveédnych za proteolyticky rozklad buriky v procesu apoptozy
jiz dokézeme nahlédnout hloubéji pod povrch také jinych typt bunétné smrti, nez je
apoptoza. Dynamicky vyvoj v oblasti bunécné smrti pomohl odhalit také nékteré
specifické biochemické drahy aktivované v pribéhu nekrozy ¢i autofagie, tedy u typt
bunééné smrti, jejichz definice byla jest¢ doneddvna postavena vyhradné

na morfologickych charakteristikach.

V nasledujicich podkapitolach bude uvedena obecna charakteristika tfi typl
bunécné smrti, které 1ze povazovat za nejprobadangjsi. Kromé téchto byla v literatuie
popsana celéd fada dalSich jako je rohovaténi (Candi et al., 2005; Lippens et al., 2005),
Walleridnova degenerace (Raff et al., 2002) a nékteré varianty apoptozy, které
se uvadéji samostatné (anoikis nebo mitoticka smrt; Gilmore, 2005; Castedo et al.,

2004).



2.1 Apoptoza: morfologické znaky a vyznam

Apoptéoza byla poprvé popsana na pocatku 70. let J.F. Kerrem
na zakladé morfologickych charakteristik. Tato definice byla béhem nésledujicich let
upfesiiovana a ac je ve védecké literatute stale pouzivana, z dnesniho pohledu vyhovuje

Jiz pouze Castecné.

Buniky které umiraji apoptézou se vyznacuji zmenSovanim objemu
a zakulacovanim tvaru. K typickym a nejprukaznéjsim projeviim apoptotické
morfologie patfi kondenzace chromatinu (pyknéza) a fragmentace jadra (karyorhexe).
Na plazmatick¢ membrané se objevuji charakteristické puchyiky (blebbing), zatimco
jeji integrita ziistdva, in vivo, zachovana. Bunécné organely nevykazuji vyrazné
morfologické zmény. V pokrocilém stadiu apoptdzy dochazi k fragmentaci jiz mrtvé
buky na tzv. apoptotickd téliska (budding), kterd jsou ohraniCena membranou
a obsahuji cytoplazmu, intaktni organely nebo ¢asti kondenzovaného chromatinu
(Obr. 1). Apoptoticka téliska jsou nasledné¢ fagocyticky pohlcena makrofagy,
parenchymatickymi bunikami nebo builkami nadorovymi a degradovana za ucasti
lysozomit pohlcujici buiikky. Samotny prubéh apoptézy ani nasledné odstraiiovéani
mrtvych bunék nejsou in vivo doprovazeny zanétlivou reakci v okolni tkéni, jako
je tomu u nekrézy. Apoptoéza na rozdil od nekrozy postihuje jednotlivé buiiky nebo
pouze malé shluky bunék. Nutno podotknout, ze v ptipad¢ apoptdzy indukované in vitro
v bunéénych kulturdch, v nichz obvykle nelze ocekavat fagocytdzu, dochazi v jeji
pozdni fazi k permeabilizaci cytoplazmatické membrany a tento jev byva oznacovan

terminem ,,sekundarni nekroza“.



Obr. 1. Morfologické znaky apoptozy. V prub&hu apoptézy bunky zmenSuji svilj objem
a na membrané se vytvareji puchyiky, zatimco jeji integrita zistava zachovana. V jadre dochazi
ke kondenzaci chromatinu a nasledné¢ fragmentaci. Cely proces konci rozpadem bunky
na apoptoticka téliska, ktera jsou pohlcena fagocyty nebo okolnimi bunkami (obrazek prevzat
od Saikumar et al., 1999; vlastni Gprava).

Apoptoza je vysoce koordinovany, geneticky regulovany a energeticky zavisly
proces, ktery v sobé zahrnuje komplexni sit’ udélosti, jez propojuji aktivacni signal
s koneCnou smrti bunky. Apoptéoza je nedilnou soucasti embryonalniho
a ontogenetického vyvoje organismu, hraje klicovou tlohu pfi morfogenezi
a je nepostradatelnd pro zachovani tkdnové homeostaze (Obr. 2). Zaroven pusobi jako
obranny mechanismus pii imunitnich reakcich a je zodpovédna za odstraiiovani
mutovanych, infikovanych, nefunk¢nich nebo jinak poskozenych bunék piedstavujicich
ohroZeni integrity organismu. Pfi vyvoji imunitniho systému podléhaji apoptoze
nefunkéni T-lymfocyty, jejichz receptory nejsou schopny rozpoznat hlavni
histokompatibilni komplex (MHC) glykoproteini okolnich bun€k nesoucich antigen
a rovnéz také autoreaktivni T-buiiky namifené proti vlastnimu organismu (Jameson
et al., 1995). Apoptdza provazi atrofii prostaty, prsni Zlazy nebo jinych endokrinné
regulovanych tkani a podili se také na vyvoji mozkové tkané odstrailovanim neurond,

které nevytvorily funk¢ni synapse.



Obr. 2. Typické priklady fyziologického projevu apoptdzy. V pribchu embryogeneze
se apoptéoza podili napf. na utvafeni télnich dutin plodu (A). Apoptéoza je klicova
pro morfogenezi - zodpovida napi. za formovani prstd rukou a nohou specifickym
odstrafiovanim meziprstni tkané (B) nebo doprovazi pieménu pulce v Zzabu eliminaci
nadbytecnych struktur (C). Apoptdza je nepostradatelnd pro zachovani tkanové homeostaze
eliminaci neopraviteln¢ poskozenych bunék, které jsou nahrazeny buiikami novymi (obrazek
pievzat od Saikumar et al., 1999).

Ackoliv existuje Siroké spektrum fyziologickych ¢i patologickych podnéta, které
mohou spustit apoptoticky program, reaguji rizné bunécné typy na pusobeni daného
stimulu rizné. lonizujici zafeni nebo chemoterapeutika jsou vyuzivana k indukci
apoptozy v protinddorové terapii. Hormony, jako naptiklad kortikosteroidy, zase
indukuji apoptdzu u jinych bunéénych typt jako jsou thymocyty, zatimco buiiky dalSich
tkani terapii odolavaji nebo mohou byt dokonce stimulovany. V nékterych ptipadech
podmiiiuje charakter ¢i intenzita signalu osud bunky ve smyslu smrti apoptotické
¢1 nekrotické. Nizkd intenzita signalu, jako je tepelny Sok, zateni (UV nebo y), hypoxie
nebo cytotoxické protinddorové 1é¢ivo, mize buitkku smérovat k apoptoze, zatimco vyssi

davka stejného podnétu vyvola nekrozu.

Narusena regulace apoptdzy se projevuje u celé fady patologickych stavil.
Nadmérné odumirani bun¢k  pfispiva k vyvoji neurodegenerativnich
a neurovyvojovych onemocnéni, jako jsou Alzheimerova, Parkinsonova nebo
Huntingtonova nemoc. Podobné¢ se vyskytuje zvySena mira apoptdézy u nékterych
nemoci hematologického ptivodu (neutropenie). Naopak nedostate¢né odumirani bunék
je dalezitym faktorem pii vzniku a vyvoji nadorovych ¢i autoimunitnich onemocnéni

(Kerr et al., 1994; Fadeel et al., 1999).



2.2 Nekroza a jeji morfologie

Podle plivodni definice opirajici se o morfologicka kritéria byla nekrdza
charakterizovana jako typ bunécné smrti, jeZ nenese morfologické znaky apoptodzy nebo
autofagie (Kerr et al., 1972). Na rozdil od apoptozy byla chapéana jako proces nahodily
a nekontrolovany, jez je provazen bobtnanim organel i celé bunky v diledku poruSeni
iontové homeostaze. Tyto zmény vedou jiz v Casném stadiu nekrozy k poruseni integrity
cytoplazmatické membrany a néslednému vyplaveni bunééného obsahu, coz vyvola
v okolnich tkdnich zanétlivou reakci. Pii nekrdze je vyznamné naruSen energeticky
metabolismus (biosyntéza ATP) a bunétné struktury i organely se rozpadaji. Samotny
proces bunécné smrti je vhodnéjsi oznacovat terminem onko6za, nebot’ nekréza definuje
spiSe morfologicky obraz jiz mrtvé bunky. Lze tedy fici, Ze onkdza vyustuje v nekrozu.
Protoze jsou v literatufe oba pojmy zaménovany, doporucuje se z historického hlediska

pouzivat termin nekr6éza namisto spravného onkéza (Kroemer et al., 2005).

Obr. 3. Morfologické znaky nekrozy. V pribéhu nekrozy bunika zvétSuje svij objem
a bobtnaji také jednotlivé organely. Tyto udalosti vedou jiz v casném staddiu procesu
k permeabilizaci plazmatické membrany, vyliti bunééného obsahu do okoli a navozeni zanétlivé
reakce.

2.3 Autofagie: morfologie a fyziologické projevy

Termin autofagie vsobé zahrnuje nékolik rlznych mechanisml. Jedna
se o makroautofagii, mikroautofagii a chaperony zprosttedkovanou autofagii (Cuervo,
2004; Obr. 4). Nejlépe prostudovana je makroautofagie, kterd se oznaCuje zkracenym
vyrazem autofagie a je jedinym mechanismem, jez ma pifimou souvislost s bunéénou

smrti. Pfi autofagii dochazi k obaleni casti cytoplazmy nebo celych organel dvojitou



membranou za vzniku tzv. autofagosomil. Auofagosomy mohou déle fhzovat
s lysozomy, coz vede ke vzniku jednomembranovych struktur, tzv. autolysozomu
(Obr. 4). Pasobenim kyselych lysozomadlnich hydrolas nésledné dochazi k natraveni
a rozlozeni pohlceného materidlu. Na rozdil od apoptézy neni autofagie provazena
kondenzaci chromatinu a autofagickd morfologie nemé zadnou nebo pouze minimalni

spojitost s fagocytdzou (Baehrecke, 2005).
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Obr. 4. Zikladni typy autofagie a jejich mechanismy. Proces makroautofagie (zkracené
oznaCované autofagie) je jedinym z popsanych mechanismii autofagie s pfimym vztahem
k apoptéze. Zahrnuje tvorbu autofagosomu, jez muize fhzovat slysozomem za vzniku
autolysozomu a t¢inkem lysozomalnich proteas pak dochdzi k rozlozeni pohlceného materidlu.
CMA = chaperony zprostfedkovana autofagie; hsc73 = protein tepelné¢ho Soku velikosti 73 kDa;
LAMP-2a = protein typu 2a asociovany s lysozomalni membranou (obrazek prevzat
od Vicencio et al., 2008).

Autofagie je evolucné zakonzervovany proces, ktery plni vyznamnou tulohu
v fadé¢ bunéénych procesii (Levine a Klionsky, 2004). Fyziologicky je aktivovéana
piedev§im za podminek hladovéni, kdy zajistuje bunkadm slozky nezbytné pro pribch
zivotn¢ dilezitych metabolickych reakci. Autofagie slouzi dale k odstranovani nebo
recyklaci opotfebovanych ¢i poskozenych organel (Mizushima, 2007). Nejnovéjsi
studie ukazuji také mozny podil autofagie na enukleaci v pribehu termindalni

diferenciace erytrocytt (Sandoval et al., 2008).



Fyziologicka uloha autofagie v souvislosti s procesem bunééné smrti prozatim
zustava predmétem sporu. Bylo vSak popsano jiz nékolik konkrétnich ptipadl, které
ucast autofagie jasn¢ potvrzuji. Autofagie je zodpovédnd za vyvoj slinné zlazy
u octomilky (Berry and Baehrecke, 2007) a provazi také vyvoj samciho genitalu
(Dyche, 1979). U savct se autofagie podili napiiklad na regresi zlutého téliska nebo
involuci prsni zldzy (Paavola, 1978). Autofagie je také spojovana s vyvojem
a pribé¢hem nckterych onemocnéni, jako je rakovina nebo neurodegenerativni
onemocnéni, kde ovSem jeji uloha nebyla dosud zcela objasnéna (Shintani a Klionsky,

2004; Alva et al., 2004).



3 Mechanismus apoptozy a jeji regulace

3.1 Biochemické znaky apoptozy, aktivace endonukleas

Jak jiz bylo zminéno, vyzkum apoptéozy se na pocatku omezoval pouze
na morfologické charakteristiky. Vibec prvni biochemickd vlastnost apoptézy byla
popsana na pocatku 80. let. Wyllie a jeho kolegové zjistili, ze béhem kondenzace
chromatinu dochézi k aktivaci endonukleas, které specificky §tépi jadernou DNA,
coz lze snadno dokumentovat pomoci standardni agarosové elektroforézy, po jejimz
pribéhu vznika na gelu charakteristicky ,,zebiik* (Wyllie, 1980). Jednotlivé fragmenty
velikostné odpovidaji nukleosomu (180 bp) a jeho nasobkiim. Vice nez desetileti byla
fragmentace DNA na urovenl nukleosomii zdsadnim a také jedinym biochemickym
projevem apoptotické bunécné smrti a dale se soudilo, ze k tomuto jevu dochazi velmi
casn¢ po indukci apoptéozy. Konkrétni DNasu zodpovédnou za nukleosomalni
fragmentaci DNA se vSak na molekularni Grovni dlouho nedafilo charakterizovat, nebot’
savCi buiiky obsahuji celou fadu endonukleas, jez se mohou ucastnit apoptdzy (Eastman
a Barry, 1992). Prvotni studie omezujici se pfevdzné na thymocyty a bunky
lymfatického piivodu naznadovaly, Ze kliGovou ulohu ma ziejmé Ca*/Mg*" zavisla
endonukleasa nelysozomalniho pavodu, jejiz aktivace je podminéna zvySenim
intracelularni koncentrace vapenatych ionti (Cohen a Duke, 1984; McConkey et al.,
1989). Na pocatku 90. let se podafilo z apoptotickych jader potkanich thymocyti
izolovat aktivni nukleasu, jejiz funk¢ni a antigenni vlastnosti byly téméf totozné
s DNasou I (Peitsch et al., 1993). Bylo vSak zfejmé, Zze aktivitou jediné konkrétni
endonukleasy nelze vysvétlit vSechny piipady apoptéozy indukované u riaznych
bunécnych typi bez ohledu na jejich diferenciacni stav ¢i charakter apoptotického
podnétu. Dalsi endonukleasou popsanou v souvislosti s nukleosomalni fragmentaci
DNA byla DNasa v, jejiz enzymatické vlastnosti jsou velmi blizké DNase I (Shiokawa
a Tanuma, 1998; Yakovlev et al., 1999). Vysoké aktivity 1ze naméfit pii neutralnim pH
a v pritomnosti Ca’*"/Mg”". Barry a Eastman dospé&li k nazoru, 7e zvysena koncentrace
Ca”™ nemusi byt pro nukleosomalni fragmentaci DNA kli¢ova. Podafilo se jim
identifikovat novou nukleasu — DNasu II a ukazali, ze rozhodujicim faktorem pro jeji
aktivaci je snizeni intraceluldrniho pH v pribéhu apoptézy pod hodnotu 6,5 (Barry
a Eastman, 1993; Barry et al, 1993). Za téchto pH senzitivnich podminek

w7 .. o + + o7 4 ) vy, 7
a v piitomnosti ionti Ca’"/Mg®" byla v jiném bun&¢ném systému namé&fena DNasova
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aktivita také v pfipadé¢ endonukleasy DNASIL2 (Shiokawa a Tanuma, 2001).
DNASIL2 je viibec prvni savci DNasou, jejiz aktivita je podminéna kyselym pH

a zaroven piitomnosti dvojmocnych iontd.

Kromé vyse uvedeného byly na pocatku 90. let publikovany jiné prace, které
ukdazaly, Ze pribeh apoptdzy nemusi byt podminén aktivaci endonukleas nebo je na nich
dokonce zcela nezavisly (Thompson, 1991; Oberhammer et al., 1991). Piekvapujici
bylo také zjisténi, ze apoptotickd buiika nemusi mit DNA fragmentovanou az na uroven
nukleosomtl. V nékterych bunéénych systémech jsou totiz vysledkem Stépeni DNA
v pribéhu apoptézy pouze vysokomolekularni fragmenty o velikosti 50-300 kb
ktery zahrnuje aktivitu nékolika nukleas. Jednim z prvnich kandidati zodpovédnych
za vznik vysokomolekularnich fragmentti byla topoisomerasa II, brzy se ovSem ukazalo,

ze jeji role neni klicova (Beere et al., 1995; Beere et al., 1996).

At uz jsou vysledkem Stépeni DNA vysokomolekuldarni ¢i nukleosomalni
fragmenty, oba projevy jsou povazovany za charakteristicky znak apoptotické bunécné
smrti. Dluzno dodat, Ze nukleosomdlni fragmentace DNA se oproti pivodnim
piedpokladiim ukézala byt pozdni udalosti apoptotického procesu (Oberhammer et al.,

1993).

Navzdory intenzivnimu vyzkumu nukleas se jiz na konci 80. let zacalo uvazovat
o mozné aktivaci proteas v procesu apoptdzy. Prvnimi kandidaty byly serinové
proteasy, avSak zasadni vyznam pro pochopeni mechanismi apoptézy mél na pocatku
90. let objev specifickych cysteinovych proteas, jejichz aktivace se ukazala byt
pro proces apoptdzy rozhodujici. Tim byla pozvolna piekonana, do té doby kliCova,

uloha nukleas.

Kromé¢ fragmentace DNA patii k typickym biochemickym znakiim apoptdzy
také externalizace fosfatidylserinu. Fosfatidylserin je jednim z mnoha fosfolipida
cytoplazmatické membrany. Za fyziologickych podminek je distribuovan asymetricky
na vnitini stran¢ lipidové dvojvrstvy (Op den Kamp, 1979). Béhem apoptoézy dochazi
k redistribuci fosfatidylserinu na vnéjsi stranu cytoplazmatické membrany, ¢imz dava
apoptoticka buiika signal okolnim makrofagiim k nasledné fagocytoze a tim brani Sifeni

zanétlivé reakce (Fadok et al., 1992; Savill a Fadok, 2000). Nedavné studie ukazaly,
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ze také dalsi proteiny, jako napf. Annexin I a kalretikulin, jsou b&hem apoptozy
exponovany na bunééném povrchu a mohou se tak aktivné podilet na odstranovani

mrtvych bunék (Arur et al., 2003; Gardai et al., 2005).

3.2 Kaspasy — objev, struktura a vlastnosti

Objevu kaspas (caspases = cysteinyl aspartate proteinases) predchazely
genetické studie u had’atka (Caenorhabditis elegans), které vedly k identifikaci genli
zodpovédnych za programovanou bunécnou smrt definované¢ho poctu bunck v prubéhu
ontogeneze tohoto modelového organismu. Tyto geny byly pojmenovany jako
tzv. ,,geny smrti“ a nejvyznamnéjSim z nich se ukazal byt gen ced-3 (Ellis a Horvitz,
1986). Vroce 1993 byl ced-3 gen klonovan a dilem nahody se podafilo nalézt
podobnost jeho proteinového produktu s proteasou ICE (interleukin-1f-converting
enzyme), studovanou ve stejné dob¢ jinou nezavislou skupinou (Thornberry et al., 1992;
Yuan et al.,, 1993). Ukazalo se, ze tato proteasa, dnes znamd jako kaspasa-1,
je zodpovédna za maturaci cytokinu IL-14 (interleukin-15) a objev jeji homologie
s genem ced-3 piedznamenal odhaleni Siroké rodiny ICE pfibuznych proteas. Tyto savci
proteasy byly pojmenovény ,.kaspasy* a brzy se ukazalo, ze jejich aktivace je klicova
pro ireverzibilni destrukci bunék v pribéhu apoptdzy (Alnemri et al., 1996). Vyznam
genetickych studii u C. elegans doklada ocenéni britskych védcti Horvitze, Brennera

a Sultona v roce 2002 Nobelovou cenou.

Kaspasy zahrnuji skupinu strukturné¢ piibuznych proteas s vyhranénou
substratovou specifitou. Tyto evolucné zakonzervované cysteinové proteasy vynikaji
mezi jinymi svou ojedinélou schopnosti specificky Stépit cilové peptidické sekvence
substrati za zbytkem kyseliny asparagové. V jejich aktivnim misté lze nalézt
konzervativni pentapeptid QACXG (X = R, Q nebo G; Cohen, 1997). Kaspasy
se vyskytuji v cytoplazmé bun€k ve formé neaktivnich jednofetézcovych proenzymu
o velikosti 30-50 kDa. Jejich struktura zahrnuje N-koncovou prodoménu a malou
(~10 kDa) a velkou (~20 kDa) podjednotku (Obr. 5). K aktivaci kaspas obvykle vede
proteolytické Stépeni na malou a velkou podjednotku, nasledné dochézi k dimerizaci
a vysledny aktivni enzym pak tvoii heterotetramer slozeny ze dvou vétSich a dvou

mensich podjednotek (Thornberry a Lazebnik, 1998; Obr. 5).
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Obr. 5. Obecna struktura zymogenové a aktivni formy kaspas. VSechny popsané kaspasy
vykazuji typickou strukturu zymogenu, tvoienou tfemi doménami: N-koncovou prodoménou
a malou a velkou podjednotkou. Aktivni forma enzymu vznika proteolytickym Stépenim
zymogenu ve specifickych mistech za vzniku malé a velké podjednotky a souc¢asného odstépeni
prodomény. Nové usporadani podjednotek a jejich dimerizace dava vzniknout aktivni formé
kaspasy, ktera ma podobu heterotetrameru se dvéma aktivnimi centry (obrazek prevzat od Cain,
2003).

3.2.1 Rozdéleni kaspas a mechanismy jejich aktivace

Dodnes bylo u clovéka popsano celkem 12 rtznych kaspas. Zatimco nékteré
z nich jsou spojovany s procesem apoptozy, jiné se podili na regulaci dalSich
fyziologickych procesti jako je maturace cytokinii, termindlni diferenciace nebo
proliferace (Thornberry a Lazebnik, 1998; Garrido a Kroemer, 2004). Dominantni
zastoupeni maji ovSem jednoznacné kaspasy apoptotické (kaspasa-2, -3, -6, -7, -8, -9,
-10 a -12), dalsi tfi se ucastni zanétlivych reakci (kaspasa-1, -4 a -5) a specifické
postaveni zaujima kaspasa-14, kterd tidi terminalni diferenciaci keratinocytii (Lippens
et al., 2000). Funkce kaspas a rovnéz mechanismus jejich aktivace izce souvisi s jejich
strukturou. Rozdily jsou patrné piedevSim v sekvenci a délce N-koncové oblasti
polypeptidového fetézce, podle niz rozliSujeme kaspasy s dlouhou prodoménou nebo
kratkou prodoménou. Prvni skupina zahrnuje apoptotické kaspasy-2, -8, -9, -10 a -12
a kaspasy ucastnici se zanétu, zbytek kaspas nese kratkou prodoménu. Apoptotické

kaspasy s kratkou prodoménou se oznacuji jako vykonné, zatimco dlouhd prodoména

.....
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rizné strukturni motivy. Pro kaspasy-2 a -9 je charakteristickd tzv. CARD (caspase
activation and recruitment domain) doména, dal§i moznosti jsou tzv. DED (death
effector domain) domény uspotadané tandemové ve dvojici, které se vyskytuji v rdmci
prodomén u kaspasy-8 a -10 (Obr. 6). CARD a DED domény umoziuji kaspasam
interagovat s jinymi regulacnimi proteiny prostfednictvim protein-proteinovych

interakci, coz obvykle vede k jejich aktivaci.
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Strukturni motiv dlouhé prodomény zahrnuje CARD doménu (kaspasa-2 a -9) nebo dvé
tandemové uspofadané DED domény (kaspasa-8 a -10; obrazek pievzat od Fuentes-Prior
a Salvesen, 2004; vlastni uprava).

Kromé¢ funk¢niho hlediska lze kaspasy dale Clenit podle preferované sekvence
aminokyselin u cilového substratu. Do prvni podskupiny patti kaspasy-1, -4, -5 a -14,
které preferuji tetrapeptid WEHD, druhd podskupina zahrnuje kaspasy-2, -3 a -7, jejichz
cilovou sekvenci aminokyselin tvoii motiv DEXD a kone¢né do tfeti podskupiny jsou

fazeny kaspasy-6, -8, -9 a -10 upfednostnujici sekvenci (L/V)EXD.

Mechanismus aktivace kaspasy-9 patfi k nejlépe prostudovanym. Vytvoreni
aktivacniho komplexu ptedchazi uvolnéni cytochromu ¢ z mitochondrii do cytoplazmy.
Cytochrom ¢ se v pfitomnosti dATP nebo ATP vaze k molekule Apaf-1 (apoptotic
protease activating factor-1) a tim indukuje jeji oligomerizaci (Liu et al., 1996; Li et al.,

1997). Nasledkem oligomerizace prodélda molekula Apaf-1 takovou konformacni
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zmeénu, kterd zpfistupni N-koncovou oblast a umozni interakci jeji CARD domény
s CARD doménou prokaspasy-9. Vysledkem téchto udélosti je tzv. apoptozom,
multimerni komplex tvofeny sedmi molekulami prokaspasy-9 a stejnym poctem
molekul Apaf-1 a cytochromu c¢ (Obr. 7). Apoptozom nakonec zprostiedkuje
proteolytickou aktivaci kaspasy-9. Tento model byl vSak jiz prekonéan, nebot’ dalsi
vyzkumy ukdzaly, Ze na rozdil od jinych kaspas ma proteolytické St€peni prokaspasy-9
pouze minimalni vliv na katalytickou aktivitu enzymu. Rodriguez a Lazebnik prokazali,
ze pro aktivaci prokaspasy-9 je rozhodujici asociace s Apaf-1 a komplex
Apaf-1/kaspasa-9 tedy pusobi jako holoenzym (Rodriguez a Lazebnik, 1999).
K podobnym zévérim dospéla také jind skupina, ktera ukézala, Ze mutovana forma
prokaspasy-9, neschopna proteolytické aktivace, muze Stépit prokaspasu-3/-7
v ptitomnosti Apaf-1 a cytochromu c¢ (Stennicke et al., 1999). Aktivace kaspasy-9
v ramci multimerniho komplexu prostfednictvim asociace s adaptorovymi molekulami
se podarila prokézat také rekonstrukei in vitro (Liu et al., 1996). Podil dATP/ATP
na aktivaci kaspasy-9 lze povazovat za prvni presvédCivé vysvétleni, jak proces
apoptozy zavisi na bunécéné energii. Tim byl pfimo potvrzen ptivodni koncept popisujici

apoptdzu jako aktivni, energeticky zavisly proces.

APOPTOZOM

=l g Apati

—— cytochrom ¢
l prokaspasa-9
- dATP/ATP

Obr. 7. Aktivace prokaspasy-9. K aktivaci prokaspasy-9 dochazi po vytvoreni multimerniho
komplexu zvaného apoptozom. Jeho vzniku piedchazi uvolnéni cytochromu ¢ z mitochondrii
do cytozolu. V pritomnosti ATP (dATP) se cytochrom ¢ vaze k molekule Apaf-1, coz vyvola
jeji oligomerizaci, ktera je kliCova pro asociaci s prokaspasou-9 prostfednictvim CARD domén.
Vysledny apoptozom ma podobu heptameru (obrazek prevzat od Sigma-Aldrich, vlastni
uprava).
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K aktivaci kaspasy-8 dochdzi prostfednictvim aktivacniho komplexu, v jehoz
ramci sehrdvaji kliCovou ulohu adaptorové proteiny obsahujici dva typy domén.
Zatimco DD (death domain) doména umoziiuje jejich interakcei s receptory smrti, DED
(death effector domain) doména zprostfedkovava asociaci s prokaspasou-8. Tyto
udalosti vedou ke vzniku multimerniho komplexu znamého jako DISC (death-inducing
signaling komplex), jehoz hlavni funkci je aktivace prokaspasy-8 (Boldin et al., 1995).
SloZzeni komplexu DISC se 1iSi v zavislosti na typu aktivovaného receptoru.
Proménlivou slozkou je typ adaptorové molekuly. Aktivované receptory Fas a TRAIL
(tumor necrosis factor-related apoptosis inducing ligand) vyuzivaji stejny typ
adaptorové molekuly, tzv. FADD (Fas-associated death domain; Chinnaiyan et al.,

1995; Bodmer et al., 2000; Obr. 8).

I ) FAS ligandy
L

-

-

FADD

" pen” )

prokaspasa-8

Obr. 8. Aktivace prokaspasy-8 prostiednictvim Fas receptoru. Fas receptory interaguji
prostfednictvim svych intracelularnich DD domén s DD doménami FADD adaptoru. Pfitomnost
DED domén umoziiuje interakci FADD s prokaspasou-8. Vznikly komplex zprosttedkovava
aktivaci prokaspasy-8. Obdobny mechanismus zahrnujici adaptor FADD plati také pro aktivaci
prokaspasy-8 po stimulaci receptoru TRAIL (obrazek ptevzat od Danial a Korsmeyer, 2004;
vlastni Gprava).

V ptipad¢ stimulace TNF-R1 (tumor necrosis factor receptor) receptoru

vvvvvv

popsano, ze nasledkem aktivace TNF-R1 nedochazi v pfitomnosti FADD

a prokaspasy-8 k vytvoreni komplexu DISC (Harper et al., 2003). Bylo tedy ziejmé,

16



ze systém vyzaduje dal$i adaptorové molekuly, coz se potvrdilo modelem dvou
naslednych signdlnich komplexti (Micheau a Tschopp, 2003). Aktivovany receptor
TNF-R1 vprvni fazi vyvazuje adaptory TRADD (TNF receptor-associated death
domain), RIP1 (receptor interacting protein-1) a TRAF2 (TNF receptor-associated
factor-2) za vzniku komplexu I. Béhem ndsledné endocytdzy receptoru zpiisobuji
modifikace molekul RIP1 a TRAF2 jejich uvolnéni z komplexu I. Prostfednictvim
DD domény interaguje TRADD s FADD adaptorem, ktery vyvazuje prokaspasu-8
a tim tvofi komplex II (Obr. 9). Asociace prokaspasy-8 s FADD adaptorem

je rozhodujici pro jeji oligomerizaci a aktivaci (Micheau a Tschopp, 2003).

endocytoza

i i e
komplex 1 % V\ % R

komplex TT

Obr. 9 Aktivace prokaspasy-8 prostiednictvim TNF-R1 receptoru. Aktivovany receptor
TNF-R1 vyvazuje adaptory TRADD, TRAF2 a RIP za vzniku komplexu I. Endocytdza
receptorového komplexu I vede v dalsi fazi k odlouCeni proteini TRAF2 a RIP. Vznik
komplexu II je podminén naslednou asociaci TRADD s adaptorem FADD a prokaspasou-8,
coz vede k jeji aktivaci (podle Gupta et al., 2006; vlastni Gprava).

Kaspasa-10 je strukturné blizkéa kaspase-8 a mlize byt aktivovana po stimulaci
Fas nebo TRAIL receptoru prostiednictvim FADD adaptoru (Wang et al., 2001).
Navzdory této aktivacni analogii neni jasné, zda miize kaspasa-10 funkcné zastoupit
kaspasu-8. Vzhledem k odliSné substratové specifit€¢ obou kaspas je mozné,
ze kaspasa-10 plni v bunice pon¢kud jiné funkce nez kaspasa-8 (Sprick et al., 2002;

Thornberry et al., 2000).
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Kaspasa-2 je v potadi druhou popsanou savci kaspasou a zaroven prvni kaspasou
kaspasy, avSak jeji biochemickd funkce neni spojovéna pouze s procesem apoptozy,
ale zfejme také s odpovédi bunky na riznorodé stresové podnéty (Lassus et al., 2002).
podminéna tvorbou vysokomolekularniho komplexu. Kaspasa-2 je schopna interagovat
s celou fadou regulacnich proteint a popsano tak bylo hned nékolik riznych aktiva¢nich
komplexti. Nejlépe popsanym je tzv. PIDDosom, jehoz analyza odhalila pfitomnost
dvou klicovych adaptorovych molekul RAIDD a PIDD (Tinel a Tschopp, 2004;
Obr. 10). RAIDD (receptor-interacting protein (RIP)-associated ICH-1/CED-3
homologous protein) adaptor nese na N-konci CARD doménu umoziujici interakci
s kaspasou-2, zatimco DD doména na C-konci zprostiedkovava jeho interakci s dalSim
adaptorem PIDD (p53 induced protein with a DD). Tvorba PIDDosomu byla potvrzena
také v in vitro podminkich soucasnou inkubaci vSech tfi slozek pii 37 °C (Tinel

a Tschopp, 2004).

eiop  (EESETN

RAIDD m
CARD

kaspasa-2 CARD

Obr. 10. Aktivace prokaspasy-2. Jeden zmoZznych mechanismli aktivace prokaspasy-2
zahrnuje tvorbu tzv. PIDDosomu, ktery je tvoien adaptory PIDD a RAIDD (pievzato od Bao
a Shi, 2007; vlastni uprava).

Kaspasy-3, -6 a -7 nesou na N-konci kratkou prodoménu a jsou oznacovany jako
vykonné. K aktivaci zymogent vykonnych kaspas dochézi jejich pfimou proteolyzou
popsana je aktivace kaspasy-3 granzymem B (serinova proteasa). DalSimi moznymi
mediatory jsou kalpainy ¢i kathepsiny, jak bude podrobnéji popsano v rdmci

kapitoly 3.5.
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3.2.2 Kaspasové substraty

Pokud uvazime, ze aktivace kaspas je minimaln¢ dvoukrokovy proces, v némz
(kaspasa-3, -6 a -7), pak lze za nejpfirozengjsi substraty kaspas jednoduse povazovat

1997).

.....

samotné¢ kaspasy (Salvesen a Dixit, V ramci

forma tBid iniciuje mitochondridlni apoptotickou drédhu (Li et al., 1998). Bid protein byl
popsan in vivo také jako substrat pro aktivni kaspasu-2 (Guo et al., 2002). Tato je mezi
ostatnimi vyjimec¢na tim, ze je schopna procesovat sama sebe, nikoliv vSak proenzymy
strukturni proteiny. Napfiklad protein golgin-160, ktery dohlizi na integritu goldiho
aparatu, podléhd b&hem apoptdzy proteolyze zprostiedkované kaspasou-2 a rovnéz
et al., 2004). Strukturni proteiny plektin a vimetin byly v souvislosti s apoptozou
popsany jako fyziologické substraty kaspasy-8, resp. -9 (Stegh et al., 2000; Nakanishi
et al., 2001).

Dodnes bylo popséno vice nez 500 riznorodych bunéénych proteind, které jsou
v pribéhu apoptdzy podrobeny proteolytickému stépeni kaspasami a dalsi nové jsou
neustdle objevovany (Fischer et al., 2003). Ve vétSin€ piipadt vystupuji jako substraty
vykonnych kaspas a obecné je miizeme rozd¢€lit do nékolika funkénich skupin, jak uvadi
Tab.1. Pfedpoklada se, ze proteolyza specifickych proteinti kaspasami se manifestuje
typickou apoptotickou morfologii (Nicholson a Thornberry, 1997; Salvesen a Dixit,
1997).

Tab. 1. Hlavni skupiny fyziologickych substrati vykonnych kaspas

Cytoskeletalni a strukturni proteiny | Fragmentace a reparace DNA

Foldrin PARP-1 (poly(ADP-ribosa)polymerasa-1)
éktu.l ICAD (inhibitor of caspase activated DNase)
Gaerllzggn DNA-PK (DNA-dependent protein kinase)

Bunécény cyklus a replikace

Prenos signilu

Topoisomerasa-1

p21

Cyklin E

Rb (retinoblastomovy protein)

Protein kinasy Co, € a 0

FAK (focal adhesion kinase)
PAK2 (p21 activated kinase)
PP2A (protein phosphatase 2A)
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Vykonné kaspasy projevuji svou aktivitu Stépenim cilovych substratd
na diskrétni fragmenty, coz vede u nékterych proteinit k jejich inaktivaci, zatimco
v ptipadé¢ jinych muaze jit o efekt aktivaéni. V jistych pfipadech dochazi
k ativaci/inaktivaci nepfimo. Takto se napftiklad podili kaspasy na fragmentaci DNA.
Na konci 90. let byla objevena nova specifickd DNasa CAD (caspase-activated DNase),
ktera $tépi vysokomolekularni fragmenty DNA na troven nukleosomt a jejiz aktivace
je podminéna aktivitou kaspasy-3. CAD tvofi za fyziologickych podminek neaktivni
komplex se svym inhibitorem ICAD (inhibitor of CAD; Sakahira et al., 1998).
Kaspasa-3 stépi ICAD, coz vede k rozpadu komplexu a aktivaci CAD (Enari et al.,
1998; Sakahira et al., 1998).

Jak jiz bylo uvedeno, zcela vyjimecnou vlastnosti kaspas je schopnost rozpoznat
zbytek kyseliny asparagové v ramci peptidické sekvence cilovych substrati a pravé
v tomto misté je podrobit St€peni. Této skuteCnosti bylo na konci 90. let vyuzito
k syntéze umélych kaspasovych substrati na bazi kratkych oligopeptidi (obvykle
tetrapeptid) obsahujicich zbytek kyseliny asparagové a vazajicich funkcéni skupinu,
kterou mize byt fluorofor (napt. AMC = 7-amino-4-methylkumarin) ¢i chromofor
(pNA = p-nitroanilid; Thornberry et al., 1997; Talanian et al., 1997). S vyuZzitim
kombinatorickych postupt se podafilo nalézt optimalni sekvence pro vSechny znamé
kaspasy. Syntetick¢é kaspasové substraty slouzi predevSim k méfeni aktivity
jednotlivych kaspas in vitro v bunétnych lyzatech. Detekce se provadi méfenim
fluorescence (AMC) ¢i absorbance (pNA) funkéni skupiny odsté€pené z oligopeptidu

prislusnou aktivni kaspasou.

3.2.3 Fyziologické inhibitory kaspas

K zajisténi normalniho vyvoje a preziti organismu je tfeba kaspasy, jakoZzto
klic¢ové apoptotické proteasy, podrobit ptisné regulaci, k niz dochézi na bunécné urovni
komplexnim zptsobem prostiednictvim aktivatorti a inhibitor. Co se tyce ucinku
kaspasovych inhibitorii, existuji v zdsad¢ dva zpisoby regulace: 1) inhibice aktivace

(procesingu) kaspas nebo i1) inhibice jiz aktivovanych kaspas.

Fyziologické inhibitory kaspas byly primarné identifikovany u virt a bakulovirt

na zaklad¢€ jejich schopnosti potlacit apoptézu v infikovanych hostitelskych buiikach.
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Vibec prvnim popsanym kaspasovym inhibitorem byl CrmA (cytokine response
modifier A), produkt viru kravskych nestovic (Ray et al., 1992). Bylo zji§téno, ze CrmA
ptusobi jako inhibitor kaspasy-1 a dal$i testy prokazaly jeho ucinnost také vuci
kaspase-8 a -10 (Strasser et al., 2000). Pfestoze CrmA inhibuje kaspasy, patii vzhledem
ke své struktufe a mechanismu plsobeni do rodiny serpint (fyziologické inhibitory
serinovych proteas). Mezi dal§i znamé fyziologické kaspasové inhibitory patii
bakulovirové produkty p35 a p49. Oba proteiny projevuji vlastnosti vSeobecnych
kaspasovych inhibitort s podobnym spektrem ucinka (Zhou et al, 1998; Jabbour et al.,
2002).

Rozhodujici vyznam pro regulaci aktivovanych kaspas ma bezesporu evolucné
konzervovana rodina IAPs (inhibitors of apoptosis) proteint. Jejich inhibi¢ni ucinek
spoc¢ivd v pifimé interakci s aktivovanymi kaspasami, a to jak iniciacnimi, tak
vykonnymi. Spole¢nou vlastnosti vSech IAP je pfitomnost jedné az tii BIR (baculoviral
IAP repeat) domén, které jsou kliCcové pro jejich interakci s kaspasami. U savcl bylo
doposud popsano osm zastupct této rodiny: XIAP, c-IAP1, c-IAP2, NAIP, survivin,
apollon, ML-IAP a ILP-2 (Verhagen et al., 2001). Nejlépe prostudovanym a také
nejucingjSim IAP proteinem je XIAP (X-linked mammalian inhibitor of apoptosis
protein), ktery je pfimym inhibitorem kaspasy-3, -7 a -9 (Holcik et al., 2001).
Anti-apoptoticky ucinek IAPs je neutralizovan nékterymi aktivatory bunétné smrti
(Smac/DIABLO; Omi/HTRA2) uvolnénymi z mezimebranového prostoru mitochondrii
nasledkem jejich poskozeni (viz dale). Vysokou expresi IAPs lze detekovat u celé fady
nadorovych tkani, u nichZ se Casto uvadi jako jeden z faktorG limitujicich Gc¢innost

chemoterapie (Tamm et al., 2000).

Velmi vyznamnou skupinu intracelularnich inhibitort tvoii také tzv. c-FLIPs
(FADD-like ICE (FLICE)-inhibitory proteins) proteiny, které vysoce specificky reguluji
aktivaci kaspasy-8 (Irmler et al., 1997). U savch vede alternativni sestiih c-FLIP
ke vzniku dvou variant rozdilnych velikosti, oznaCovanych jako c-FLIPs (short)
a c-FLIPy (long), znichz c-FLIP; vykazuju vys$$i stabilitu a strukturni podobnost
s kaspasou-8. ZvySena hladina c-FLIP je spojovana s rezistenci nékterych typt nadort
(napt. melanomy) k apoptéze zprosttedkované receptory smrti (French a Tschopp,

1999a).
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3.2.4 Syntetické inhibitory kaspas

Syntetické kaspasové inhibitory byly vyvinuty v 90. letech jednak jako néstroj
pro systematicky vyzkum bunécné smrti a rovnéz s nadgji na jejich potencialni vyuziti
v klinické praxi. Tyto inhibitory vystupuji jako pseudosubstraty pro aktivni kaspasy
a pusobi tedy jako inhibitory kompetitivni. Jsou tvofeny sekvenci obvykle ctyt
aminokyselin, které urcuji specifitu ke konkrétni kaspase. K aminokyselinovému
motivu je za zbytkem kyseliny asparagové piipojena funkcni skupina. Kaspasové
inhibitory vybavené aldehydickou skupinou (CHO) pusobi jako reversibilni inhibitory,
zatimco fluoromethylketon (FMK), chloromethylketon (CMK) ¢i fluoroacyloxymethyl
(FAOM) reaguji s —SH skupinou cysteinu v aktivnim misté kaspas za vzniku kovalentni
vazby a inhibitory nesouci tyto funk¢ni skupiny jsou tedy ireversibilni (Van Noorden,
2001; Dolle et al., 1994). Vramci halomethylketonovych rezidui projevuje
fluoromethylketon niz8i reaktivitu nez chloromethylketon, coz pfispiva k jeho vyssi
selektivité. Analogicky jako v piipadé syntetickych kaspasovych substrati byla
pfipravena také Sirokd Skala relativné selektivnich, reversibilnich i ireversibilnich
inhibitorii v§ech znamych kaspas (Nicholson, 1996). Hlavnim cilem jejich aplikace bylo
uvést do vztahu specifické apoptotické udalosti ¢i aktivace cytokinli a specifické
kaspasy za né zodpovédné. V praxi se vSak ukdzalo, ze tyto inhibitory nevykazuji

specifitu nezbytnou pro selektivni inhibici odpovidajicich kaspas.

Snizenim poctu aminokyselin urcujicich selektivitu na tfi nebo dokonce
az na jednu lze pfipravit inhibitory, které inhibuji vSechny kaspasy bez rozdilu
(tzv. vSeobecné kaspasové inhibitory). Pouzitim téchto znacné neselektivnich inhibitort
(napf. z-VAD-fmk (benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp(OMe)fluoromethyl ketone)),
se podatilo in vitro prokézat klicovou ulohu kaspasovych proteas v procesu apoptdzy.
Jejich aplikace v konkrétnich experimentalnich systémech rovnéz naznacily, ze inhibice
kaspas nemusi nutné ochranit bunky pfed smrti, nybrz pouze zabrani nckterym
biochemickym a morfologickym projevim apoptézy (Hirsch et al., 1997). Pro tyto
piipady nachézime v literatufe ¢asto oznaceni ,,caspase independent cell death. Tento
termin je ovSem napadnutelny hned z nékolika ditvodli, nebot’ vSeobecné kaspasové
inhibitory: 1) nejsou schopny systematicky inhibovat vSechny kaspasy; ii) jejich
ucinnost a specifita vii€i jednotlivym kaspasam je rozdilnd nebo iii) mohou inhibovat

také jiné nepiibuzné cysteinové proteasy (kathepsin B a H; Schotte et al., 1999). Drtive
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velmi oblibeny inhibitor z-VAD-fmk byl jiz pfekonan inhibitory s lep$imi vlastnostmi.
Do popredi se dostava teprve nedavno vyvinuty vSeobecny kaspasovy inhibitor
Q-VD-OPH (quinolyl-Val-Asp(OMe)-[2,6-difluorophenoxy)]-methylketone), ktery je
ve srovnani s z-VAD-fmk daleko specifi¢téjsi a k jeho pfednostem patii také vyssi

ucinnost, stabilita a nizsi cytotoxicita (Chauvier et al., 2007).

Vseobecné kaspasové inhibitory na bazi modifikovanych peptida jsou vzhledem
ke svym vlastnostem (nizkd bunéfna permeabilita, nestabilita, omezena aktivita
v intaktnich bunkéch) jako 1éCiva pro in vivo aplikace pouzitelné jen v omezené mife.
Na zvifecich modelech byly popsany protektivni ucinky z-VAD-fmk pfi poranéni jater,
sepsi €1 infarktu myokardu (Rodriguez et al., 1996; Yaoita et al., 1998; Hotchkiss et al.,
2000). Pozitivniho efektu se podafilo in vivo dasahnout také v ptipadé Q-VD-OPH
(Yang et al., 2004). Farmaceutické spolecnosti zacaly v nedavné dob¢ vyvijet inhibitory
nepeptidické nebo peptidy-mimikujici povahy, znichz mnohé vykazuji vysokou
ucinnost a pusobi jiz v nanomoléarnich koncentracich. Tyto latky atakuji, podobné jako
peptidické inhibitory, aktivni misto kaspas a jsou terapeuticky testovany u nékterych
onemocnéni provazenych nadmérnym odumirdnim bunék (neurodegenerativni choroby,
ischemické cévni choroby). Nékolik malo preparati ma jiz GspéSné za sebou dvé faze
klinického testovani. Naptiklad latka pod oznacenim IDN-6556 (3-{2-[(2-fert-butyl-
phenylaminooxalyl)-amino]-propionylamino } -4-ox0-5-(2,3,5,6-tetrafluoro-phenoxy)-
valerova kyselina) je poddvana pacientim sonemocnénim jater a také po jaterni

transplantaci (Valentino et al., 2003).

3.3 Biochemické drahy aktivace kaspas v pribéhu apoptozy

U savct byly popsany tfi zakladni biochemické drahy aktivace kaspasovych
proteas, které vedou k apoptdze: 1) aktivace kaspas mitochondridlni (vnitini) drahou;
i1) aktivace kaspas prostednictvim receptorti smrti (vnéjsi draha) a iii) aktivace kaspas
prostfednictvim cytotoxickych granuli. Ackoliv je kazdd ztéchto drah aktivovana
riznorodymi podnéty a muze probihat individualné, dochdzi velmi cCasto k jejich
vzajemnému prolinani. V konecné fazi vSak obvykle vyusti v aktivaci vykonnych

kaspas.
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3.3.1 Aktivace apoptozy mitochondrialni drahou

Zapojeni mitochondrii do procesu apoptézy poprvé demonstroval Newmeyer
se svymi kolegy na nebunécném systému (Newmeyer et al., 1994). Ptiblizné€ ve stejné
dobé byla in vitro prokazéna zavislost jadernych morfologickych zmén v prabéhu
apoptozy na ptitomnosti ATP (Lazebnik et al., 1993; Kass et al., 1996). Ziejmé nejvice
piekvapujici byl objev Wanga a jeho kolegti, ktefi nalezli vztah mezi cytochromem c
uvolnénym z mitochondrii a aktivaci vykonnych kaspas (Liu et al., 1996). DalSim
identifikovanym faktorem mitochondrialni dréhy byl protein Apaf-1 (Zou et al., 1997).
Cely mechanismus aktivace kaspas prostiednictvim mitochondrii byl vSak objasnén
az s objevem apoptozomu, jehoZz slozky zahrnovaly diive objevené faktory - molekuly
ATP/dATP, cytochromu ¢, Apaf-1 a prokaspasy-9. Bylo prokazano, Ze apoptozom
zprostfedkovava aktivaci prokaspasy-9, kterd nasledné aktivuje vykonné kaspasy, coz

se manifestuje typickou apoptotickou morfologii (Zou et al., 1999; Obr. 11).

Aktivace kaspas prostiednictvim mitochondrii je slozity proces, ktery nelze
omezit pouze na uvolnéni cytochromu c¢ a tvorbu apoptozomu. Mezimembranovy
prostor mitochondrii obsahuje kromé vySe zminéného hemoproteinu také nckteré dalsi
proteiny, tzv. aktivatory bunécéné smrti (viz. déle), které se vyznamné podili na aktivaci
kaspas nebo dokonce na piimé destrukci buiikky. Uvolnéni cytochromu ¢ a aktivatort
bunééné smrti z mezimembranového prostoru mitochondrii je regulovano proteiny

z rodiny Bcl-2 (viz. dale).

Mitochondrialni apoptotickd draha mutze byt spusSténa celou fadou stresovych
podnét, jako je mnaptf. hypoxie, nedostatek ristovych faktori, hypertermie,

zéteni (y nebo UV) nebo néktera chemoterapeutika.
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Obr. 11. Aktivace apoptozy mitochondrialni drahou. Specifické stresové podnéty indukuji
uvolnéni cytochromu ¢ zmezimembranového prostoru mitochondrii do cytoplazmy.
V piitomnosti Apaf-1 a ATP/dATP se utvaii apoptozom — aktiva¢ni komplex prokaspasy-9,
ktera nasledné aktivuje vykonné kaspasy (kaspasa-3, -6 a -7). (pfevzato od Adrain a Martin,
2001; upraveno).

3.3.2 Aktivace apoptozy prostiednictvim receptori smrti

Signalizace prostfednictvim tzv. receptor smrti hraje vyznamnou ulohu pfi
vyvoji a funkeci imunitniho systému (Gravestein a Borst, 1998). Tyto specializované
membranové receptory schopné zprostfedkovat likvidaci bunék patii do rodiny TNFR
(tumor necrosis factor receptor) receptort. Vyznacnou vlastnosti receptord smrti
je pritomnost intracelularni domény smrti (death domain; DD), klicové pro aktivaci
kaspasy-8 a -10. Spusténi receptorové signalizace je podminéno interakci receptoru
s aktivujicim cytokinem, tzv. ligandem smrti. Tyto ligandy se primarné vyskytuji jako
membranoveé vazané proteiny, ale jsou detekovany také jako solubilni proteiny v séru

(Cheng et al.,, 1994). K nejlépe popsanym receptorim smrti a jejich pfisluSnym
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ligandim patfi: 1) Fas receptor (APO-1/CD95) a Fas ligand (FasL);
i1) TRAIL-R1 receptor (DR4) a Apo2 ligand (Apo2L); iii) TRAIL-R2 receptor (DRS5)
a Apo2L; iv) TNF-R1 receptor a TNFa ligand; v) TNF-R2 receptor a TNFa ligand.

Signalni drahy aktivované ligaci TRAIL-R, resp. Fas receptoru jsou velmi
podobné. Ligand smrti ve formé¢ trimeru indukuje oligomerizaci membranovych
molekul piislusného receptoru (Ashkanazi a Dixit, 1998). Asociace DD domény
receptorovych molekul vede k homotypické interakci s molekulami adaptorovych
proteini a prokaspasou-8/-10. Vramci vzniklého komplexu DISC dochazi
k autokatalytickému S$tépeni kaspasovych prekurzori, jejichz aktivni formy nasledné
aktivuji vykonné kaspasy (Muzio et al., 1998). Apoptdza navozend stimulaci Fas
a TRAIL-R receptorii je v nékterych piipadech doprovazena uvolnénim aktivatora
bunééné smrti z mitochondrii, coz je dlsledkem prolinani receptorové
a mitochondridlni dradhy prostfednictvim proteolyzy proteinu Bid kaspasou-8 nebo -10
(Li et al., 1998; Obr. 12). Aktivni forma tBid translokuje do mitochondrii a piispiva
k uvolnéni cytochromu ¢ (Kuwana et al., 1998). Takto dochazi k zesileni apoptotického
signdlu, které¢ je nezbytné¢ pro dokonceni apoptotického programu u nékterych
bunéénych typi (napi. hepatocyty & neuronalni prekurzory). Uloha receptoru Fas
spociva piedev§im ve formovani a funkci imunitniho systému, tedy v eliminaci
autoreaktivnich T- a B-lymfocyti béhem klondlni selekce aktivovanych T-bunék
(Krammer, 2000). Aktivace TRAIL receptori se uplatituje prednostné pii apoptdze
indukované u nadorovych buné¢k, které jsou vici TRAIL ligandu vysoce senzitivni

(French a Tschopp, 1999b).

26



FADD @ > BEid
DIZC

prokaspasa-i tBiéi

; ‘ Apaf-1 /é)
Kaspassst P dATRIATR o )

A A o
o cytochrom c
/_\ g f = >
1 -_— % prokaspasa-9
e ——— F ¥

rokaspasa-3
g P kaspasa-3 apoptozom

Obr. 12. Aktivace apoptozy prostiednictvim Fas receptoru. Stimulace Fas receptoru Fas
ligandem vede k vytvofeni komplexu DISC a aktivaci prokaspasy-8. Aktivovana kaspasa-8
nasledné pfimo aktivuje vykonné kaspasy nebo alternativné zesiluje apoptoticky signal
Stépenim Bid proteinu a aktivaci vykonnych kaspas mitochondrialni drahou (podle Hong et al.,
2004; upraveno).

Nejkomplexnéj$i receptorovou dréhu predstavuje aktivace prostfednictvim
TNFa. Ligace TNF-R1 receptoru indukuje signdly apoptotické i proliferacni, zatimco
TNF-R2 receptor vzhledem k absenci DD domény zprosttedkovava pouze proliferaci
(Locksley et al., 2001). Interakce mezi TNFa a TNF-R1 vede nejdiive ke vzniku
komplexu I, ktery vyvazuje komplex IkB kinasy (IKK) a prostiednictvim fosforylace
IxB dochazi k aktivaci NF-kB (nuclear factor kB; Obr. 13). Po endocytoze receptoru
se formuje komplex II a o osudu bunky pak rozhoduje mira aktivace NF-kB. V pfipade,
ze je aktivace NF-kB nedostateCna, pievazi aktivita komplexu II a dojde ke spusténi
apoptdzy. Naopak, pro pieziti buniky je nutnd pravé takova aktivace NF-«B, ktera zajisti
expresi anti-apoptotickych proteini potiebnych pro inhibici aktivace (c-FLIP)
¢1 aktivity (IAPs) kaspas. V tomto ptipad¢ prevazi aktivita komplexu I (Micheau
a Tschopp, 2003).
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Obr. 13. Aktivace apoptozy prostiednictvim TNF-R1. Nasledkem ligace TNF-R1 se formuje
komplex I, ktery aktivuje NF-xB zajistujici expresi anti-apoptotickych proteinti (cFLIP, IAPs).
Dostate¢na aktivace NF-kB indukuje pieziti prostiednictvim inhibice (pro)kaspas, v opacném

......

prokaspas dochazi v ramci komplexu II vytvofeném po endocytoéze receptoru (Gupta et al.,
2006; vlastni uprava).

3.3.3 Aktivace apoptozy prostiednictvim cytotoxickych granuli

Tato signélni draha je zprostiedkovana vyhradné cytotoxickymi T-lymfocyty
(CTLs) nebo NK (natural killer) bunkami, které se podili na likvidaci bunék
infikovanych viry, nddorovych bunék a jinych bunék, které znamenaji pro organismus
potencialni nebezpeci. Zatimco CTLs mohou u cilovych bun¢k indukovat smrt sekreci
cytotoxickych granuli nebo prostfednictvim specifické interakce s jejich receptory
smrti, NK buiniky upfednostiiuji prvni mechanismus. Cytotoxické granule obsahuji
perforin a serinové proteasy - granzymy (viz. dale), znichz granzym B vykazuje
nejvyssi ucinnost a ma rozhodujici vyznam pro indukci bunééné smrti v cilovych
bunkach. Mechanismus pusobeni obou slozek granuli byl jiz do zna¢né miry objasnén.
Nejprve bylo prokazano, ze perforin tvoti v cytoplazmatické membrané cilovych bunck
pory a predpokladalo se, ze granzym B prochdzi pies tyto pory piimo do cytozolu.

Pro tuto hypotézu vSak existuje omezené mnozstvi experimentalnich dikazi. Novéjsi
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teorie predpokladaji, Ze granzym B specificky interaguje s membranovym receptorem
man-6-P/IGF II R (mannose 6-phosphate/insulin-like growth factor II receptor) a poté
pronika do cilové bunky endocytdézou (Obr. 14). K uvolnéni granzymu B do cytozolu
dochazi az nasledkem prasknuti endozomu ucinkem perforinu (Froelich et al., 1996).
Granzym B po uvolnéni do cytozolu piimo aktivuje kaspasu-3 nebo alternativné spousti
mitochondrialni drdhu prostfednictvim proteolyzy proteinu Bid (Barry a Bleackley,
2002; Obr. 14). Podrobnéji bude o granzymech pojednano v kapitole vénujici

se serinovym proteasam.
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Obr. 14, Aktivace apoptozy prostiednictvim cytotoxickych granuli. CTLs nebo NK bunky
specificky indukuji u cilovych bunék apoptézu prostfednictvim cytotoxickych granuli, které
obsahuji ucinné slozky — perforin a granzym B. Granzym B pronika do cilové bunky
endocyt6zou po vazb¢ na receptor man-6-P/IGF II R. Perforin zajist'uje v cilové buiice uvolnéni
granzymu B do cytoplazmy, kde tato serinova proteasa piimo aktivuje kaspasu-3 nebo §tépi Bid
protein a spousti mitochondrialni drahu aktivace kaspas (podle Stassi a De Maria, 2002; vlastni
uprava).
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3.4 Mitochondrie a bunééna smrt

Z hlediska regulace bunécné smrti zaujimaji mitochondrie mezi ostatnimi
bunéénymi organelami vysadni postaveni. Jak je patrné zpiedeSlého textu,
mitochondrie se uplatiiuji nejen pii aktivaci kaspas ,,mitochondridlni drahou®, ale
za urcitych podminek pfispivaji také k aktivaci kaspas zprostiedkované receptory smrti

nebo cytotoxickymi T lymfocyty.

Mitochondrie nerozhoduji pouze o smrti apoptotické, ale rovnéz i o smrti
nekrotické. Dnes uz vime, ze bunénd smrt, a to apoptoticka i nekroticka, je spjata
s permeabilizaci mitochondridlnich membran. Ackoliv mechanismy permeabilizace
mitochondridlnich membran nejsou zcela objasnény, existuji vSeobecné akceptované
teorie podpofené fadou experimenti, které vice ¢i méné konzistentné vysvétluji tento

jev (Costantini et al., 2000).

Permeabilizace ~ vngj$i  mitochondridlni membrany vede kuvolnéni
tzv. aktivatori bunécné smrti z mezimembranového prostoru do cytozolu (viz. kapitola
3.4.1). Za situace, kdy nejsou inhibovany kaspasy nebo neni podstatnym zptsobem
vycerpana zdsoba ATP, vede tento jev k indukci apoptdzy. Permeabilizace vnéjsi
mitochondridlni membrany je regulovana proteiny Bcl-2 rodiny a bude o ni podrobnéji

pojednano v kapitole 3.4.2.

Permeabilizace vnitini mitochondridlni membrany je regulovana multimernim
proteinovym komplexem, ktery se nazyva permeability transition pore (PTP) a je tvofen
VDAC (voltage-dependent anion channel), ANT (adenine nucleotide translocator),
hexokinasou, cyklofilinem D a dal§imi proteiny. PTP por, respektive jeho jednotlivé
slozky, reaguji na stresové podnéty v buiice a podle jejich intenzity indukuji pfechodné
otevieni tohoto podru, coz vede k omezenému bobtndni mitochondridlni matrix
a naslednému poruseni vnéj$i mitochondridlni membrany, nebo pii silném podnétu
k trvalému otevieni PTP, které je spojeno s masivnim bobtnédnim a prasknutim obou
membran. Pfechodné otevieni PTP poru je obvykle spojeno s apoptdzou, trvalé otevieni

PTP pak indukuje nekrézou.

Reaktivni kyslikové radikdly (ROS) jsou jednim ze stresovych faktorti, které

ovlivituji otevieni PTP poéru prostfednictvim interakce s ANT. Energeticky stav bunky
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je rovnéz dilezitym faktorem plsobicim na otevirani PTP péru. ATP a ADP patii mezi
fyziologické ligandy ANT, které brani otevieni PTP poru. Pokles hladiny ATP (ADP)
naopak podporuje jeho otevieni. PTP por je také velmi citlivym senzorem hladiny Ca*"

jonttl. Zvysena hladina Ca”" opét vede k jeho otevieni (Costantini et al., 2000).

3.4.1 Aktivatory bunécéné smrti

Kromé¢ cytochromu c¢ asociovaného s vnéjSi stranou vnitini mitochondrialni
membrany, fadime k tzv. aktivitorim bunééné smrti jeSté nasledujici proteiny:
Omi/HtrA2, Smac/Diablo, AIF (apoptoticky indukéni faktor) a endonukleasu G
(Endo G).

Omi/HtrA2 ptispiva k aktivaci bunééné smrti dvéma zpisoby. Jednak neptimo
podporuje aktivaci kaspas vazbou na jejich endogenni inhibitory (IAPs), a protoze
se jedna o serinovou proteasu, podili se také pfimo na proteolytickém rozkladu bunky
(Hegde et al.,, 2002). Proteasova aktivita Omi/HtrA2 bude podrobnéji rozebrana

v kapitole vénujici se serinovym proteasam.

Smac/Diablo se podobné jako Omi vaze v cytoplazmé na IAPs, ¢imz se nepiimo

podili na aktivaci kaspas (Du et al., 2000).

AIF je mitochondrialni flavoprotein s NADH oxidasovou aktivitou (Miramar
et al., 2001). Po uvolnéni do cytozolu translokuje do jadra, kde indukuje kondenzaci
chromatinu a $tépeni DNA na vysokomolekularni fragmenty (Susin et al., 1999; Daugas
et al.,, 2000). V fad¢ bunécnych systémi byla popsdna uloha AIF také pii aktivaci
apoptozy bez ucasti kaspas (Pardo et al., 2001; Cregan et al., 2002). Samotny AIF
postrada vnitini DNasovou aktivitu, avSak muze interagovat s jinou endonukleasou
a podpofit jeji aktivaci nebo aktivitu (Ye et al., 2002). V tomto ohledu byl popsan
komplex AIF sendonukleasou G (viz. nize) a zndma je také asociace AIF
s cyklofilinem A (Wang et al., 2002; Candé¢ et al., 2004). Uloha AIF pii apoptéze miize
byt potlacena cytoprotektivnim ucinkem proteinu HSP70 (heat shock protein; Ravagnan
et al., 2001). Tento efekt se projevuje obvykle u nadorovych linii, z nichz fada vykazuje

zvySenou expresi proteinu HSP70 (Nylandsted et al., 2000; Garrido et al., 2003).

31



Endonukleasa G (EndoG) je nejhojné€js§i mitochondridlni nukleasou
eukaryotickych bunék. Po plsobeni rtznorodych apoptotickych podnéti se EndoG
uvoliiuje z mitochondridlniho mezimembranového prostoru do cytoplazmy a poté
translokuje do jadra, kde zpisobuje nukleosomalni fragmentaci DNA (Li et al., 2001).
EndoG tedy vykazuje obdobny ucinek jako CAD, ackoliv nutnost spolutcasti kaspas
na jeji aktivaci je spornd (van Loo et al., 2001; Arnoult et al., 2003). Pokud uvazime,
ze aktivita CAD, EndoG i1 DNasy I zplisobuje nukleosomalni fragmentaci DNA, nabizi
se moznost vzajemné kooperace téchto nukleas vedouci ke zvySenému rozsahu Stépeni
DNA (Widlak et al, 2001). Zajimavé je také moznost substituce Ucinku CAD
endonukleasou G v jistych bunéénych typech sbohatym obsahem mitochondrii

¢1 omezenou funkci CAD (napft. hepatocyty a neurony; Nagata, 2005).

Vyse zminéné faktory nejsou jedinymi proteiny, které jsou uvolnény
z mezimembranového prostoru mitochondrii nasledkem permeabilizace vnéjsi
mitochondrialni membrany. Ukézalo se, ze mezimembranovy prostor obsahuje fadu
dalSich proteinti, jako napi. FABP1 (fatty acid-binding protein), PTB (polypyrimidine
tract-binding protein) nebo ACBP (acyl CoA-binding protein), avSak jejich aktivni

podil na regulaci buné¢éné smrti prozatim nebyl zcela objasnén (Saelens et al., 2004).

3.4.2 Bcl-2 proteiny

Permeabilizace vné&j$i mitochondridlni membrany je povazovana za klicovou
udalost predevSim v procesu apoptoézy. V buinice jsou vyvinuty mechanismy, které
kontroluji integritu vnéjs$i mitochondrialni membréany. Kli¢ové proteiny, které se podili
na regualci tohoto procesu patii do rodiny Bcl-2 (Strasser, 2005). Zastupce této Siroké
rodiny lze podle jejich funkce rozdélit na tzv. pro-apoptotické, které podporuji
permeabilizaci vnéj$i mitochondridlni membrany, a tim aktivaci vykonnych kaspas
a tzv. anti-apoptotické, které plsobi jinym mechanismem. Do druhé skupiny patii
mj. proteiny Bcl-2, Bel-xL, Bcl-B, Bel-w, Al a Mcl-1. Tyto proteiny sdili ¢tyfi Bel-2
sekvencné homologni domény BH1-BH4 (Obr. 15). Vyjimku tvofi protein Mcl-1, ktery
obsahuje pouze tii BH domény (Strasser, 2005). Anti-apoptotické Bcl-2 proteiny jsou
lokalizovany na cytoplazmatické strané membran bunéénych organel, jako je vnéjsi
mitochondridlni membréna, jadernd membrdna ¢i membrana endoplazmatického

retikula (Lithgow et al., 1994).
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Proapoptotické proteiny Bcl-2 rodiny vykazuji nizsi stupenn homologie a lze
je dale Clenit podle struktury na dvé podskupiny. Prvni zahrnuje tzv. multidoménové
(BAX-like) proteiny (BAX, BAK, Bok/Mtd, Bcl-G a Bfk), které¢ sdili tfi nebo
minimalné¢ dvé BH domény a strukturné jsou velmi blizké svym anti-apoptotickym
protéjskiim (Obr. 15). Druhou podskupinu tvoifi tzv. jednodoménové (BH3-only)
proteiny, jejichz homologie se omezuje pouze na kratkou BH3 doménu tvofenou deviti
aminokyselinami (Huang a Strasser, 2000; Obr. 15). Mezi zastupce této podkupiny patii
proteiny Bad, Bik, Hrk, Bid, Bim, Noxa, Bmf nebo PUMA.

Anti-apoptotic Bcl-2 proteins
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Obr. 15. Srovnani struktur zastupci Bcl-2 rodiny proteini a jejich funkéni rozdéleni.
Vsechny Bcl-2 proteiny sdili minimalné¢ jednu ze ¢tyi Bel-2 homolognich (BH) domén
a az na nékteré jednodoménové (BH3-only) proteiny (Bad, Bid) nesou vSechny na C-konci
transmembranovou (TM) doménu, kterd jim umoziuje interakci s membranami (podle Chipuk
et al., 2000).

Muta¢ni analyzy odhalily skutecnost, ze BH3 doména hraje dulezitou roli
piijejich interakci s anti-apoptotickymi Bcl-2 proteiny. Typickym ptikladem
je interakce Bad proteinu s Bel-xL. Jednodoménové Bcel-2 proteiny ptsobi jako citlivé
sensory apoptotickych podnétll, jez se nepiimo podili na aktivaci kaspasové kaskady.
V sav¢ich buiikach bylo identifikovdno nejméné 10 raznych BH3-only proteinti a jejich
ptsobenti je tak do zna¢né miry komplexni. Diky ,,knock-out* experimenttim na mySich

se vSak podatilo pfifadit jednotlivym proteinim jejich hlavni role.

Strukturni rozdily mezi multidoménovymi a BH3-only proapoptotickymi
Bcl-2 proteiny Uzce souvisi s odliSnymi mechanismy jejich ucinku. Hlavni tlohou

BH3-only proteini v procesu bunéné smrti je aktivace multidoménovych
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pro-apoptotickych proteinti (Bax, Bak). Nékteré BH3-only proteiny (Bid, Bim) ptsobi
jako primé aktivatory, které prostfednictvim ptfechodné interakce s Bax nebo Bak
proteinem indukuji otevieni vnéjSi mitochondridlni membrany a uvolnéni
pro-apoptotickych faktort do cytozolu (Obr. 16). Jiné BH3-only proteiny (Bim) aktivuji
Bax nebo Bak nepfimo za ucasti dal§$tho BH3-only proteinu (Bad) s funkci
tzv. derepresoru. Funkce derepresoru spociva v interakci s Bcl-xL proteinem, coz vede
k osvobozeni a aktivaci vlastniho BH3-only aktiva¢niho proteinu (Chipuk et al., 2006;
Obr. 16).

monomeric
Bax
transnent i "
a act ivation Bax
) B|d I pe “pore-forming”
“direct activator™ dligomarization oligomers

BH3-only protein
Bel-xL Bel-xL

- Bim (
displace “de-repression”
BH3-only protein
liberated .
“direct activator") "

Obr. 16. Mechanismy aktivace pro-apoptotickych multidoménovych Bcl-2 proteini
ucinkem BH3-only proteini. Nékteré BH3-only proteiny (Bid) pisobi jako pfimé aktivatory
Bax proteinu, zatimco jiné (Bim) vyZzaduji pro aktivaci pusobeni tzv. derepresoru (Bad), (podle
Chipuk et al., 2006; upraveno).

Proapoptotické ucinky BH3-only proteint podléhaji pfisné regulaci,
a to na urovni transkripce nebo posttranslacnich modifikaci (Huang a Strasser, 2000).
Ptikladem transkripni regulace je exprese proteini PUMA a Noxa indukovana
nadorovym supresorem p53 v disledku poSkozeni DNA. Typickym piikladem
posttranslaéni modifikace je fosforylace proteinu Bad proteinkinasou Akt/PKB
v bunikdch stimulovanych ristovymi faktory nebo proteolytické Stépeni Bid proteinu

kaspasou-8.

Na rozdil od jednodoménovych proapoptotickych Bcl-2 proteinit maji proteiny

multidoménové schopnost pfimé indukce bunééné smrti prostfednictvim permeabilizace
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vnéjs$i mitochondridlni membrany. Mechanismus, kterym dochazi k naruseni celistvosti
vnéjs$i mitochondridlni membrany je stale predmétem debat. V soucasné dobé pievazuje
teorie, ktera piredpokladd vytvoreni porGt ve wvnéj§i mitochondrialni membrané
prostiednictvim oligomerizace multidoménovych proapoptotickych Bcl-2 proteint
(Bax, Bak) a nasledn¢ uvolnéni aktivatori bunééné smrti, coz obvykle vede
k apoptotické bunécné smrti (Kroemer et al., 2007; Obr. 17). Starsi teorie piedpokladaly
asociaci proapoptotickych multidoménovych Bcl-2 proteint s PTP porem, jez indukuje
v zavislosti na intenzité¢ aktivatniho podnétu jeho pfechodné nebo uplné otevieni, coz

vyusti v apoptozu (prechodné otevieni) nebo nekrézu (Uplné otevieni; Obr. 17).
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Obr. 17. Mechanismus permeabilizace vnéj$i mitochondrialni membrany (OMM). Podle
nov¢jsi  teorie (vlevo) dochdzi k poruSeni integrity OMM nasledkem oligomerizace
Bax proteinu, coz vede ke vzniku kanalu. StarSi teorie (vpravo) predpoklada interakci
Bax proteinu s PTP komplexem, bobtnani matrix a nasledné permeabilizaci OMM. Porusenim
integrity OMM dochazi v obou pfipadech k uvolnéni aktivatori bunééné smrti do cytoplazmy
(podle Donovan a Cotter, 2004; vlastni Giprava).

3.5 Nekaspasové proteasy v procesu bunécné smrti

Uloha proteas v procesu bundéné smrti je znama jiz vice neZ tfi desetileti.
Na pocatku 70. let, kdy bylo navrzeno morfologické rozliSeni apoptdzy a nekrdzy,
se uvazovalo o mozné aktivaci proteas pouze v souvislosti s procesem nekrézy. Védélo
se, ze nekroza je chaoticky proces provazeny bobtnanim bunky, poruSenim integrity

cytoplazmatické membrany, rozpadem organel a nasledné celé bunky. Predpokladalo
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se, ze za tyto morfologické zmény zodpovidaji proteasy. Primarné se spekulovalo
o ucasti kathepsini uvolnénych do cytoplazmy z masivné poskozenych lysozomii. Dalsi
proteasy, které byly davany do souvislosti s procesem nekrézy byly kalpainy.
Ptedpokladalo se, ze naruSena integrita cytoplazmatické membrany vede k influxu

a zahlceni buiiky vapenatymi ionty, které pisobi jako aktivatory kalpainti.

Na konci 80. let se stale vice uvazovalo o mozné uloze proteas také v procesu
apoptozy. Vubec prvnimi kandidaty, jez by se mohly aktivné ucastnit proteolytickych
udélosti v pribéhu apoptdzy, byly serinové proteasy, coz bylo nepfimo prokdzano
experimenty se syntetickymi inhibitory serinovych proteas (Ruggiero et al., 1987,
Suffys et al., 1988). Mechanismus apoptozy vSak byl objasnén az s objevem kaspas,
které¢ jsou dodnes povazovany za klicové apoptotické proteasy. Nasledny intenzivni
vyzkum kaspas pomohl odhalit také dalsi aktivni Gc€astniky apoptotického programu.
Zajem védci se pfitom soustfedil pfedevsim na otazku regulace aktivity kaspas, a to jak
na urovni fyziologické, tak také s vyuzitim syntetickych inhibitorQ. /n vitro experimenty
v fadé bunécnych systému vedly ke zjisténi, ze inhibice kaspas nema tak zasadni
vyznam pro pieziti bunck, jak se predpokladalo (Hirsch et al., 1997). Bylo tedy ziejmé,
ze regulace procesu apoptézy je mnohem komplexnéj$i a v bufice musi nutné existovat
1 dalsi mechanismy, do nichz jsou zapojené takové proteasy, které jsou schopny kaspasy
funk¢éné zastoupit nebo s nimy vzijemné kooperovat. Ukazalo se, ze kromé kaspas
a vySe zminénych serinovych proteas, se mohou na proteolytickém rozkladu bunék
v pribéhu apoptozy podilet také dal$i nekaspasové proteasy, predevSim kathepsiny

a kalpainy.

3.5.1 Kathepsiny

Kathepsiny pfedstavuji Sirokou rodinu cysteinovych, aspartatovych a serinovych
proteas. Tyto proteasy jsou za fyzilogickych podminek lokalizovany v lysozomech,
avSak po indukci bunééné smrti se uvoliuji do cytoplazmy. Nutno podotknout,
ze kathepsiny uvolnéné do cytoplazmy jiz vystupuji v katalyticky aktivni monomerni
form¢ a ke Stépeni jejich proenzymii dochazi obvykle jeste¢ uvnitt lysozomt (Ishidoh
a Kominami, 2002). Zatimco podil lysozomdlnich proteas na nekrotickém rozkladu
bunky je znam jiz vic jak tii desetileti, zapojeni kathepsini do regulace apoptozy bylo

prokézano teprve nedavno. Jednim z dilezitych aspekti branicich pozndni Ulohy
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kathepsinll v procesu apoptdzy je skutecnost, Ze nékteré syntetické kaspasové inhibitory
vyuzivané pii vyzkumu apoptézy maji ve vysSich koncentracich nespecifické ucéinky
také na lysozomalni cysteinové proteasy, ¢imz je maskuji (Foghsgaard et al., 2001; Turk
a Stoka, 2007). Z dnesniho pohledu je permeabilizace lysozomalni membrany (LMP)
povazovéana za jeden zobecné platnych mechanismil jez ptispivaji k bunééné smrti,
pficemz rozsah poskozeni lysozomalni membrany je hlavnim faktorem urcujicim
charakter smrti. Pokud dojde k masivnimu poSkozeni a membrana je zcela porusena,
pak lysozomy podnécuji nekroticky zanik buiniky. Naopak parcidlni a selektivni
poskozeni membrany indukuje spiSe apoptézu (Guicciardi et al., 2004; Kroemer
a Jaatteld, 2005). O tom, ktera konkrétni draha bude dominantné aktivovana
po translokaci kathepsinti do cytoplazmy, rozhoduje tada faktor, mezi néz patii typ
poskozené buiiky, intenzita smrticiho stimulu, expresni hladina lysozomalnich hydrolas,
cytozolarni koncentrace kathepsinovych inhibitordi, funkéni stav mitochondrii

¢i koncentrace kaspas a jejich antagonistu.

Dosavadni vyzkum nazancil, Ze nejuzS§i vztah kregulaci apoptdézy maji
kathepsin B, kathepsin L (cysteinové proteasy) a kathepsin D (aspartatova proteasa;
Hishita et al., 2001; Ishisaka et al., 1999). Aktivita téchto proteas je spojovana s fadou
morfologickych ¢i  biochemickych projevli apoptézy knimz patii kondenzace
chromatinu, degradace intracelularni matrix, aktivace prokaspas ¢i externalizace
fosfatidylserinu (Roberts et al., 1999; Leist a Jditteld, 2001). Kathepsiny mohou S$tépit
Siroké spektrum substratdi, zahrnujici naptiklad zastupce Bcl-2 rodiny (Bid, Bax),
proteiny podilejici se na regulaci bunééného cyklu (p53, cyklin D) ¢i transkripcni

faktory (c-Fos, c-Jun) (Johnson, 2000).

Hlavni signalni dréhy smétujici k bunééné smrti nasledkem LMP dokumentuje
Obr. 18. Mitochondriemi produkované reaktivni kyslikové radikaly (ROS) indukuji
LMP, coz vede k uvolnéni kathepsini B a D do cytoplazmy. Cilem kathepsinu B a D
je mitochondrie, kde indukuji permeabilizaci vngj$i mitochondridlni membrany
(MOMP), uvolnéni cytochromu ¢ a aktivaci vykonnych kaspas (Roberg a Ollinger,
1998; Roberg et al., 1999). Podstatnéjsi ulohu v ramci této signdlni drahy ziejmé
sehrava kathepsin D, nebot’ endogenni inhibitory kathepsinu B (napft. cystatiny) blokuji
jeho proteasovou aktivitu. K poSkozeni lysozomalni membrany mize dojit také

uc¢inkem ROS produkovanych vlastnimi lysozomy, pokud v nich dojde k nahromadéni
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zeleza (Eaton a Qian, 2002). Signalizace propujujici LMP s MOMP miize byt
zprostfedkovana také nepiimo prostfednictvim proteolyzy proteinu Bid. Ackoliv byla
v in vitro systémech prokdzéana spoluacast celé fady kathepsinii (kathepsin H, L, S a K)
na aktivaci Bidu, rozhodujici se ukazala byt aktivita kathepsinit D a B (Cirman et al.,
2004; Nagaraj et al., 2006; Heinrich et al., 2004). Aktivace kathepsini miize
v nékterych bunéénych systémech vést k bunééné smrti také bez ucasti kaspas ¢i jinych
proteas (Broker et al., 2004; Garnett et al., 2007). Vzhledem k tomu, ze k LMP dochézi
Casto v souvislosti s masivnim oxidativnim stresem, nelze vyloucit inaktivaci kaspas
jejich oxidaci u¢inkem ROS (Mannick et al., 2001). Dals$im moznym pojitkem mezi
LMP a MOMP muze byt za jistych okolnosti aktivace kaspasy-2. Predpoklada
se, ze kathepsin B miize po uvolnéni do cytoplazmy aktivovat kaspasu-2, ktera nasledné
zprostiedkuje MOMP (Yeung et al., 2006). Byly popsany také ptipady, kdy kathepsin B

translokuje do jadra a indukuje kondenzaci chromatinu (Vancompernolle et al., 1998).
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Obr. 18. Hlavni signalni driahy vedouci k bunééné smrti nisledkem LMP. Signalizace
se ucastni celd tada riznych efektorovych molekul, které v zavislosti na mnoha okolnostech
uréyji vysledny charakter bunééné smrti. AIF — apoptoticky indukéni faktor; CB — kathepsin B;
CD - kathepsin D; Cyt. ¢ — cytochrom ¢; MOMP — permeabilizace vnéj$i mitochondrialni
membrany (obrazek prevzat od Boya a Kroemer, 2008).
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3.5.2 Kalpainy

Kalpainy tvoii rodinu cytoplazmatickych cysteinovych proteas, z nichz nékteré
jsou exprimované ve vSech tkanich, zatimco jiné jsou tkanové specifické (Murachi
et al,, 1980; Sorimachi et al., 1994). Z prvné¢ jmenovanych jsou v nejvyssi mife
zastoupeny dv¢ isoformy - p-kalpain (kalpain I) a m-kalpain (kalpain II). Oba kalpainy
se vyskytuji v cytoplazmé ve formé neaktivnich prekurzorG a tvofi heterodimery
slozené¢ zmalé (~30 kDa) regulatni podjednotky a velké (~80 kDa) katalytické
podjednotky (Sasaki et al., 1983). Aktivace a aktivita kalpainii je ovlivnéna fadou
faktort. Kalpainy jsou in vitro aktivovany anomalné zvySenou koncentraci vapenatych
iontd v cytoplazmé (koncentrace v fadu uM pro p-kalpain, resp. mM pro m-kalpain;
Croall a DeMartino, 1991). Na fyziologické Urovni je jejich aktivita regulovéna
endogennim, vysoce specifickym inhibitorem kalpastatinem (Emori et al., 1987).
Kalpainy mohou také podléhat autokatalytickému $tépeni nasledkem vazby s Ca®", ktera
vede ke zvyseni jejich aktivity a sniZuje naroky na Ca*" (Imajoh et al., 1986; Inomata
et al., 1988). Stale ovSem zlstava rozporuplné, nakolik autokatalyza kalpainti skute¢né

pfispiva k jejich aktivaci.

V souvislosti s vyzkumem bunécné smrti byly kalpainy, podobné jako
kathepsiny, fadu let spojovany pouze s procesem nekrozy. Mozny podil kalpaint
na regulaci apoptotické bunééné smrti byl poprvé demonstrovan na pocatku 90. let
pozorovanim autokatalyzy kalpaini v prabéhu apoptéozy indukované u thymocyth
(Squier et al., 1994). Jinym neptfimym dikazem byla ochrana bun¢k imunitniho systému
pted spusténim apoptodzy po aplikaci kalpainovych inhibitord (Sarin et al., 1995). Také
dalsi studie se opiraly predev§im o aplikaci specifickych kalpainovych inhibitorort,
avSak brzy se ukazalo, ze jejich specifita je oproti o¢ekavani velmi omezena a ziskané
vysledky tedy malo prikazné. Rada komeréné dostupnych kalpainovych inhibitort
projevuje inhibi¢ni efekt také viici dalSim proteasdm cysteinového typu (kathepsin B
a L, komplex proteasomu). Utinek pfipisovany na vrub kalpainim tak mize
ve skuteCnosti odrazet aktivitu jinych proteas. AZ na konci 90. let byly podany jasné
dikazy o pifimém podilu kalpaini na apoptotickém rozkladu bunék, kdyz bylo
prokézano, ze kalpainy jsou schopny Stépit klicové regulacni proteiny apoptotického
programu, jmenovité¢ zastupce Bcl-2 rodiny (Bcl-xL, Bid, Bax), Apaf-1, XIAP,
kaspasu-12 nebo protein p53 (Reimertz et al., 2001; Wood et al., 1998; Gao a Dou,
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2000; Chen et al., 2001; Atencio et al., 2000; Kobayashi et al., 2002; Nakagawa a Yuan,
2000; Mandic et al., 2002).

Spektrum substratii, které mohou byt potencidlnim cilem aktivovanych kalpaina
je pomérné Siroké a mimo apoptotické regulatory dale zahrnuje cytoskeletalni proteiny,
proteiny asociované s plazmatickou membranou, transkripéni faktory nebo dalsi
proteasy zapojené do regulace bun&éné smrti (Carafoli a Molinari, 1998). Rada
kalpainovych substrati patii zaroven mezi substraty kaspas a analogické
pro obé skupiny proteas je také diskrétni Stépeni cilovych substratii na stabilni
proteinové fragmenty (Chan a Mattson, 1999). Jisté tedy neni piekvapujici provdzanost
signalnich drah kalpaini a kaspas, coz vyrazné¢ komplikuje porozumeéni jejich
konkrétnich 1loh vradmci apoptotického programu. Vysledky, které se tykaji
vzajemnych interakci kaspas a kalpainti jsou rozporuplné a ukazuji, Ze tloha kalpainti
se do zna¢né miry odviji od typu studované bunécné linie a charakteru apoptotického
podnétu. Zatimco v nékterych pfipadech jsou kalpainy schopny S$tépit kaspasy
(-3, -7, -9), ¢imz je inaktivuji (Neumar et al., 2003; Chua et al., 2000), v jinych
bunéénych systémech naopak podmiiiuje proteolyza kaspas (kaspasa-7 a -12) kalpainy
jejich aktivaci (Nakagawa a Yuan, 2000). Kalpainy tedy mohou vystupovat jako
pozitivni 1 negativni regulatory kaspas. V jinych experimentalnich systémech muze
naopak aktivace kaspas piedchdzet aktivaci kalpainti, které pak vystupuji jako substraty
kaspas nebo jsou nepiimo aktivovany prostfednictvim proteolyzy kalpastatinu
kaspasami (Wood a Newcomb, 1999; Porn-Ares et al., 1998). Kalpastatin miize
za jistych okolnosti podléhat také proteolyze ucinkem vlastnich kalpainti (Blomgren,
1999). Krom¢  interakci  kalpaini s kaspasami  byla  popsana  také
tzv. ,kalpain-kathepsinova kaskada®, v niz aktivované kalpainy indukuji uvolnéni
lysozomalnich kathepsinti, coz vede k bunééné smrti bez Gcasti kaspas (Yamashima

et al., 1998).
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Obr. 19. MozZné interakce kalpainii a kaspas v priabéhu apoptozy. Aktivace kalpaini mtize
pfedchazet aktivaci kaspas nebo naopak mohou kalpainy vystupovat jako pfimé substraty
jiz aktivovanych vykonnych kaspas. K aktivaci kalpainii kaspasami dochazi také nepiimo
prostfednictvim proteolyzy kalpastatinu. Aktivované kalpainy se podili na apoptotickém
rozkladu buné€k proteolytickym §tépenim Sirokého spektra substrati. FAK = focal adhesion
kinase; PARP = poly(ADP)ribose polymerase; PKC =protein kinase C.

3.5.3 Serinové proteasy

Serinové proteasy tvoii rodinu proteini podilejicich se na regulaci fady
fyziologickych procest jako je traveni, sraZzeni krve, zanét a také apoptoza. Spolecnym
znakem zastupcu této rodiny je pfitomnost reaktivni serinové skupiny v jejich aktivnim
misté, jez se podili na katalytickém mechanismu vytvofenim pifechodného
acyl-enzymového komplexu (Rawlings a Barrett, 1994). Slozeni aktivniho centra dale
zahrnuje zbytky histidinu a asparaginu, které stabilizuji komplex, a tim usnadiuji
Stépeni cilovych substratii. Podle vyhranéné substratové specifity 1ze serinové proteasy
rozdelit do tfech podskupin odvozenych od jejich modelovych zastupcl: trypsinu,
chymotrypsinu a elastasy. Proteasy chymotrypsinového typu preferuji aminokyseliny
s aromatickymi postrannimi fetézci (fenylalanin, tryptofan, tyrosin), trypsin $tépi cilové
substraty v misté bazickych skupin (lysin, arginin) a elastasa upfednostiiuje malé

nenabité aminokyselinové zbytky (glycin) (Rawlings a Barrett, 1994).
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Prvni diikkazy o mozném zapojeni serinovych proteas do procesu apoptdzy
pochéazeji z konce 80. let, kdy bylo popsdno, ze aplikace syntetickych inhibitori
serinovych proteas vede k potlaceni apoptdzy indukované TNF (Ruggiero et al., 1987;
Suffys et al., 1988). O par let pozd¢ji byla neptfimo prokdzéana ucast serinovych proteas
na aktivaci endonukleas (Bruno et al., 1992). Vztah mezi apoptdézou a serinovymi
proteasami byl déle podpofen zjisténim, Ze aplikace trypsinu a chymotrypsinu
do nadorovych bunék indukuje bunécnou smrt jez nese znaky apoptdzy (Williams
a Henkart, 1994). V roce 1998 Abate a kolegové zjistili, ze lipopolysacharid (LPS)
indukuje bunécnou smrt u makrofagi, kterou lze zcela potlacit syntetickymi inhibitory
serinovych proteas (Abate a Schroder, 1998). Pfestoze tyto rané studie jasn¢ prokazaly
kauzalni vztah serinovych proteas k apoptéze, ziistava pocet doposud popsanych
specifickych serinovych proteas zapojenych do procesu apoptozy stale znacné omezeny,
stejné jako mnozstvi informaci tykajicich se mechanismu jejich ptsobeni. Objasnéni
specifickych funkci, jez plni konkrétni serinové proteasy v procesu apoptdzy, brani
piedevs§im nedostatek vhodnych experimentalnich nastrojt, jakymi jsou napft. specifické
protilatky. Dosud byl tak vyzkum v této oblasti postaven predevsim na objevu a aplikaci
specifickych inhibitord serinovych proteas (viz. kapitola 3.5.3.3). Mezi nejvyznamné;jsi
popsané serinové proteasy s piimym vztahem k apoptéze patii AP24, trombin,

Omi/HtrA2 a granzymy, které budou v nasledujicim textu stru¢né popsany.

AP24 (24 kDa apoptotic protease) je serinova proteasa chymotrypsinového typu
aktivovana fadou podnétl jako je TNF, UV zifeni nebo rliznd chemoterapeutika
(Wright et al., 1996; Wright et al., 1997). Aktivace této proteasy neni ovlivnéna
inhibitory proteosyntézy, coz vypovida o jeji konstitutivni expresi (Wright et al., 1998).
Pro-apoptoticky ucinek AP24 spociva v inaktivaci LEI (leukocyte elastase inhibitor)
prostfednictvim posttranslacni modifikace, ¢imz se nepifimo podili na procesu
internukleosomalniho Stépeni DNA. Inaktivace LEI vede totiz ke ztraté jeho inhibi¢ni
funkce a vznikla forma projevuje po translokaci do jadra vlastnosti endonukleasy
(L-DNase II; Torriglia et al., 1998). Aktivita AP24 muze byt ovlivnéna fadou faktort.
Naptiklad u leukemické bunécéné linie HL-60 dochdzi vlivem nadmérné exprese

proteinu Bcl-2 k inhibici t¢inku AP24 (Wright et al., 1997).

Trombin patii mezi proteasy trypsinového typu a je znam piedevsim jako

dilezity hematologicky faktor ovliviujici srazlivost krve. V nedavné dobé¢ byla spattena
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jeho vyznamna role také v regulaci procesu apoptézy a v jeho zasahu do mitogennich
signalnich drah v fadé nadorovych bunécnych linii (Ahmad et al., 2000; Zain et al.,
2000). Vysoké koncentrace trombinu potlacuji in vitro rist nddorovych bunck,
jez se manifestuje zastavou bunécného cyklu a kaspasami zprostiedkovanou apoptézou
(Stenson-Cox et al., 2003). Zvlastnosti je, Ze se tyto U€inky tronbinu projevuji pouze
u nadorovych bunéénych linii, coz zné) ¢ini zajimavy potencidlni néstroj
v protinadorové terapii. Normalni bunky vykazuji vii¢i trombinu mnohondsobné nizsi
citlivost nez bunky nadorové. Naptiklad neurony ¢i astrocyty vyzaduji pro indukci
bunécné smrti az 200-nasobn¢ vyssi koncentraci ve srovnani s buikami nadorovymi
a nizké koncentrace trombinu jim dokonce poskytuji ochranu vii¢i oxidativnimu stresu

(Smirnova et al., 1998; Vaughan et al., 1995).

Serinova proteasa Omi/HtrA2 byla objevena v roce 2000 jako sav¢i homolog
bakteridlni endoproteasy HtrA (Faccio et al., 2000; Gray et al., 2000). Tento protein
je lokalizovan v mezimembranovém prostoru mitochondrii ve formé neaktivniho
prekurzoru. Po plisobeni apoptotického podnétu, jez aktivuje mitochondridlni drahu,
podléha Omi autokatalytickému Stépeni a wvznikla aktivni forma se uvoliiuje
do cytoplazmy nasledkem permeabilizace vnéjs$i mitochondrialni membrany (Suzuki
et al., 2001). V cytoplazmé plni Omi dvoji funkci. Inaktivace IAPs jiz byla zminéna
v predeslém textu, zde se tedy omezim pouze na popis jeji proteasové aktivity. Presny
mechanismus projevu proteasové aktivity Omi neni dosud zndm, nicméné dosavadni
studie naznacuji, Ze maze jit o mechanismus nezavisly na kaspasach. Bylo dokazano,
ze bunéfna smrt indukovana zvySenou expresi Omi neni potlacena plisobenim
nespecifického kaspasového inhibitoru ani v systétmu s deletovanym Apaf-1
¢i kaspasou-9 (Suzuki et al., 2001; Hegde et al., 2002). Krom¢ vySe uvedené¢ho se miize
Omi ucastnit také obecné reakce buiiky na stres, coz bylo demonstrovano zvysenou
aktivitou Omi v ledvinové ischemické tkani (Faccio et al., 2000). V nedavné dob¢ byl
identifikovan specificky inhibitor (ucf-101) proteasové aktivity Omi a zndma je jiz také
optimalni substratova sekvence pro tuto proteasu (Cilenti et al., 2003; Martins et al.,
2003). Oba objevy mohou vyznamnym zpisobem pfispét k lepSimu porozuméni

a objasnéni regulace a funkce tohoto proteinu.

K dal§im serinovym proteasam, jez byly popsany v souvislosti s apoptézou patii

myeoloblastin a specificky enzym histon HI1 asociovany s jadernou matrici.
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Myeloblastin by mohl plnit v buiikdch anti-apoptotickou funkci, nebot’ bylo prokazano,
ze jeho inaktivace vede u bunétné linie HL-60 k inhibici proliferace a indukci
diferenciace (Bories et al., 1989). Histon H1 asociovany s jadernou matrici je serinova
proteasa aktivovand nésledkem poSkozeni DNA v izolovanych jadrech thymocytt, jejiz
aktivitu Ize potlacit inhibitory proteas chymotrypsinového typu. Mechanismus je zfejmé
nezavisly na aktivaci kaspas a lze jej ovlivnit zvySenou expresi Bcl-2 proteinu

(McConkey, 1996).

3.5.3.1 Granzymy

Granzymy tvoii rozsdhlou rodinu serinovych proteas trypsinového,
chymotrypsinového a elastasového charakteru. Jsou exprimovany vyhradné
cytotoxickymi T-lymfocyty (CTLs) a NK (natural killer) builkami, v nichz jsou
distribuovany v ramci cytolytickych granuli. Zatimco v NK buiikkach jsou granule
formovany béhem jejich vyvoje, v ptipadé¢ CTLs je produkce granuli podminéna jejich
interakci se specifickym antigenem (Shresta et al., 1998). Klicova funkce granzymu
spoc¢iva v likvidaci viry infikovanych bunék ¢i bun€k pro organismus jinak potencidlné
nebezpecnych. Doposud bylo popsano celkem pét riznych lidskych granzymt (A, B, H,
K, M), z nichZ nejvice probadané jsou granzymy B a A (Grossmann et al., 2003).

Granzym B

v

Granzym B ma mezi ostatnimi zastupci rodiny nejvyznaméjsi ulohu ve vztahu
k indukci apoptézy. Hlavnim diivodem je fakt, ze jeho substratova specifita je velmi
blizka kaspasdm, nebot’ rovnéz vykazuje schopnost Stépit cilové sekvence substrati
za reziduem kyseliny asparagové (Thornberry et al., 1997). Spektrum potencidlnich
substrati granzymu B je vSak v porovnani s kaspasami velmi omezené. Proteasova
aktivita granzymu B zahrnuje nckolik mechanismi. Granzym B miize spustit
kaspasy, zprostfedkovava proteolyzu nékterych kli¢ovych bunéénych proteinti, jako
jsou napt. PARP, ICAD nebo Bid (Heusel et al., 1994; Alimonti et al., 2001).
Specifického Stépeni proteinu Bid vyuziva granzym B k zesileni smrticiho signalu
prostiednictvim mitochondrialni drdhy aktivace kaspas (Sutton et al., 2000). Diky
proteolyze ICAD miZze také vyznamnym zpisobem pfispivat k fragmentaci DNA
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nezéavisle na aktivaci kaspas. Kromé& vySe uvedené¢ho piisobeni spousti granzym B

provadéci fazi apoptdzy primou aktivaci kaspasy-3.

Granzym A

Granzym A projevuje ve srovnani s granzymem B vyrazné nizs§i apoptotickou
aktivitu, coz mize byt diisledkem velmi omezené aktivace kaspas. Pro indukci apoptdzy
prostfednictvim granzymu A jsou rozhodujici patrné mechanismy nezavislé na aktivaci
kaspas. Jeden z popsanych mechanismti zahrnuje aktivaci specifick¢ endonukleasy
GAAD (granzyme A activated DNase), coz se projevuje vznikem charakteristickych

jednotetézcovych zlomi v DNA molekule cilovych bun¢k (Beresford et al., 2001).

3.5.3.2 Fyziologické inhibitory serinovych proteas

Serpiny (serine protease inhibitors) tvoii rozsahlou rodinu strukturné podobnych
fyziologickych inhibitort serinovych proteas. Soudi se, ze zastupci této rodiny projevuji
sviyj inhibi¢ni G¢inek na serinové proteasy chymotrypsinového typu. Serpiny se podili
na regulaci fady fyziologickych procesti a v nedavné dob¢ byla prokazéana jejich funkce
také pti regulaci bunécné smrti (Bird, 1998). Serpiny, které se podili na regulaci
apoptozy zahrnuji proteiny virového pivodu CrmA (cytokine response modifier A),
SPII (serine protease inhibitor 1) a PI-9 (proteinase inhibitor 9), ktery je specifickym
inhibitorem granzymu B. Jinym popsanym serpinem je PAI-2 (plasminogen activator
inhibitor 2), jehoz nadmérné exprese vede k inhibici apoptdzy indukované TNF u bunék
HeLa a HT-180 (Kumar a Baglioni, 1991). Krom¢ vySe uvedenych protektivnich u¢inka
serpint byly popséany také ptipady, kdy inhibice serinovych proteas serpiny ptsobi jako
signal pro indukci bunécné smrti. Napiiklad zvySena exprese SPI2 (serine protease
inhibitor 2) je spojovéna s indukci apoptézy u Cichovych neuronii (Thiemmara et al.,
2002). Kromé¢ serinovych proteas inhibuji n€které serpiny také proteasy cysteinového
typu. V tomto ohledu byla popsana inhibice kaspasy-1, -3 a -8 serpinem CrmA
a kaspasy-1, -4 a -8 serpinem PI9 (Komiyama et al., 1994; Zhou et al., 1997; Annand
et al.,, 1999). CrmA je dokonce povazovan za klasicky inhibitor apoptotickych
signalnich drah aktivovanych prostfednictvim receptort smrti (Bird, 1998). Existuji také
serpiny (napfi. serpin 2A, hurpin), které¢ inhibuji kathepsiny cysteinového typu (K, L, B),
a tim potlacuji bunéfnou smrt indukovanou permeabilizaci lysozomalni membrany

(Liu et al., 2004; Welss et al., 2003; Law et al., 2006).
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3.5.3.3 Syntetické inhibitory serinovych proteas

Syntetické inhibitory serinovych proteas (SPI) byly poprvé pouzity jiz na konci
80. let, kdy se uvazovalo o mozném zapojeni serinovy proteas do procesu apoptdzy.
Komer¢né dostupné SPI vystupuji jako analoga substratii projevujici selektivitu vici
urCité  skupiné¢  piibuznych  serinovych  proteas (napf.  N-tosyl-L-lysinyl-
chloromethylketon (TLCK); N-tosyl-L-fenylalaninyl-chloromethylketon (TPCK)) nebo
plsobici bez vyrazné selektivity jako napt. 4-(2-aminoethyl)-benzensulfonyl-fluorid
(AEBSF) a diisopropylfluorofosfat (DFP). SPI se velmi Casto vyuzivaji ve smési
s dal$imi proteasovymi inhibitory (tzv. koktejly proteasovych inhibitorti) jako ochrana
proti nespecifické degradaci proteinii pii piipravé bunéénych lyzati nebo izolaci
konkrétnich proteinti. Aplikace SPI v apoptotickych experimentéalnich systémech vedla
k prokadzani spoluucasti serinovych proteas na proteolytickém rozkladu bunck.
Na mnoha bunéénych systémech bylo dokumentovano, ze SPI jsou schopny potlacit
nékteré biochemické a morfologické projevy apoptdzy. Poznani konkrétni apoptotické
signalni drahy zahrnujici aktivaci specifické serinové proteasy je vSak obvykle pouze
vroviné  hypotetick¢é  vzhledem  kexistenci omezeného poctu  doposud

charakterizovanych serinovych proteas a jejich specifickych inhibitora.

K bézn¢ uzivanym SPI patii TPCK inhibujici proteasy chymotrypsinového typu,
TLCK, ktery preferuje trypsin a piibuzné proteasy a DCI (3,4-dichloroisokumarin).
TPCK a TLCK vykazuji v nizkych koncentracich (<10 pM) jeden z méla selektivnich
ucinklt na DNasy. Jejich plisobeni sice nezabrani apoptoze, avSak Stépeni DNA
na uroven nukleosomu je potlaceno, coz bylo prokazano v mnoha experimentalnich
systémech (Gorczyca et al., 1992; Bruno et al., 1992). Podobné ucinky vykazuji také
DCI a vSeobecny inhibitor serinovych proteas DFP (Oda et al., 1998).

V nedavné dobé byla vyvinuta fluorescen¢ni analoga nékterych SPI, tzv. FLISPs
(fluorescent inhibitor of serine proteases), jako napi. FFCK (fluoresceinyl-L-

phenylalanine chloromethylketone), ktery piedstavuje fluoresceinem znaceny analog

TPCK (Grabarek a Darzynkiewicz, 2002).
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TPCK a TLCK

TPCK a TLCK jsou reaktivni sluceniny, které vedle své funkce inhibitort
serinovych proteas projevuji mnohocetné vedlejsi biochemické ucinky na bunky.
Nejvice rozporuplné vysledky se tykaji vlivu TPCK a TPCK na modulaci apoptozy.
Urc¢ita skupina autort tvrdi, Ze ob¢ latky maji cytoprotektivni ucinky (Weaver et al.,
1993; Stefanis et al., 1997), zatimco jini autofi naopak publikuji data o tom, ze TPCK
a TLCK jsou cytotoxické samy o sob&é nebo minimdlné zesiluji cytotoxické ucinky

jinych latek (Wu et al., 1996; Drexler et al., 1997; King et al., 2004).

TPCK TLCK

Obr. 20. Struktura TPCK (N-tosyl-L-fenylalaninyl-chloromethylketon) a TLCK
(N-tosyl-L-lysinyl-chloromethylketon).
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4 Mechanismy neapoptotickych forem bunécéné smrti

4.1 Nekroza

Vyzkum nekrozy béhem nékolika poslednich let naznacil, ze i1 tento typ bunécné
smrti mize byt do jisté miry uspofddany proces, na kterém se aktivné podili sama
odumirajici bunika (Zong a Thompson, 2006). Byl tak navrzen novy koncept chapajici
nekrozu jako dal$i typ programované bunécné smrti, nebot’ se ukézalo, ze muze
vyuzivat nékteré specifické signélni drahy, které jsou ovSem ve srovnani s apoptézou
prozatim malo probadané. K tomuto novému pohledu na nekrézu vyznamné piispély
rozséhlé in vitro studie provadéné na bunéénych systémech, v nichz byly inhibovany
¢1 inaktivovany specifické proteiny zapojené do regulace apoptézy nebo autofagie.
Ukazalo se, ze u bunék vystavenych cytotoxickému podnétu nedochazi v pfitomnosti
nespecifického kaspasového inhibitoru z-VAD-fmk k ocekdvanému zabranéni bunééné
smrti, ale pouze k jejimu oddéaleni a zméné morfologie z apoptotické na nekrotickou
(Hirsch et al., 1997; Festjens et al., 2006; Golstein a Kroemer, 2007). Timto objevem
byl zbofen mytus o vzajemné protichidnosti apoptézy a nekrozy a zacalo se uvazovat
o existenci jakéhosi spolecného programu bunééné smrti, ktery se v zavislosti
na podminkéach manifestuje jako apoptdza nebo nekréza. Ukazalo se, Ze pribéh obou
typt bunécné smrti mize byt za jistych podminek kontinualni nebo probihaji oba
procesy soucasn¢ a prolinaji se na urovni jednotlivych organel. Prvni prace publikovana
na toto téma ukazuje, Ze inhibice kaspasové aktivity u leukemické bunééné linie Jurkat

nepotlacuje aktivitu proteinu Bax, ktery nasledné indukuje nekrézu (Xiang et al., 1996).

Typickym piikladem specifick¢é biochemické drahy indukujici nekrozu je
hyperaktivace poly(ADP)ribosy-polymerasy (PARP-1) v d@sledku rozsahlého
poskozeni DNA, coz vede k masivnimu poklesu zisob NAD" a ATP (Ha a Snyder,
1999). Mira aktivace PARP-1 je ptikladem toho, jak zavisi vysledna manifestace
bunécné¢ smrti na energii, respektive na dostupnosti ATP. Pokud nedojde k velmi
rychlému poklesu hladiny ATP v disledku vycerpani zisob NAD', aktivuji

se kaspasové proteasy a buiiky umiraji apoptotickou smrti.

Jako dalsi priklad specifické biochemické drahy, ktera vede k indukci nekrézy

(nebo apoptozy v zéavislosti na dalSich okolnostech) u neuronti, Ize uvést aktivaci
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kalpainli vapenatymi ionty pii mrtvici, traumatu, epilepsii, pii Huntingtonové nemoci
a pfi dalSich patologickych stavech, kdy selhavaji fyziologické mechanismy
pro regulaci hladiny glutamétu. Vysoka koncentrace glutamatu vede obvykle k otevieni
iontovych kanalli, zejména NMDA vapenatého kanalu (N-methyl-D-aspartate calcium
chanel), s naslednym zvySenim intraceluldrni koncentrace vapniku a aktivaci kalpaint,
které §t&pi membranovy pienase¢ Na'/Ca®" iontil, ¢imZ se urychluje lyze neuronil

(Nicotera and Bano 2003).

Dtlezitym mitochondridlnim faktorem, ktery se ziejm& podili specificky
na regulaci nekrozy je cyklofilin D, jedna ze slozek PTP (permeabilitry transition pore)

(Nakagawa et al., 2005).

Nekroza muze byt dale programované indukovédna, podobné jako apoptoza,
ligandy FasL nebo TNF-a prostfednictvim interakce s jejich specifickymi receptory
za podminek, kdy jsou inhibovany kaspasy (Vercammen et al., 1998a+b). Klicovou
ulohu v ramci této signalni drahy ziejmé sehrdva kinasa RIP1 (receptor-interacting
protein 1). Primdrnim cilem RIP1 kinasy je pravdépodobné mitochondrie, jejiz atak
vede k nadmérné produkci reaktivnich forem kysliku (ROS) a indukei nekrozy (Festjens
et al., 2007; Lin et al., 2004). Byla popsana také interakce RIP1 kinasy s ANT (adenine
nucleotide translocase), ktera vede rovnéz k naruseni funkce mitochondrii a nekrotické

smrti (Temkin et al., 2006).

Castym cilem podnétd indukujicich nekrézu jsou lysozomy, jejichz
permeabilizace zpusobend fyziologickymi ¢i patologickymi podnéty vede k uvolnéni
kathepsinli. Mnozstvi uvolnénych proteas pak rozhoduje o apoptotickém ¢i nekrotickém
charakteru smrti. Tato udalost je fyziologicky kontrolovana prostiednictvim cystatind,
cytozolickych enzymt, které plisobi jako reverzibilni inhibitory kathepsini (Bursch,
2001; Guicciardi et al., 2004). Také kathepsiny patii k vyznamnym zprostiedkovatelim

nekrotické destrukce bunék.

Obecné lze fici, ze nekrdézu rozhodné nelze povazovat za vysledek aktivace
jediné konkrétni signalni drdhy nebo pisobeni vybranych efektorovych molekul.
Nekroticky zanik bunky provazi vzajemnd souhra mnoha biochemickych
a molekularnich udalosti, které probihaji na riiznych bunécnych urovnich a jsou sdileny

vramci jinych typti programované bunééné smrti. Nekroza doprovazi nékteré
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fyziologické a patofyziologické procesy a muze byt velmi uzitecnd v protinadorové
terapii pfi usmrcovani nadorovych bunék, které si vyvinuly strategie k eliminaci

mechanismu apoptdzy.

4.2 Autofagie

Molekularni podstata autofagie byla podrobné zkoumana pfedevsim u kvasinek.
Rozsahlé genetické studie mutantt s defektni autofagii pomohly odhalit geny zapojené
do tohoto procesu, které byly obecné¢ pojmenovany jako tzv. atg geny (Berry
a Bachrecke, 2007). Objev rodiny atg genii pomohl objasnit otazky tykajici se tvorby
autofagosomil a také dovolil porozumét fungovani autofagie za podminek ptezivani
bunck v nepfitomnosti ristovych faktorli ¢i nedostate¢ném zdsobeni Zivinami. Tyto
geny byly kromé kvasinek pozdéji nalezeny také u dalSich rGznorodych organismi

od hmyzu az po savce (Levine a Klionsky, 2004).

Piimy vztah autofagie k bunééné smrti zlstava prozatim stile kontroverzni.
rozklad bunky pfi autofagii jsou kathepsiny. Vyzkum autofagie ukézal, ze regulace
tvorby autofagosomu, jez vyusti v autofagickou bunéénou smrt, je do znacné miry
komplexni (Xie a Klionsky, 2007). Sav¢i homolog kvasinkového genu A#g6, znamy
jako Beclin 1, je dilezitym faktorem ovliviiujicim tvorbu autofagosomu, ovSem pouze
za predpokladu, ze tvoii komplex s kinasou PI3KC3 (phosphatidylinositol 3-kinase,
class 3; Kihara et al., 2001). K potlaceni autofagické bunécné smrti vede naopak piima
interakce Beclinu 1 s antiapoptotickymi Bcl-2 proteiny (Pattingre et al., 2005). Protein
Atg5 zase pfispivad k autofagii prostfednictvim interakce s adaptotovym proteinem
FADD (Pyo et al., 2005). Vyznamnou ulohu pii regulaci autofagie mohou mit také
ceramidy, jejichz stimulace vede ke zvySené expresi Beclinu 1 (Scarlatti et al., 2004)
a rovnéz mitochondridlniho proteinu BNIP3, ktery je teprve neddvno popsanym
proapoptotickym zastupcem rodiny Bcl-2 (Daido et al., 2004; Hengartner, 2000).
Beclin 1 protein muze také plnit funkci nadorového supresoru, nebot’ bylo prokazano,
ze jeho vysoka exprese potlacuje vyvoj nékterych nddorti v ranném stadiu (Liang et al.,
1999; Yue et al., 2003). Dalsim dilezitym regulatorem autofagie je kinasa mTOR, jejiz
inhibice je jednim z prvotnich impulsii tvorby autofagosomu (Petiot et al., 2000; Arico

et al., 2001). Mezi typické znaky autofagické vakuolizace patii také redistribuce fuzniho
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proteinu LC3-GFP (light chain 3 - green fluorescence protein) do autofagosomil nebo
autolysozomt (Klionsky et al., 2008). Dosavadni ziskané znalosti o vztahu autofagie
k bunécné smrti vSak neposkytuji jednoznacné diikazy o tom, zda autofagie predstavuje
nezavisly typ programované bunééné smrti nebo pouze jakysi zalozni mechanismus
tam, kde je inhibovana apoptdéza nebo je jednoduse odpovédi poskozené bunky

na stresovy podnét (Maiuri et al., 2007).

Navzdory vyse uvedenému neexistuji pochybnosti o tom, ze autofagie podporuje
bunééné pieziti v mnoha riznych fyziologickych a experimentdlnich systémech
(Neufeld a Baehrecke, 2008). Napiiklad bunky v pokroc¢ilém stadiu autofagie mohou
regenerovat in vitro po preneseni do standardnich podminek (Boya et al., 2005). Je také
znamo, ze v fad¢ sytémi, v nichz je autofagie potlacena genetickou inaktivaci atzg genda,
nedochazi k zabranéni bunééné smrti, ale naopak k jeji akceleraci (Galluzzi et al.,
2008). Tato fakta poukazuji na zasadngj$i vyznam autofagie pro pfeziti, nez jeji

spoluucast na procesu bunécné smrti.
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Cile dizertacni prace

. Zjistit, zda inhibitory serinovych proteas TPCK a TLCK pouze
modifikuji program bunééné smrti nebo poskytuji skute¢nou ochranu

pred smrti buiikdm, u nichz je indukovana apoptdza.

. Objasnit mechanismy inhibi¢niho pisobeni TPCK a TLCK

na aktivitu kaspasovych proteas.

. Nalézt mozné¢ cile cytotoxického U€inku TPCK a TLCK na bunécné

a molekularni trovni.
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6 Metodické postupy

V této kapitole budou uvedeny experimentilni postupy, které jsem vyuzil
vramci predkladanych praci a dale metodiky pouzité pii ziskdvani dosud
nepublikovanych vysledkii. Metodické postupy uvedené v publikacich bez vysvétleni

budou popsany v plném znéni.

Kultivace bunék

Suspenzni bunécné linie HL-60, U937 a K562 (Tab. 2) byly kultivovany
ve standardnim médiu RPMI-1640 obohaceném o 10% fetalni hovézi sérum (FBS)
a antibiotika (penicilin - 100 U/ml; streptomycin - 100 pg/ml) v atmosfére 5 % CO,
pii 37 °C. Hustota bun&éné suspenze byla udrzovana v rozmezi 5 x 10* a7 6 x 10° na ml.
Ke stanoveni hustoty bunék byl vyuzivan elektronicky cita¢ ¢astic Vi-Cell (Beckman
Coulter, USA). VSechny bunécné linie byly zakoupeny od ECACC (European
Collection of Cell Cultures, Velka Britanie).

Tab. 2. Charakteristika bunéénych linii

Bunécna linie Typ onemocnéni Tkanovy ptuvod Reference
K562 chronicka myeloidni leukémie lidska krev Andersson et al., 1979
HL-60 promyelocytarni leukémie lidska krev Collins et al., 1977
U937 histiocyticky lymfom lidske plice Anderson a Abraham, 1980

Stanoveni buné¢né proliferace a viability

Ke stanoveni bunécné proliferace a viability byl vyuzit standardni MTT
tetrazoliovy test zavedeny Mosmannem (Mosmann, 1983), ktery jsme mirné

modifikovali (Frydrych et al., 2008; Frydrych a Mlejnek, 2008a).

Morfologicka analyza bunééné smrti

Sedimenty bun¢k promyté v PBS (phosphate buffer saline; fyziologicky roztok)
byly fixovany v ledové smési methanolu s kyselinou octovou (3:1) po dobu minimélné

2 h. Fixované bunky byly sedimentovany centrifugaci (2 000 rpm, 5 min., laboratorni
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teplota) a resuspendovany v barvici smesi Hoechstu 33342 (2 pg/ml) v PBS. Alikvoty
nabarvenych bunc¢k byly naneseny na podlozni skla a morfologie byla pozorovana
fluorescen¢nim mikroskopem Olympus BX 50 (Olympus, Némecko) a zaznamenana

kamerou Olympus DP 50 (Olympus, Némecko).

Méieni integrity cytoplazmatické membrany (viability)

Buné¢éné suspenze byla smichana v poméru 1:1 s roztokem trypanové modfi
(0,4%, w/v) vPBS. Princip metody spocivd v obarveni bunék s porusenou
cytoplazmatickou membranu, které jsou povazovany za mrtvé, zatimco bunky s intaktni
membranou se nebarvi a jsou povazovany za zivé. Hodnoceni probihalo pomoci

elektronického pfistroje Vi-Cell (Beckman Coulter, USA).

Stanoveni intracelularniho obsahu ATP

Obsah ATP v bunéénych extraktech byl stanoven pomoci

ATP-bioluminiscen¢niho kitu od firmy Sigma-Aldrich (Frydrych a Mlejnek, 2008a).

Analyza fragmentace DNA

Suspenze obsahujici 5 x 10° bun&k byla centrifugovana (1 500 rpm, 5 min.,
laboratorni teplota) a sediment bunék byl po promyti v PBS lyzovan v DNA lyza¢nim
pufru (50mM Tris/HCI, pH 8,0, 10mM EDTA, 0,5% lauryl sarkosin sodny a 0,5 mg/ml
proteinasy K) pfes noc pii 37 °C. Poté byly vzorky inkubovany v pfitomnosti RNasy A
(0,2 mg/ml) zbavené DNasy po dobu 3 h pii 37 °C. Takto pfipravené extrakty byly
naneseny na agarosovy gel (1,8%) obsahujici ethidium bromid (0,5 pg/ml)
a podrobeny pfiiblizné 12-ti hodinové elektroforetické separaci pfi konstantnim napéti
25 V. Fotografie gelu byla pofizena pomoci dokumenta¢niho systému AlphaDigiDoc
(Alpha Innotech, USA).

Méieni kaspasové aktivity v bunéénych extraktech

Enzymatickd aktivita kaspasovych proteas byla méiena v cytoplazmatickych
extraktech pomoci umélych fluorescenénich substratii. Detailni postup je uveden

v publikaci Frydrych a Mlejnek, 2008a.
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MéFeni enzymatické aktivity rekombinantnich kaspas

Enzymatickd aktivita lidskych rekombinantnich kaspas byla méfena podle
protokolt doporucenych vyrobci s vyuzitim fluorescen¢nich substrati (Frydrych

a Mlejnek, 2008a).

Westerniiv pfenos

Analyza exprese proteinii byla provedena pomoci Westernova pienosu
s vyuzitim standardnich procedur. Detaily tykajici se pouzitych protilatek a detekéniho
systému jsou uvedeny v publikacich (Frydrych a Mlejnek, 2008b; Frydrych et al.,
2008).

Meéfreni respirace intaktnich bunék

Spotfeba kysliku (respiracni aktivita) intaktnich bunc¢k v rastovém médiu
obsahujicim 4mM gluko6zu jako substrat, byla méfena Clarkovou kyslikovou elektrodou

(Frydrych et al., 2008).

Stanoveni mitochondrialniho transmembranového potenciilu (A'W)

Ke stanoveni AY byly vyuzity fluorescencni sondy TMRE (tetramethylrhodamin
ethyl ester perchlorat, resp. DiOCg(3) (3,3'-dihexyloxacarbocyanin iodide)). Detailni
postup je uveden v publikacich (Frydrych et al., 2008; Frydrych a Mlejnek, 2008a).

Méreni produkce reaktivnich kyslikovych radikali (ROS)

Intracelularni  produkce ROS byla méfena pomoci fluorescencni sondy
2',7'-dichlorofluorescein diacetitu (DCFDA; Bass et al., 1983). K bunétné suspenzi
(3 x 10°/ml) v rGistovém médiu byl piidin DCFDA (vysledna koncentrace 10 uM)
a smés byla inkubovana 20 min. pii standardnich kultiva¢nich podminkach. Intenzita
fluorescence tmérna mnozstvi ROS byla stanovena pomoci pritokové cytometrie
(Cytomics FC 500 Systém; Beckman Coulter, USA) pti 488/525 (excitace/emise) nm.

V kazdém vzorku bylo analyzovéano nejméné 15 000 bun¢k.
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Méfeni intracelularni koncentrace vapniku (Ca™)

K méfeni intracelularni koncentrace Ca*" byla vyuzita fluorescenéni sonda
Calcium green-1/acetoxymethyl ester (calcium green-1/AM; Lee et al, 1999).
K bun&ené suspenzi (3 x 10°/ml) v ristovém médiu byl pridan calcium green-1/AM
(vysledna koncentrace 1uM). Bunky byly inkubovany 20 min. pfi standardnich
kultiva¢nich podminkach, a poté sedimentovany centrifugaci (I 500 rpm, 5 min.,
laboratorni teplota). Supernatant byl odstranén a bunécny pelet resuspendovan
ve stejném objemu PBS. Intenzita fluorescence tméma obsahu Ca’’ byla stanovena
pomoci pratokové cytometrie (Cytomics FC 500 Systém; Beckman Coulter, USA)
pii 488/525 (excitace/emise) nm. V kazdém vzorku bylo analyzovdno nejméné

15 000 bunek.

Statisticka analyza

Prezentovand data piedstavuji primérnou hodnotu ze tfi nezavislych méieni
se standardni odchylkou. Statistickd vyznamnost odchylek od primérné hodnoty byla
zjisténa Studentovym ¢-testem. Hodnoty P < 0,05 byly povazovany za statisticky

vyznamné.
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7 Komentar k predloZzenému souboru praci

7.1 Modulace bunééné smrti inhibitory serinovych proteas

u leukemickych bunéénych linii

Frydrych I, Mlejnek P. 2008. Serine protease inhibitors N-alpha-Tosyl-L-Lysinyl-
Chloromethylketone (TLCK) and N-Tosyl-L-Phenylalaninyl-Chloromethylketone
(TPCK) are potent inhibitors of activated caspase proteases. Journal of Cellular

Biochemistry 103: 1646-1656.

Frydrych I, Mlejnek, P. 2008. Serine protease inhibitors N-a-Tosyl-L-Lysinyl-
Chloromethylketone (TLCK) and N-Tosyl-L-Phenylalaninyl-Chloromethylketone
(TPCK) do not inhibit caspase-3 and caspase-7 processing in cells exposed

to pro-apoptotic inducing stimuli. Journal of Cellular Biochemistry 105: 1501-1506.

Frydrych I, Mlejnek P. N-o-tosyl-L-lysil-chloromethylketone (TLCK) inhibits many
apoptotic features in dying K562 cells but it does not prevent cells from death. SSCT &
ETS Joint Conference “Chemicals, Human & Enviroment”, Grinda, Sweden, September

7-9, 2006; poster.

V této kapitole predkladam dvé piivodni prace uverejnéné v Casopise Journal
of cellular biochemistry, které obsahuji vysledky experimentii vykonanych
na Ustavu biologie LF UP. Posledni odkaz se tyka nepublikovanych vysledki,
které byly prezentovany formou posteru na meziniarodni konferenci. Obé prace
i poster se zaméfuji na problematiku modulace bunééné smrti inhibitory

serinovych proteas a v plném znéni jsou zahrnuty v zavéru této kapitoly.

Inhibitory serinovych proteas TPCK a TLCK projevuji mnohocetné
biochemické uc¢inky na sav¢i buiiky. Patrné nejvice rozporuplné vysledky v literatuie
se tykaji vlivu téchto latek na modulaci apoptoézy. Urcita skupina autord ukazuje,
ze inhibitory serinovych proteas potlacuji neékteré morfologické a biochemické znaky
apoptozy (Bruno et al., 1992; Weaver et al., 1993; Shimizu a Pommier, 1997) nebo jsou

schopny prostfednictvim inhibice aktivace kaspasovych proteas apoptéozu dokonce zcela
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potlacit (Jones et al., 1998; Stefanis et al., 1997; Dong et al., 2000). Vedle vyse
zminénych efektl publikuje jind skupina autorti data o tom, ze TLCK a pfedevSim
TPCK samy o sobé& indukuji bunécnou smrt (Wu et al., 1996; Drexler et al., 1997; Murn
et al., 2004; Mlejnek, 2005) nebo pfinejmensim zesiluji cytotoxické ucinky jinych latek
(King et al., 2004; Okada et al., 2004). Proto jsme se rozhodli do této problematiky
vstoupit s cili: 1) zhodnotit, nakolik jsou inhibitory serinovych proteas schopny ochréanit
bunky pfed smrti a ii) pokusit se objasnit sporné vysledky v literatuie tykajicici
se modulacnich u¢inkit TPCK a TLCK na aktivaci kaspasovych proteas v bunkach

vystavenych cytotoxickému podnétu.

Pro nase experimenty jsme zvolily tfi modelové cytotoxické latky — etoposid
(ETP), NCisopentenyladenosin (IPA) a staurosporin (STS), jejichz mechanismy
indukce bunécné smrti jsou dobie popsany. Tyto latky indukuji u bunck apoptdzu
s typickymi morfologickymi a biochemickymi projevy (van Maanen et al., 1988;
Mlejnek a Dolezel, 2005; Tamaoki et al., 1986). Cytotoxické ucinky vySe zminénych
latek jsme modulovali TPCK a TLCK. Ve shod¢ s jinymi autory jsme zjistili, Ze oba
inhibitory potlacuji nukleosomalni fragmentaci genomové DNA, coz mliZze byt v jistém
kontextu chapano jako protektivni ti€inek (Frydrych a Mlejnek, 2008a). Tento vysledek
zaroven ukazuje na moznou inhibici aktivace vykonnych kaspas piisobenim TPCK
a TLCK, nebot’ je znamo, ze vykonné kaspasy jsou schopny v priabéhu apoptdzy
aktivovat DNasy (Porter a Jénicke, 1999; Inohara et al., 1999). Inhibice nukleosomalni
fragmentace DNA ucinkem TPCK a TLCK vsak neposkytuje buitkdm skute¢nou
ochranu pred smrti, navic je tento projev apoptdozy pomérné pozdni udalosti celého

procesu (Collins et al., 1997).

Dalsi nase vysledky svéd¢ici pro mozné protektivni plsobeni inhibitort
serinovych proteas se tykaji méfeni mitochondrialniho transmembranového potencialu
(AY), ktery ma uzkou souvislost s procesem bunécné smrti. Disipace AY obvykle
indikuje nefunkénost mitochondrii a byva casto disledkem otevieni PTP, coz je stav,
ktery vede v zavislosti na dalSich okolnostech k apoptotické nebo nekrotické bunécné
smrti (Green a Kroemer, 2004). Zjistili jsme, ze TLCK redukuje disipaci
transmembranového potencidlu v buiikach ovlivnénych ETP nebo IPA, nikoliv vSak
STS (Obr. 21). Divodem muze byt skuteCnost, zZe bunécnd smrt indukovana

staurosporinem  zahrnuje také aktivaci nekaspasovych proteas (Johansson
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et al., 2003). Po pisobeni TPCK doslo naopak k urychleni disipace AY v buiikéch
ovlivnénych ETP, IPA i STS (Frydrych a Mlejnek, 2008a). Vzhledem k tomu,
ze disipace AY je obvykle povazovana za jedno z moznych kriterii identifikace bunécéné
smrti, mohou byt inihibi¢ni u¢inky TLCK na disipaci AY u bunék ovlivnénych ETP
nebo IPA chépany také jako protektivni.
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Obr. 21. Vliv TLCK na mitochondriidlni transmembranovy potenciil (A¥Y) u bunék
HL-60. Bunky byly inkubovany 18 h v ristovém médiu obsahujicim 0,5uM STS (panel a),
5uM ETP (panel b) nebo 10uM IPA (panel ¢) v kombinaci s 100uM TLCK, jak je naznaceno.
Velikost transmembranového potencialu byla stanovena pomoci pritokové cytometrie podle
postupu uvedeného v metodach (Frydrych a Mlejnek, 2008a). Jako kontrola byly pouzity bunky
rostouci v médiu bez cytotoxické latky, resp. TLCK. Obrazky predstavuji typické histogramy.
Podobné¢ jako jini autofi jsme pozorovali, ze TPCK a TLCK vyrazné redukuji
enzymovou aktivitu vykonnych kaspas-3, -7 (Obr. 22) a -6 (Frydrych a Mlejnek, 2008a)
v bunikach vystavenych cytotoxickému plsobeni IPA, ETP nebo STS. Vzhledem
k tomu, Ze inhibice aktivace kaspas miize byt zdroven projevem inhibice apoptozy, Ize
inhibi¢ni efekt TPCK a TLCK povazovat z jistého pohledu za protektivni, ov§em pouze

za predpokladu, Ze neni aktivovédn jiny bunéény program smrti nezdvisly na aktivaci

kaspas.
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Obr. 22. Vliv TPCK a TLCK na aktivaci kaspasovych proteas (kaspasa-3/-7)
u bunécéné linie HL-60. Bunky byly inkubovany 18 h vristovém médiu obsahujicim
0,5uM STS (panel a), SuM ETP (panel b) nebo 10uM IPA (panel ¢) v kombinaci s TLCK
(100uM) nebo TPCK (25uM). Aktivita kaspasy-3/-7 (DEVDasova aktivita) byla méfena
pomoci fluorescencniho syntetického substratu (Frydrych a Mlejnek, 2008a). Kontrola
piedstavuje DEVDasovou aktivitu v neovlivnénych bunkach. Vysledky predstavuji primérnou
hodnotu ze tii nezavislych experimenti se standardni odchylkou.

Podobné ucinky TLCK, které by mohly byt povazovany za protektivni, jsme
pozorovali také v jinych experimentalnich systémech. U leukemické bunécné linie
K562, ktera byla vystavena ptisobeni imatinibu (STI 571; specificky inhibitor Ber-Abl
tyrosin kinasy), vedla aplikace TLCK k redukci disipace transmembranového

potencialu a inhibici aktivace kaspasy-3 (viz poster Frydrych a Mlejnek, 2006).

VSechny pozorované ucinky inhibitorti serinovych proteas, jako je inhibice
endonukleas, inhibice kaspasovych proteas a zpomaleni disipace transmembranového
potencialu, mohou byt chapany jako protektivni. Ukéazalo se vSak, ze tyto jevy ziejmeé
se skutecnou protekci nesouvisi, nebot’ TPCK ani TLCK neposkytuji buitkdm ochranu
z hlediska dlouhodobého pteziti. Mefenim nékterych parametri souvisejicich
s buné¢nou proliferaci a viabilitou jako je MTT tetrazoliovy test nebo biosyntéza ATP
s dostateCnym ¢asovym odstupem, jsme jednoznacné prokazali, Ze aplikace inhibitora
serinovych proteas nevede k inhibici bunécné smrti. Vysledky MTT testu ukézaly,
ze TPCK 1 TLCK dokonce snizuji redukei tetrazoliovych soli v bunikdch ovlivnénych
ETP, IPA nebo STS (Frydrych a Mlejnek, 2008a). Podobny efekt byl pozorovan také
pii analyze produkce ATP (Obr. 23).
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Obr. 23. Vliv TLCK a TPCK na produkci ATP u bunék HL-60. Buiiky byly inkubovany
v rustovém médiu obsahujicim 0,5uM STS (panel a), SuM ETP (panel b) nebo 10uM IPA
(panel ¢) v kombinaci s TLCK (100pM) nebo TPCK (25uM), jak je naznaceno. Po 18 h byly
promyté bunky pieneseny do cerstvého média bez pfitomnosti toxické latky ¢i inhibitoru
serinovych proteas a inkubovany dalSich 24 h pii standardnich podminkach. Po uplynuti této
doby byl z bungk ptfipraven lyzat a obsah ATP stanoven pomoci bioluminometrie. Vysledky
predstavuji primérnou hodnotu ze tii nezavislych experimentl se standardni odchylkou. Jako
kontrola byly pouzity neovlivnéné bunky (100 % obsahu ATP).

Na zakladé morfologické analyzy bunék inkubovanych 48 h v riistovém médiu
obsahujicim ETP nebo IPA v kombinaci s inhibitory serinovych proteas jsme zjistili,
ze typicky apoptotickd morfologie indukovana ETP nebo IPA se aplikaci TPCK nebo

TLCK méni na morfologii spiSe nekrotickou (neni ukézano). Stejnou zménu morfologie

lze pozorovat i v pfipadé plisobeni imatinibu, resp. imatinibu v kombinaci s TLCK

u bun&k K562 (Obr. 24).

Obr. 24. Vliv TLCK na morfologii K562 bunék vystavenych piisobeni imatinibu. Bunky
byly inkubovany v ristovém médiu obsahujicim 0,5uM imatinib (B) nebo imatinib v kombinaci
s 100uM TLCK (C). Bunétnd morfologie byla analyzovana fluorescen¢ni mikroskopii
(viz. metodické postupy). Kontrolu ptedstavuji neovlivnéné bunky (A).
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Z naSich vysledkii jednoznacéné vyplyva, Ze pozorované protektivni ucinky
inhibitora serinovych proteas TPCK a TLCK jsou pouze zdanlivé a neposkytuji
leukemickym buiikim HL-60 a K562 dlouhodobou ochranu pied smrti. Buiiky
vystavené stimulu bunééné smrti umiraji v pfitomnosti inhibitori serinovych
proteas ve stejné nebo dokonce vyssi Cetnosti, av§ak charakter bunééné smrti

se méni z apoptozy spiSe na nekrozu.

Na zakladé vyse uvedeného se priklanime ke skupiné autora, kteii uvadi, ze tyto

latky nevykazuji zddné cytoprotektivni uc€inky a jsou spiSe cytotoxické samy o sob¢.

V dal$i fazi jsme se zaméfili na podrobnéjsi analyzu inhibice kaspasovych
proteas, k niz mize dochazet v zasad¢ nékolika zplsoby: 1) inhibici aktivace kaspas,
11) pfimou inhibici jiz aktivovanych kaspas nebo iii) kombinaci obou vyse uvedenych

jevu.

Pozn.: Pro lepsi orientaci zde predesilam, Ze v tomto textu se pod pojmem ,,aktivita* rozumi
enzymaticka aktivita kaspasy, zatimco termin ,,aktivace” (maturace, processing) vyjadruje

premeénu neaktivni (prekurzorové) formy kaspasy na aktivni.

Jak bylo vyse uvedeno, zjistili jsme, ze TPCK a TLCK potlacuji DEVDasovou
(kaspasa-3 a -7; Obr. 22) a VEIDasovou (kaspasa-6; Frydrych a Mlejnek, 2008a)
aktivitu u HL-60 bun€k vystavenych cytotoxickému plsobeni STS, ETP nebo IPA.
Podobn¢ vysledky jsou obvykle interpretovany jako inhibice aktivace kaspas, coz je
v literatufe dokumentovano fadou praci (Stefanis et al., 1997; Jones et al., 1998; Dong
et al., 2000). Moznost piimé inhibice aktivovanych vykonnych kaspas TPCK a TLCK
byla do zna¢né miry piehlizena, navzdory faktu, Ze oba inhibitory jsou schopny kromé
serinovych proteas inhibovat také proteasy cysteinového typu, jako napf. papain nebo
bromelain (Drenth et al., 1976; Jia et al., 1995). M¢éfeni aktivity vykonnych kaspas
v extraktech pfipravenych z bun€k ovlivnénych cytotoxickym agens a soucasné¢ TLCK
nebo TPCK (Obr. 22) vSak neposkytuje zadny ditkaz o mechanismu inhibice kaspas.
Proto jsme studovali inhibi¢ni vliv TPCK a TLCK na aktivitu vykonnych kaspas také
v extraktech piipravenych z apoptotickych bun¢k po plisobeni samotnych cytotoxickych
latek. V tomto piipadé byly inhibitory aplikovany piimo do lyzati s aktivovanymi

kaspasami a opét byla pozorovana vyraznd redukce aktivity vykonnych kaspas
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(Frydrych a Mlejnek, 2008a). Tyto vysledky naznacily, Ze TPCK a TLCK mohou
pusobit také jako pfimé inhibitory jiz aktivovanych kaspas. Abychom potvrdili nasi
hypotézu, provedli jsme inhibi¢ni studie na lidskych rekombinantnich kaspasach
(kaspasa-1, -3, -6 a -7). Vysledky téchto experimentli jednoznacné prokazaly interakci
TPCK a TLCK s aktivnimi formami rekombinantnich kaspas a potvrdily tak nasi
TLCK a TPCK na aktivitu rekombinantni kaspasy-3 dokumentuje Obr. 25. Obdobnych
vysledkii jsme dosahli také métenim aktivity kaspasy-6 a -7 (Frydrych a Mlejnek,
2008a). Pozorovana inhibice kaspasy-1 u¢inkem TLCK byla nejméné vyrazna (poster

Frydrych a Mlejnek, 2006).
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—aA—Boc-D-CMK
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Obr. 25. Inhibi¢ni vliv TPCK, TLCK a Boc-D-CMK na enzymatickou aktivitu
rekombinantni aktivni kaspasy-3. Pro méfeni enzymatické aktivity byla vyuzita lidska
rekombinantni kaspasa-3 a jeji specificky fluorescenéni substrat (detaily uvedeny v Frydrych
a Mlejnek, 2008a). Aktivita kaspasy-3 byla modulovana TLCK (5-200uM), TCPK (2,5-50uM)
nebo Boc-D-CMK (1-50uM), jak je naznaceno. Kontrolu reprezentuje kaspasova aktivita
naméfend v nepfitomnosti inhibitoru. Vysledky pfedstavuji primérnou hodnotu ze ti
nezavislych experimentd se standardni odchylkou.

Z vysledkti métfeni inhibice rekombinantnich kaspas lze usuzovat, ze TPCK
a TLCK pitisobi jako ucinné, avSak neselektivni inhibitory aktivovanych kaspas-3, -6

a -7. TPCK vykazuje v porovnani s TLCK vyraznéjsi inhibi¢ni ucinek vi¢i vSem

studovanym kaspasdm, ktery je dokonce srovnatelny s piisobenim nespecifického
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kaspasového inhibitoru Boc-D-CMK (#-butoxy karbonyl-aspartat-chloromethylketon;
Frydrych a Mlejnek, 2008a; Tab. 3).

Tab. 3. Inhibi¢ni u¢inky TPCK, TLCK a Boc-D-CMK na enzymatickou aktivitu lidskych
rekombinantnich kaspas.

IC5) (kaspasa-3) IC5y (kaspasa-6) IC5y (kaspasa-7)
Inhibitor (M) (uM) (uM)
TLCK 12,0 54,5 19,3
TPCK 6,9 17,5 2,7
Boc-D-CMK 6,0 20,2 4,1

NaSe zcela originalni vysledky ukazaly, Ze zdanlivé protektivni ucinky TPCK
a TLCK na proces apoptozy je mozné vysvétlit jejich piisobenim jako pFimych

inhibitori aktivovanych vykonnych kaspas.

Tento zavér je sice odlisny od zavéru jinych autort (Stefanis et al., 1997; Jones
et al., 1998), avSak z4dny z nich nestudoval inhibi¢ni vliv TPCK a TLCK na aktivované
na moznou interakci inhibitorti serinovych proteas s proteasami cysteinového typu

(Drenth et al., 1976; Jia et al., 1995).

Jak bylo vySe uvedeno, mize byt sniZzeni enzymové aktivity vykonnych kaspas
také vysledkem inhibice aktivace kaspas a zarovenn piimé inhibice jiz aktivovanych
kaspas. Proto jsme dale zkoumali vliv TPCK a TLCK na samotnou aktivaci kaspasy-3
a -7 v HL-60 bunkach vystavenych u¢inku ETP, STS nebo IPA. Aktivaci kaspas jsme
analyzovali pomoci western-blotu s vyuzitim protilatek rozeznavajicich jak
prekurzorovou, tak 1 aktivni formu enzymu. Vysledky jednoznacné prokazaly,
ze TPCK nema zadny vliv na aktivaci kaspasy-3 a -7 v bunikach ovlivnénych STS, ETP
nebo IPA. Aplikace TPCK naopak dokonce podporuje aktivaci kaspas indukovanou
samotnymi cytotoxickymi latkami (Obr. 26). Niz8§i koncentrace TLCK (100uM)
pouze minimaln¢ inhibovala aktivaci kaspasy-3 a -7 po plusobeni ETP nebo IPA,

zatimco vyss$i koncentrace (200uM) neméla zadny vliv na aktivaci (Obr. 26).

64



6h

A5 kDa —
- Caspase-3
A — — —_— e
17 kDa — ==
IS kDR — | o — —_—
Caspase-T
20 kDa —
AL L | ——— . —— | =TT
F & o o F
.:F-:b L7 -'éc,‘-': ﬁq':-' an _.-5;‘\.
G 4 o 2
w o {c:_q «F
1R ks — = -
Cangpai -1
A0 k[is —— T —
17 kD — -
15 HDa — —
Laspass-T
U Nl T — ——— —
46 k0w -tia
¥ e
& Ui
i ¢ g
ELL TR Ry [— -
i A nspase-3
19 k0a — — &  § k&
17 kOa
M kD — | —
CaxpaseT
M kba — — e o m—
45k0a — _ [i-Aerin
A 7
t ;Fﬁ r, ﬂ-z-‘:'h & _:Q;:.- ..:'?}-
& o
g g A AF

I8 kba —
- — o —
— W aspise-3
17 kb — ——
15 kba —
I nspnse=?
20 kDa —
BN — s e —— [i-ectin
2 ok o
- .;,l"ﬁ e {;\Q" _";.E:\FLH ﬂa\\l:—" ﬁi"\-\.['#
Al
mais —[ e
Cnspase=3
19 kDa —
17 kD — = —
R kT
— —
L mEpagE-T
mea T =
45W0a ——— . e e | PR
\ o o
& & o
4
&G
L P
JC aspnse-3
18 ki —
1T ki — — e
35 kil
CaspaseT
20 kDa —
P17 T B e

Obr. 26. Vliv TPCK a TLCK na aktivaci kaspasy-3 a -7 po indukci apoptéozy ETP, IPA
nebo STS u bunék HL-60. Bunky byly inkubovany v pfitomnosti TPCK (25 a 50uM) nebo
TLCK (100 a 200uM) v kombinaci s cytotoxickym agens (ETP-horni panely; IPA—prostfedni
panely; STS—dolni panely). Aktivace kaspasy-3 a -7 byla analyzovana western-blotem 6 h (levé
panely) a 18 h (pravé panely) po pfidani latek do rGstového média. Kontrola reprezentuje
neovlivnéné bunky. Mnozstvi nanaSenych proteinti bylo normalizovano na aktin. Obrazky
reprezentuji typické vysledky.

Z vysledkii western-blotové analyzy vyplyva, Ze pozorovanou inhibici enzymové

aktivity kaspasy-3 a -7 (DEVDasové aktivity) inhibitory serinovych proteas TPCK

a TLCK nelze vysvétlit inhibi¢nim plisobenim téchto litek na samotnou aktivaci

kaspasy-3 a -7 v HL-60 burikach ovlivhénych ETP, IPA nebo STS.
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Inhibitory serinovych proteas TPCK a TLCK potlacuji nékteré morfologické
a biochemické projevy apoptozy jako je kondenzace chromatinu, nukleosomalni
fragmentace DNA, aktivace vykonnych kaspas a disipace transmembranového

potencialu u bun¢k vystavenych stimulim apoptotické bunécné smrti.

TPCK a TLCK neposkytuji buiitkdm skute¢nou ochranu pted smrti, avSak méni

charakter bunécné smrti z apoptotického spiSe na nekroticky.

TPCK a TLCK putsobi jako pfimé inhibitory jiz aktivovanych vykonnych

kaspas.

. Vliv TPCK a TLCK na aktivaci vykonnych kaspas je pouze minimalni nebo

7adny.
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7.2 Mozné mechanismy cytotoxického ucfinku TPCK a TLCK

u leukemickych bunéénych linii

Frydrych I, Mlejnek P, Dolezel P, Zoumpourlis V, Krumpochova P. 2008. The broad-
spectrum caspase inhibitor Boc-Asp-CMK induces cell death in human leukaemia cells.

Toxicology In Vitro 22: 1356-1360.

Frydrych I, Krumpochova P, Dolezel P, Mlejnek P. Serine protease inhibitors
N-a-tosyl-L-lysinyl-chloromethylketone ~ (TLCK) and  N-tosyl-L-phenylalaninyl
chloromethylketone (TPCK) exhibit adverse effects on mitochondrial function.
The 15th International Congress on In Vitro Toxicology, Djurénidset, Stockholm

Archipelago, Sweden, September 25-28, 2008; poster.

Tato kapitola obsahuje prevazné dosud nepublikované vysledky tykajici
se cytoxickych ucinki TPCK a TLCK s nastinénim moZného mechanismu jejich
pusobeni (Frydrych et al., posterové sdéleni), které jsou konfrontovany s jiz
publikovanymi vysledky ptsobeni nespecifického kaspasového inhibitoru
Boc-D-CMK (Frydrych et al., 2008). VySe uvedena publikace a rovnéZ posterové

sdéleni uzaviraji tuto kapitolu.

V literatuie se dlouhodobé spekuluje o vlivu TPCK a TLCK na indukci bunécné
smrti. Rada praci ukazuje, Ze inhibitory serinovych proteas indukuji bunéénou smrt
samy o sob€ nebo minimaln¢ zesiluji cytotoxické ucinky jinych latek (Wu et al., 1996;
Drexler et al., 1997; Murn et al., 2004; Mlejnek, 2005). Tyto vysledky jsou vsSak
v ostrém rozporu s protektivnimi ucinky téchto latek pozorovanymi jinou skupinou
autorti (Bruno et al., 1992; Weaver et al., 1993; Shimizu a Pommier, 1997). Nutno
podotknout, Ze z historického pohledu byly jako prvni rozpoznany Gcinky cytotoxické.
Jiz na pocatku 70. let se obé& latky pouzivaly jako protinadorova léciva (Troll et al.,
1970; Hirschorn et al., 1971; Chou et al., 1974). Na zaklad¢ nasich vysledki
se priklanime, podobné jako jini autofi, spiSe k nazoru, ze TPCK a TLCK jsou
v obvykle pouzivanych koncentracich cytotoxické samy o sob¢. Zjistili jsme, ze obé

latky inhibuji proliferaci a indukuji bunéénou smrt u bunék HL-60, coz je
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dokumentovano standardnim MTT tetrazoliovym testem (Obr. 27) a méfenim

permeability cytoplazmatické membrany (Obr. 28).
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Obr. 27. Vliv TLCK a TPCK na proliferaci a viabilitu bunék HL-60 cells. Buiiky byly
kultivovany v ristovém médiu v pfitomnosti zvySujici se koncentrace TPCK (trojuhelniky)
nebo TLCK (kole¢ka). Po 24 h byla stanovena proliferacni aktivita a viabilita bun¢k pomoci
MTT testu (Mosmann, 1983). Vysledky predstavuji primérnou hodnotu ze tfi nezavislych
experimentd se standardni odchylkou. Kontrolu reprezentuji bunky kultivované v ristovém
médiu bez pritomnosti inhibitoru (100 % ODsy).
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Obr. 28. Vliv TPCK a TLCK na viabilitu bunék HL-60. Buiky byly inkubovany
v pritomnosti TCPK (25 a 50uM) nebo TLCK (100 a 200uM), jak je naznaceno. V rtiznych
casovych intervalech byla provedena analyza bunéfné smrti na zakladé permeability
cytoplazmatické membrany (viz. metodické postupy). Vysledky predstavuji primérnou hodnotu
ze tii nezavislych experimentl se standardni odchylkou. Kontrolu reprezentuji neovlivnéné

bunky.
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Cytotoxické ucinky TPCK a TLCK jsme prokézali také u jinych bunécnych linii,
jako napt. U937 nebo K562 (neni ukdzano). Zatimco nizké koncentrace TPCK
(2-15uM) a TLCK (30-100uM) indukuji bunécénou smrt s morfologickymi (Obr. 29)
a biochemickymi (Obr. 30) znaky apoptozy, vyssi koncentrace (>30uM pro TPCK,
resp. >150uM pro TLCK) méni charakter bunécné smrti spiSe na nekroticky, alespon
na zékladé pozorovanych morfologickych zmén (Obr. 29). Oba typy bunétné smrti
se manifestuji po aplikaci TPCK v koncentracich piiblizn¢ 15-30uM a TLCK
v koncentra¢nim rozsahu 100-150 uM. Tyto vysledky nejsou pirekvapujici vzhledem
k tomu, Ze inhibitory serinovych proteas vedle svych cytotoxickych uc¢inkt také
nespecificky inhibuji kaspasové proteasy, pfi¢emz inhibi¢ni u¢inek TPCK je dokonce
srovnatelny s ucinky vSeobecného kaspasového inhibitoru Boc-D-CMK (Tab. 3).
Je také znadmo, ze vSeobecny kaspasovy inhibitor z-VAD-fmk potlacuje u bunck
apoptozu, ale zdrovenl zvySuje citlivost bun€k k nekrotické, eventdlné autofagické

bunécné smrti (Kitanaka a Kuchino, 1999; Vandenabeele et al., 2006).

Control 10uM TPCK 50uM TPCK

Obr. 29. Vliv TPCK a TLCK na morfologii bunék HIL.-60. Buiky byly inkubovany
v rustovém médiu obsahujicim TPCK (10 a 50uM) nebo TLCK (50 a 200uM) po dobu 24 h.
Bunééna morfologie byla hodnocena pomoci fluorescenéni mikroskopie (viz. metodické
postupy). Kontrolu pifedstavuji bunky rostouci v médiu bez ptitomnosti TPCK nebo TLCK.
Obrazky reprezentuji typickou morfologii.
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Obr. 30. Vliv TPCK a TLCK na aktivaci kaspasy-3/-7 u bunécné linie HL-60. Bunky byly
inkubovany 18 h v riistovém médiu obsahujicim postupné se zvysujici koncentrace TPCK (levy
graf) nebo TLCK (pravy graf). Aktivita kaspasy-3/-7 (DEVDasova aktivita) byla métena
pomoci fluorescenéniho syntetického substratu, jak je popsano v Frydrych a Mlejnek, 2008a.
Kontrola ptedstavuje DEVDasovou aktivitu v lyzadtech z neovlivnénych bunék. Vysledky
pfedstavuji primémou hodnotu ze tii nezavislych experimentd se standardni odchylkou
(nepublikované vysledky).

Zména apoptotického charakteru smrti indukované nizkymi koncentracemi
TPCK nebo TLCK na spiSe nekroticky po aplikaci vyssich koncentraci, zfejmé souvisi
s mirou inhibice vykonnych kaspas témito latkami (Obr. 30). Narist DEVDasové
enzymatické aktivity po ptsobeni nizkych koncentraci TPCK (Obr. 30), které indukuji
typickou apoptozu, dobie koresponduje s aktivaci kaspasy-3 analyzované pomoci
western-blotingu (neni ukazano). Pii pouziti vysSich koncentraci TPCK, které indukuji
spiSe nekréozu (Obr. 29), za podminek, kdy je DEVDasova aktivita témét zcela
potlacena (Obr. 30), vSak zcela piekvapivé nedochézi k inhibici aktivace kaspasy-3
(Obr. 31). Mira aktivace kaspasy-3 indukovand TPCK je srovnatelnd s ucinky
nespecifického kaspasového inhibitoru Boc-D-CMK. Na bunécné linii U937 jsme
prokézali, Ze tato latka je cytotoxicka a indukuje v nizkych koncentracich apoptdzu,
ve vysokych pak nekrézu (Frydrych et al., 2008). Podobn¢ jako TPCK, indukuje také
Boc-D-CMK aktivaci kaspasy-3 (Obr. 31) rovnéz 1 ve vysokych koncentracich, kdy je
aktivita kaspasy-3 zcela inhibovana (Frydrych et al., 2008).
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Obr. 31. Vliv TPCK a Boc-D-CMK na aktivaci kaspasy-3. Buitkky HL-60 byly ovlivnény
TPCK (25 a 50uM) a bunky U937 byly vystaveny zvySujici se koncentraci Boc-D-CMK, jak je
naznaceno. Aktivace kaspasy-3 u obou linii byla analyzovana pomoci western-blotingu
18 h po pridani inhibitort do rdstového média. Kontrola reprezentuje neovlivnéné bunky.
Obrazky piedstavuji typické vysledky (Frydrych a Mlejnek, 2008b; Frydrych et al., 2008).

Prestoze jsou cytotoxické ucinky TPCK a TLCK znamy jiz vice nez tfi
desetileti, mechanismem jejich ptisobeni se dlouho nikdo nezabyval. Teprve v nedavné
dob¢ byly rozpoznany prvni potencialni molekularni cile téchto latek (Wu et al., 1996).
Bylo popséano, ze TPCK a TLCK brani aktivaci kinasy pp70 (s6k) po ptisobeni PDGF
(platelet-derived growth factor) nebo PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate; Grammer
a Blenis, 1996). Tato kinasa se krom¢ kontroly translace také vyznammné podili
na regulaci bunécného cyklu. Jinym cilem inhibitorti serinovych proteas miize byt
signalni draha NF-kB. Bylo prokédzano, Ze aktivaci NF-kB ucinkem cytokinu nebo
lypopolysacharidu lze potlacit aplikaci TCPK nebo TLCK (Breithaupt et al., 1996;
D'Acquisto et al., 1997).

Na zakladé naméfenych antiproliferacnich G€inktt TPCK a TLCK jsme studovali
mozny vliv téchto latek na signdlni drdhy zahrnujici MAP (mitogen activated protein)
kinasy. Zam¢fili jsme se na vybrané MAP kinasy, které se pifimo podili na regulaci jak
proliferace, tak také bunécné smrti. Nase vysledky vSak prokazaly, ze TPCK ani TLCK
neinhibuji kinasu ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinases 1/2; Obr. 32)
a zaroven nemaji Zadny vliv na aktivaci ani expresi SAPK/JNK (stress-activated protein

kinase/c-Jun NH,-terminal kinase; Obr. 32) a p38 MAP kinasy (neni ukdzano).
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Obr. 32. Vliv TPCK a TLCK na aktivaci a expresi vybranych MAP kinas u bunék HL-60.
Bunky byly kultivovany v ristovém médiu obsahujicim 5uM TPCK nebo 25uM TLCK.
Po 3 h byla analyzovana exprese a aktivace SAPK/INK kinasy (levy panel) a ERK1/2 kinasy
(pravy panel) western-blotem s vyuzitim specifickych protilatek (Cell Signaling Technology).
Mnozstvi nanasenych proteinti bylo normalizovéano na aktin (nepublikované vysledky).

Cytotoxicita TPCK a TLCK zfejmé nesouvisi s jejich modula¢nimi ucinky
na hlavni MAP Kkinasové signalni drahy. Nelze vSak vyloudit, Ze k aktivaci
vybranych stresovych kinas (SAPK/JNK nebo p38 MAP Kkinasa) miiZze dochazet
jen prechodné a velmi c¢asné po aplikaci inhibitori. Tuto moZnost jsme vSak

neovérovali.

Jak jiz bylo zminéno, nalezli jsme analogii mezi u¢inky TPCK (TLCK)
a Boc-D-CMK na aktivaci kaspasy-3. Bylo také zminéno, Ze Boc-D-CMK, navzdory
své funkci nespecifického kaspasového inhibitoru, vykazuje vlastnosti cytotoxické
latky. Pfi detailnéjS$im studiu cytotoxického plsobeni Boc-D-CMK u bunécné linie
U937 jsme zjistili, Ze tato latka primarné interferuje s metabolismem mitochondrii,
coz se manifestuje velmi casnou inhibici respirace a nasledné disipaci
transmembranového potencialu (Frydrych et al., 2008). Domnivame se, ze toxicita
Boc-D-CMK a inhibitori serinovych proteas ziejm¢ souvisi s piitomnosti
chloromethylketonové funkéni skupiny, kterd udili témto latkdm na jedné strané
obrovskou reaktivitu, avSak nizkou specifitu na stran¢ druhé. Lze tedy piedpokladat,
ze cytotoxické ucinky téchto inhibitorti nespocivaji ani tak v inhibici serinovych,
cysteinovych nebo jinych proteas, jako spiS v jejich vSeobecné interakci s riiznorodymi
molekularnimi a bunéénymi cili. Tento ptedpoklad lze dokumentovat konkrétnimi
nalezy z literatury. Byla naptiklad popsana interakce TPCK a TLCK s HPV-18 E7
(human papillomavirus) proteinem, ktery je spojovan s rakovinou délozniho ¢ipku. Tato
interakce brani vazbé Rb proteinu, znamého nadorového supresoru (Stoppler et al.,

1996). Alkyla¢ni ptisobeni TPCK se projevuje také inaktivaci transkripcnich faktort
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STATS (signal transducer and activator of transcription) a STAT6, které sehravaji

vyznamnou Ulohu v patogenezi nékterych nadorovych onemocnéni (Perez et al., 2008).

Na zéklad¢ pozorovani cytotoxického ptsobeni Boc-D-CMK na mitochondrie
jsme dale zkoumali, zda mitochondrie neni také cilem cytotoxickych uc¢inkit TPCK
a TLCK. Zjistili jsme, Ze aplikace TLCK a TPCK vede u bunck HL-60
k ireverzibilni inhibici respirace, jeZ se projevuje snizenou spotiebou kysliku. Zaroven
jsme prokazali, ze ktomuto efektu dochdzi velmi casné¢ po ptidavku inhibitora

do ristového média a predevsim v pripadé TPCK jde o efekt velmi vyrazny (Obr. 33).
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Obr. 33. Vliv TPCK a TLCK na respiraci bunék HIL-60. Bunky byly ovlivnény TPCK
(25 a 50uM) nebo TLCK (100 a 200uM), jak je naznaceno. Spotieba kysliku (respiracni
aktivita) byla méfena v 1,5-hodinovych intervalech pomoci Clarkovy kyslikové elektrody.
Vysledky predstavuji primérnou hodnotu ze tfi nezavislych experimentt se standardni
odchylkou. Kontrolu reprezentuji neovlivnéné bunky (100 % spotieby kysliku).

Tyto vysledky jasné naznalily, ze cytotoxické pusobeni TLCK a TPCK
by mohlo souviset s funkci mitochondrii. Proto jsme se v nasledujici fazi zaméiili
na studium dalSich parametrii, které odrazi funkc¢nost mitochondrii. Zjistili jsme,
ze aplikace inhibitorQ serinovych proteas indukuje zmény na trovni mitochondrialniho
transmembranového potencidlu, které¢ jsou ponckud komplexni. Na jedné stran¢ lze
pozorovat disipaci AW u populace mrtvych bunék (nizka fluorescence TMRE), zatimco
zvysena fluorescence (nad urovenn neovlivnénych bun€k) u populace zivych bunéck

odrazi hyperpolarizaci jejich mitochondrii (Obr. 34). Oba pozorované efekty mohou
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souviset s dal$imi jevy, jako je produkce ROS nebo zména intraceluldrni koncentrace
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Obr. 34. Vliv TPCK a TLCK na mitochondridlni transmembranovy potenciil (AY)
u bunék HL-60. Bunky byly kultivovany v médiu obsahujicim 50uM TPCK (€ervena &ara)
nebo 200uM TLCK (modra ¢ara) po dobu 1,5 h. AY byl nasledné monitorovan pomoci
pritokové cytometrie (postup uveden ve Frydrych et al., 2008). Obrazek reprezentuje typické
histogramy. V kazdém vzorku bylo analyzovano nejméné 15 000 bunék. Kontrolu predstavuji
bunky rostouci v médiu bez TPCK, resp. TLCK.

Nase experimenty dale ukazaly, ze TPCK 1 TLCK indukuji u bunék HL-60
zvysenou produkei reaktivnich kyslikovych radikéala (ROS), coz potvrzuje zasah téchto
latek do respiracniho fetézce (Obr. 35). Pokusy o nalezeni konkrétniho komplexu
respiracniho fetézce, ktery mize byt pfednostné inhibovan TPCK nebo TLCK vSak
nevedly k spéSnému cili. Mitochondrialni dysfunkce se dale manifestovala nariistem
intracelularni koncentrace vapenatych iontd (Obr. 36) a poklesem hladiny ATP
(Obr. 37). Pozorované snizeni intracelularni hladiny ATP vSak neni pfili§ dramatické,
coz muze souviset s kompenzacni produkei ATP z glykolyzy, kterou nadorové bunky

hojné vyuzivaji jako alternativni zdroj energie (Shaw, 2006).
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Obr. 35. Vliv TLCK a TPCK na produkci reaktivnich kyslikovych radikali u bunék
HL-60. Bunky byly kultivovany v médiu obsahujicim 50puM TPCK (medra kiivka) nebo
200uM TLCK (ruZova kiivka) po dobu 1,5 h. 20 min. pfed skon¢enim inkubaéni doby byl
do bunécné suspenze pridin DCFDA (10uM) a analyza probihala, jak je uvedeno
v metodickych postupech. Obrazek znazornuje typické histogramy.
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Obr. 36. Vliv TPCK a TLCK na intracelularni koncentraci vapniku (Ca’"). Buiiky byly
inkubovany v ptitomnosti 50uM TPCK (ruzova kiivka) nebo 200uM TLCK (zelena kiivka)
po dobu 1,5 h. Intracelularni koncentrace Ca®" byla stanovena pomoci fluorescenéni sondy
Calcium green-1/acetoxymethyl ester (calcium green-1/AM) podle postupu uvedeného
v metodach. Obrazek zndzormuje typické histogramy. Kontrolu piedstavuji neovlivnéné bunky.
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Obr. 37. Vliv TLCK a TPCK na biosyntézu ATP u bunééné linie HL-60. Buiky byly
inkubovany v pfitomnosti 50uM TPCK nebo 200uM TLCK a v pravidelnych ¢asovych
intervalech (1,5 - 6 h) extrahovany TCA (trichloroctova kyselina). Obsah ATP byl v extraktech
stanoven bioluminometricky. Vysledky piedstavuji primérnou hodnotu ze tfi nezavislych
experimentd se standardni odchylkou. Kontrolu pfedstavuji neovlivnéné bunky (100 % obsahu
ATP).

DosaZené vysledky naznacuji, Ze mechanismus cytotoxického ptisobeni inhibitori
serinovych proteas TPCK a TLCK je zna¢né komplexni a projevuje se na mnoha
urovnich. NaSe vysledky zaroven ukazuji, Ze jednim z dileZitych cili cytotoxického
pusobeni obou litek je zfejmé mitochondrie. NejvyraznéjSim a nejdrive
méfitelnym projevem naruSené funkce mitochondrii uc¢inkem TPCK a TLCK
je inhibice bunéfné respirace. V tomto ohledu obé liatky velmi prFipominaji
cytotoxické uclinky Boc-D-CMK, alesponi tedy na turovni inhibice bunéc¢né

respirace a disipace AY (Frydrych et al., 2008).
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Zavér:

Inhibitory serinovych proteas TPCK a TLCK jsou cytotoxické latky, které

u bunék inhibuji proliferaci a indukuji bunécnou smrt.

. Nizké koncentrace TPCK a TLCK indukuji apoptézu s typickymi
morfologickymi a biochemickymi znaky, zatimco vysoké koncentrace zptisobuji

spiSe nekrézu.

Cytotoxické ucinky TPCK a TLCK ziejm& nesouvisi s jejich piisobenim
na vybrané MAP kinasy.

Mitochondrie piedstavuji jeden zmoznych dulezitych cili cytotoxického

pusobeni TPCK a TLCK.

. Nejvyraznéj§im a velmi cCasnym projevem mitochondridlni dysfunkce

po aplikaci TPCK a TLCK je inhibice respirace.

Cytotoxicita TPCK a TLCK muze souviset s pfitomnosti

chloromethylketonového rezidua v jejich molekule.
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8 Shrnuti

Ptredlozena dizertacni prace se zaméiuje na problematiku modulace bunécné

smrti inhibitory serinovych a kaspasovych proteas.

Inhibitory serinovych proteas TLCK (N-a-tosyl-L-lysinyl-chloromethylketon)
a TPCK (N-tosyl-L-phenylalaninyl-chloromethylketon) jsou reaktivni slouceniny, které
projevuji fadu vedlejSich biochemickych G¢inkli na buiky. Zfejmé nejvice rozporuplné
vysledky se tykaji vlivu téchto latek na modulaci apoptdzy. V souladu s jinymi autory
jsme zjistili, zZe TLCK a TPCK inhibuji nukleosomalni fragmentaci jaderné DNA
a aktivaci kaspasovych proteas u bunck, které jsou vystaveny pulsobeni latek,
jez indukuji apoptoézu. Nase vysledky dale ukédzaly, ze oba inhibitory potlacuji
kondenzaci chromatinu. TLCK na rozdil od TPCK inhibuje také disipaci
mitochondrialniho transmembranového potencialu. Ackoliv inhibice morfologickych
a biochemickych projevii apoptézy miize byt povazovana za protektivni ucinek, TPCK
ani TLCK neposkytuji ve skute¢nosti buitkdm Zzadnou ochranu ptfed smrti. Bunky
vystavené stimulim bunécné smrti v pfitomnosti inhibitori serinovych proteas umiraji
ve stejné nebo dokonce vyssi Cetnosti, avSak charakter bunécné smrti se meéni
z apoptotického na nekroticky. Detailni analyza ucinktt TPCK a TLCK nédm umoznila
objasnit jejich novy, dosud nepopsany mechanismus plsobeni na vykonné kaspasy.
Vyuzitim lidskych rekombinantnich kaspas jsme jednoznaéné prokézali, ze TPCK
téchto latek na samotnou aktivaci kaspasovych proteas je minimalni nebo zadny.
Na zaklad¢ ziskanych vysledki se domnivame, ze pozorované uc¢inky TPCK a TLCK

ziejme souvisi predevsim s inhibici vykonnych kaspas.

Daéle jsme zjistili, ze TPCK a TLCK jsou v obvykle pouzivanych koncentracich
cytotoxické samy o sobé. Pii snaze o nalezeni mozného mechanismu cytotoxického
pusobeni téchto inhibitorii se prekvapivé ukazalo, ze TPCK ani TLCK nemaji vliv
na aktivaci ¢i expresi vybranych stresovych MAP kinas, jako je SAPK/JNK nebo
p38 MAP kinasa. Mozny inhibi¢ni vliv téchto latek na ERK1/2 kinasu rovnéz nebyl
pozorovan. Na zéklad¢ naSich vysledki 1 vysledkii publikovanych v literatuie lze
predpokladat, Ze cytotoxické ucinky TPCK a TLCK jsou do zna¢né miry komplexni

a projevuji se na mnoha urovnich, protoze ob¢ latky jsou vysoce reaktivni a malo
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specifické, coz vede k interakci s riznymi molekularnimi a bunénymi cili. NaSe
experimenty ukdzaly, Zze mitochondrie pfedstavuji jeden z moznych dilezitych cilt
jejich ucinku. NejvyraznéjSim a zaroven velmi ¢asnym projevem narusené funkce
mitochondrii po aplikaci TLCK a TPCK je inhibice respirace. Mitochondrialni
dysfunkce se déale manifestovala zvySenou produkci reaktivnich kyslikovych radikald,
zménami intraceluldrni koncentrace vépniku a snizenou produkci ATP. Cytotoxické
ucinky inhibitort serinovych proteas jsou v mnoha aspektech srovnatelné s pilisobenim
nespecifického kaspasového inhibitoru Boc-D-CMK, ktery také inhibuje respiraci
bunék.
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9 Summary

The aim of this Ph.D. thesis was to study the modulation of cell death induction

by inhibitors of serine and caspase proteases.

Serine protease inhibitors TLCK (N-a-tosyl-L-lysinyl-chloromethylketone)
and TPCK (N-tosyl-L-phenylalaninyl-chloromethylketone) are reactive compounds that
exhibit a wide range of biochemical side effects on animal cells. Probably the most
controversial data apply to the effects of these compounds on the apoptosis induction.
Similarly to some authors, we found that TLCK and TPCK prevent nucleosomal
fragmentation of genomic DNA, and inhibit caspase activation in cells exposed
to pro-apoptotic stimuli. Our results further indicated that both inhibitors abrogate
chromatin condensation. In addition, TLCK but not TPCK diminishes collapse
of the mitochondrial transmembrane potential in the same experimental models.
Although inhibition of certain morphological and biochemical hallmarks of apoptosis
can be considered as cell protection we found that these effects are only presumable
protective since neither TLCK nor TPCK actually prevent cells from death. Cells
exposed to cell death inducing stimuli in the presence of these inhibitors still die
at the same or even higher frequency as in their absence, however, the mode of the cell
death is changing from apoptotic to necrotic one. Experiments with human recombinant
caspases provided a convincing evidence that TPCK and TLCK could inhibit directly
already activated effector caspases. Our results further revealed that the studied serine
protease inhibitors act as nonspecific inhibitors of caspases with an efficiency
comparable to that found for panspecific caspase inhibitor Boc-D-CMK.
Simultaneously we demonstrated that neither TPCK nor TLCK inhibit caspase
processing. Our findings revealed a novel mechanism for effector caspases inhibition by
TPCK and TLCK. On the base of these results we assume that the observed effects
of TPCK and TLCK are mainly related to the effector caspases inhibition.

Our data further suggested that TPCK and TLCK exhibit cytotoxic rather than
cytoprotective effects on cells in routinely used concentrations. We tried to find
a possible mechanism of the cytotoxic action of these serine protease inhibitors.
Surprisingly we observed no effect of TPCK and TLCK on MAP kinase pathways.
Specifically, TPCK and TLCK neither activate nor change expression of stress related
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MAP kinases such as SAPK/JNK or p38 MAP kinase. No inhibitory effect of these
serine protease inhibitors on ERK1/2 kinase was observed. On the base of our results
and also results published by other authors it is evident that effects of TPCK and TLCK
are rather complex as both compounds are highly reactive and non-selective. These
properties predetermine their interaction with various molecular and cellular targets. We
observed that mitochondria represent probably a primary cellular target for the cytotoxic
action of TLCK and TPCK. Indeed, inhibition of cell respiration, reactive oxygen
species production, increased level of intracellular Ca®", and drop in ATP level belong
to the earliest observable events in cells exposed to either TPCK or TLCK. The
cytotoxic effects of serine protease inhibitors are in many aspects comparable to those

found for Boc-D-CMK, which also strongly disrupts mitochondrial functions.
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11 Seznam zkratek

ACBP
AIF
AMC
ANT
AP24
Apaf-1
Atg geny
ATP
Bad
Bak
Bax
Bcel-2

Bcl-xLL
BH3-only
BH-domain
Bid

Bim

BIR

BNIP3
Boc-D-CMK
CAD
CARD domain
caspases
ced-3
c-FLIPs
CMK
CrmA
CTLs
Da/kDa
dATP
DCFDA
DCI

DD

DED doména
DiOCq(3)
DISC

DNA
DNA-PK
DNASIL2
DNasa
Endo G
ERK1/2
ETP
FABP1
FADD
FAK
FAOM

Fas

FasL

,-Acyl CoA-binding Protein® — protein obsazeny v mezimembranovém prostoru mitochondrii

apoptoticky indukéni faktor

7-amino-4-methylkumarin

,,Adenine Nucleotide Translocase* - adenin-nukleotid transloka¢ni tunel

.24 kDa Apoptotic Protease* — serinova proteasa o velikosti 24 kDa

~ZApoptotic Protease Activating Factor-1*

rodina gent podilejicich se na regulaci autofagie

adenosintrifosfat

zastupce podskupiny BH3-only proapoptotickych proteint

multidoménovy proapoptoticky Bcl-2 protein

multidoménovy proapoptoticky Bcl-2 protein

,,B-cell Chronic Lymphocytic Leukemia 2* - zastupce Bcl-2 rodiny s anti-apoptotickym
ucinkem

zastupce Bcl-2 rodiny s anti-apoptotickym u¢inkem

skupina jednodoménovych, proapoptotickych proteinti

,.Bcl-2 homology domain*

zastupce podskupiny BH3-only proapoptotickych proteint

zastupce podskupiny BH3-only proapoptotickych proteint

,.Baculoviral IAP Repeat* — klicova doména IAP proteint

mitochondridlni protein, zastupce rodiny Bcl-2

t-butoxy karbonyl-aspartat-chloromethylketon - nespecificky kaspasovy inhibitor
,,Caspase-activated DNase* — kaspasou aktivovana endonukleasa

,Caspase Activation and Recruitment Domain*

,.Cysteinyl Aspartate Proteinases* — specifické apoptotické proteasy (kaspasy)

gen smrti u had’atka obecného

,-FADD-like ICE (FLICE)-inhibitory Proteins“ — fyziologické bunéné inhibitory caspas
chloromethylketon

,.Cytokine Response Modifier A*“ — zastupce serpinil inhibujici kaspasové proteasy
cytotoxické T-lymfocyty

dalton/kilodalton - jednotka pro vyjadfeni relativni molekulové hmotnosti proteind
deoxyadenosintrifosfat

2'7'-dichlorofluorescein diacetat

3,4-dichloroisokumarin

,,Death Domain“ — doména smrti

,,Death Effector Domain*

3,3'-dihexyloxacarbocyanin jodide

,,Death-Inducing Signaling Complex* — komplex zprostiedkovavajici aktivaci kaspasy-8
deoxyribonukleova kyselina

,.DNA-dependent Protein Kinase* - DNA-dependentni proteinkinasa

sav¢i endonuklesa

protein Stépici DNA

endonukleasa G

,Extracellular Signal-regulated Kinases 1/2*

etoposid

,.Fatty Acid-binding Protein‘

,.Fas-associated Death Domain‘ - adaptorovy protein podilejici se na aktivaci kaspas
,,Focal Adhesion Kinase “ - fokalni adhezni kinasa

fluoroacyloxymethyl

receptor smrti vazajici FasL

Fas-ligand
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FBS
FFCK
FLISPs
GAAD
HL-60
HSP70
IAPs
ICAD
ICE
IDN-6556

IKK
IL-1p
IPA

IxB
JNK1
K562
LC3-GFP
LEI

LMP
LPS
man-6-P/IGF II R
MAP
MHC
MOMP

mTOR
MTT
NADH
NF-kB
NK buiiky
NMDA
Noxa
oD
Omi/HtrA2
OMM
p21

p35

p38

p53
PAI-2
PAK2
PARP1
PBS
PDGF
PI3KC3
PI-9
PIDD
PKC
PMA
PN-1
PP2A
pp70-S6
PTB
PTP

,,Fetal Bovine Serum“ - fetalni hovézi sérum
fluoresceinyl-L-phenylalanine chloromethylketone
,,Fluorescent Inhibitor of Serine Proteases*
,,QGranzyme A Activated DNase*

bunécna linie odvozena od promyelocytarni leukemie

,.Heat Shock Protein - protein tepelného Soku o velikosti 70 kDa

Inhibitors Of Apoptosis“ — rodina fyziologickych inhibitorti kaspas

LInhibitor of Caspase Activated DNase* - inhibitor kaspasou aktivované deoxyribonukleasy
Interleukin-14-converting Enzyme* — proteasa zodpovédna za maturaci interleukinu 14
3-{2-[(2-tert-butyl-phenylaminooxalyl)-amino]-propionylamino } -4-0x0-5-(2,3,5,6-tetrafluoro-
phenoxy) valerova kyselina

komplex IkB kinasy

interleukin-14 — cytokin

Nb-isopentenyladenosin

,,Inhibitor of NF-kB* — inhibitor nuklearniho faktoru kB

,,c-Jun NH(2)-terminal Protein Kinase* — zastupce rodiny MAP kinas

bunécna linie odvozena od chronické myeloidni leukemie

,,Light Chain 3 - Green Fluorescence Protein®

,,Leukocyte Elastase Inhibitor - zastupce fyziologickych inhibitord serinovych proteas
,,Lysosomal Membrane Permeabilization - permeabilizace lysozomalni membrany
lipopolysacharid

,Mannose 6-phosphate/insulin-like Growth Factor II Receptor

,Mitogen Activated Protein Kinase* — mitogenem aktivovana proteinkinasa

-Major Histocompatibility Komplex* - hlavni histokompatibilni komplex

-Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization* - permeabilizace vnéjsi mitochondrialni
membrany

~Mammalian Target of Rapamycin® —Ser/Thr protein kinasa
3-4,5-dimethylazol-2-yl-2,5-diphenyl tetrazolium — tetrazoliova sil

,»Reduced Form of Nikotinamid Adenin Dinukleotid*

nuklearni faktor kB — transkrip¢ni faktor

,»Natural Killers* — ,,pfirozeni zabije¢i*

,,N-methyl-D-aspartate Calcium Chanel® - vapenaty kanal

zastupce podskupiny BH3-only proapoptotickych proteint

,,Optical Density* - absorbance

mitochondrialni serinova proteasa

,-Outer Mitochondrial Membrane® - vnéj§i mitochondrialni membrana
inhibitor cyklin dependentnich proteinkinas

bakulovirovy produkt, fyziologicky kaspasovy inhibitor

stresova MAP kinasa

nadorovy supresor

Plasminogen Activator Inhibitor 2 - fyziologicky inhibitor serinovych proteas
,»p21 Protein (Cdc42/Rac)-activated Kinase 2 — protein kinasy aktivované p21
,,Poly (ADP-ribose) Polymerase Family, Member 1”

,»Phosphate Buffered Saline® - fosfatem pufrovany fyziologicky roztok
,Platelet-derived Growth Factor® - destickovy rlstovy faktor
,,Phosphatidylinositol 3-kinase, Class 3

,.Proteinase Inhibitor 9 - fyziologicky inhibitor serinovych proteas

,-p53 Induced Protein with a DD*

,,Protein Kinase C* - proteinkinasa C

,,Phorbol 12-myristate 13-acetate®

,,Protease Nexin 1 - inhibitor trombinu a dalsich proteas

,.Protein Phosphatase 2A*

,-Ribosomal protein S6 kinase*

,Polypyrimidine Tract-binding Protein*

,,Permeability Transition Pore* — multimerni komplex proteinti uvnitf mitochondrii

118



PUMA
Q-VD-OPH

RAIDD

Rb

RIP1
RNasa
ROS
RPMI-1640

SAPK/JNK

serpin
Smac/Diablo

SPI
STAT
STI 571
STS
tBid
TCA
TLCK
™
TMRE
TNFR
TNFa
TPCK
TRADD
TRAF2
TRAIL
U937
uv
VDAC
z-VAD-fmk
AY

,p53 Upregulated Modulator of Apoptosis® - zastupce podskupiny BH3-only proapoptotickych
proteinti

quinolyl-Val-Asp(OMe)-[2,6-difluorophenoxy)]-methylketone — vSeobecny kaspasovy
inhibitor

.Receptor-interacting Protein (RIP)-associated ICH-1/CED-3 Homologous Protein‘
retinoblastomovy protein — nadorovy supresor

~Receptor Interacting Protein 1

protein Stépici RNA

Reactive Oxygen Species - reaktivni kyslikové radikaly

~Medium Developed at Roswell Park Memorial Institute” — ristové médium pro kultivaci
bunék

»Stress-activated Protein Kinase/c-Jun NH,-terminal Dinase® — zastupce stresovych MAP
kinas

wSerine Protease Inhibitor“— fyziologicky inhibitor serinovych proteas

wSecond Mitochondria-derived Activator of Caspases/Direct IAP Binding Protein with Low
PI*

syntetické inhibitory serinovych proteas

»Signal Transducer and Activator of Transcription®

imatinib (glivec) — specificky inhibitor Ber-Abl kinasy

staurosporin

,,Truncated Bid“ - aktivni forma proteinu Bid

trichloroctova kyselina

N-tosyl-L-lysine chloromethylketone

,,COOH-terminal Transmembrane Domain“ — C-koncova doména Bcl-2 proteint
tetramethylrhodamine ethyl ester perchlorate

,»Tumor Necrosis Factor Receptor — receptor pro tumor-nekrotizujici faktor

- Tumor Necrosis Factor a “- tumor-nekrotizujici faktor a
N-tosyl-L-phenylalanine chloromethylketone

,»INF Receptor-associated Death Domain“

,»INF Receptor-associated Factor-2*

,,Jumor Necrosis Factor-Related Apoptosis Inducing Ligand*

bunééna linie odvozena z histiocytického lymfomu

,,Ultraviolet Radiation - ultrafialové zafeni

., Voltage-dependent Anion Channel* - napétoveé dependentni aniontovy kanal
benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp(OMe)fluoromethylketone — vieobecny kaspasovy inhibitor
mitochondrialni transmembranovy potencial

119



12 Seznam publikaci a abstrakti

12.1 Prace souvisejici s dizertacni praci

Piivodni védecké publikace in extenso v daném oboru uverejnéné v ¢asopisech s IF

Frydrych I, Mlejnek P. 2008. Serine protease inhibitors N-alpha-Tosyl-L-Lysinyl-
Chloromethylketone (TLCK) and N-Tosyl-L-Phenylalaninyl-Chloromethylketone (TPCK)
are potent inhibitors of activated caspase proteases. Journal of Celullar Biochemistry 103:

1646-1656. (IF = 3,5)

Frydrych I, Mlejnek, P. 2008. Serine protease inhibitors N-o-Tosyl-L-Lysinyl-
Chloromethylketone (TLCK) and N-Tosyl-L-Phenylalaninyl-Chloromethylketone (TPCK)
do not inhibit caspase-3 and caspase-7 processing in cells exposed to pro-apoptotic inducing

stimuli. Journal of Cellular Biochemistry 105: 1501-1506. (IF = 3,5)

Frydrych I, Mlejnek P, Dolezel P, Zoumpourlis V, Krumpochova P. 2008. The broad-
spectrum caspase inhibitor Boc-Asp-CMK induces cell death in human leukaemia cells.

Toxicology In Vitro 22: 1356-1360. (IF = 2,5)

Seznam prednasek/posteri

Frydrych I, Mlejnek P. N-o-tosyl-L-lysil-chloromethylketone (TLCK) inhibits many
apoptotic features in dying K562 cells but it does not prevent cells from death. SSCT &
ETS Joint Conference “Chemicals, Human & Enviroment”, September 2006, Grinda,

Sweden; poster.

Frydrych I, Mlejnek P. The broad spectrum caspase inhibitor Boc-Asp-CMK induces cell
death in human leukaemia cells. The 25th SSCT workshop, September 2007, Salzau,

Germany; lecture.

Frydrych I, Mlejnek. Serine protease inhibitors N-a-Tosyl-Lysinyl-Chloromethylketone
(TLCK) and N-Tosyl-L-Phenylalaninyl-Chloromethylketone (TPCK) are potent inhibitors of
activated caspase proteases. Seminai k zaméru MSM 6198959216, kvéten 2008,

Karlov p. Pradédem; pfednaska.

120



Frydrych I, Krumpochova P, Dolezel P, Mlejnek P. Serine protease inhibitors
N-a-tosyl-L-lysinyl-chloromethylketone (TLCK) and N-tosyl-L-phenylalaninyl
chloromethylketone (TPCK) exhibit adverse effects on mitochondrial function. The 15th
International Congress on In Vitro Toxicology, September 2008, Djurdniset - Stockholm

Archipelago, Sweden; poster.

12.2 Ostatni publikace a abstrakta

Piivodni védecké publikace in extenso v daném oboru uverejnéné v ¢asopisech s IF

Mlejnek P, Frydrych I, Dolezel P. 2007. Cyclosporin A potentiates cytotoxic effect of
methyl methanesulfonate in HL-60 and K562 cells. Alternatives To Laboratory Animals 35:
79-85. (IF =3,2)

Frydrych I, Mlejnek P, Dolezel P. 2009. Cyclosporin A sensitises Bcr-Abl positive cells to
imatinib mesylate independently of P-glykoprotein expression. Toxicology In Vitro. (pfijato

do tisku)

Publikovana abstrakta

Frydrych I, Mlejnek P. N6-benzyladenine induces increased expression of adenine
phosphoribosyltransferase mRNA in mammalian leukaemia cells. Purinergic Signaling 2:
p206, 2006. 8th International Symposium on Adenosine and Adenine Nucleotides, May
2006, Ferrara, Italy; poster.

Frydrych I, Dolezel P, Mlejnek P. P-glycoprotein overexpression confers resistance to A;
adenosine receptor agonist 2-chloro-N°-(3-iodobenzyl)-adenosine-5"-N-methyluronamide
(CI-IB-MECA) in human leukemia cells. Purinergic Signalling 4 S198-S199, 2008. Purines
2008 Meeting, June 2008, Copenhagen, Denmark; poster.

Seznam prednasSek/posteri

Mlejnek P, Frydrych I. Cyklosporin A zvySuje citlivost BCR-ABL pozitivnich bunék
k imatinibu nezavisle na expresi P-glykoproteinu. XIX. Olomoucké hematologické dny

s mezinarodni Gcasti, kvéten 2005, Olomouc; posterové sdéleni.

Mlejnek P, Frydrych I. Cyclosporine A potentiates cytotoxic effect of methyl
methansulfonate in HL-60 cells. SSCT & ETS Joint Conference “Chemicals, Human &

Enviroment”, October 2005, Toila, Estonia; poster.

121



Frydrych I, Mlejnek P. N6-benzyladenine induces increased expression of adenine
phosphoribosyltransferase in human leukemia HL-60 cells. Seminai k zaméru MSM

6198959216, kvéten 2006, Sepetna; pfednaska.

Mlejnek P, Dolezel P, Frydrych I, Novotny J. Stanoveni intracelularniho obsahu imatinibu
u bunécné linie K562. XX. Olomoucké hematologické dny s mezinarodni ucasti, kvéten

2006, Olomouc; posterové sdélent.

Frydrych I, Krumpochova P, Mlejnek P. Verapamil a cyklosporin A zvySuji G¢innost
cytotoxickych latek u leukemickych bunéénych linii nezavisle na expresi
P-glykoproteinu. XX. Olomoucké hematologické dny s mezinarodni tcasti, kvéten 2006,

Olomouc; posterové sdéleni.

Mlejnek P, Frydrych I, Dolezel P, Krumpochova P, Novotny J. The method for direct
estimation of intracellular drug concentration. SSCT & ETS Joint Conference “Chemicals,

Human & Enviroment”, September 2006, Grinda, Sweden; lecture.

Krumpochova P, Frydrych I, Mlejnek P. Vliv inhibitort P-glykoproteinu na ucinnost
protinadorovych 1é¢iv u bunééné linie K562. VII Cesko-slovenské dny laboratorni

hematologie, listopad 2006, Hradec Kralové; prednaska.

Frydrych I, Mlejnek P. N6-benzyladenine potentiates cytotoxic effect of other bases by
induction of increased aktivity of APRT enzyme. VII Cesko-slovenské dny laboratorni

hematologie, listopad 2006, Hradec Kralové; prednaska.

Frydrych I, Krumpochova P, Mlejnek P. Mechanismus potenciace cytotoxického ucinku
imatinibu cyklosporinem A u bungk K562. Seminat k védeckovyzkumnému zaméru MSM

6198959216, kvéten 2007, Karlov pod Pradédem; prednaska.

Krumpochové P, Frydrych I, Mlejnek P. Vliv cyklosporinu A a verapamilu na eflux
imatinibu u leukemické bunéfné linie exprimujici P-glykoprotein. Seminar
k védeckovyzkumnému zaméru MSM 6198959216, kvéten 2007, Karlov pod Pradédem;

prednaska.

Mlejnek P, Dolezel P, Frydrych I, Novotny J. Some aspects of energy metabolism in
apoptotic cells, The 25th SSCT workshop, September 2007, Salzau, Germany; lecture.

122



Mlejnek P, Frydrych 1, Dolezel P. The indirect methods for assessment of
P-glycoprotein function do not provide satisfactory evidence for the actual contribution of
the P-glycoprotein mediated efflux to the multidrug resistance phenotype in cancer cells. 2™

FEBS Special Meeting on ABC Proteins, March 2008, Insbruck, Austria; poster.

Krumpochova P, Frydrych I, Dolezel P, Mlejnek P. Correlation between intracellular drug
level and cell resistance in P-glycoprotein expressing tumor cells. 2™ FEBS Special

Meeting on ABC Proteins, March 2008, Insbruck, Austria; poster.

Krumpochova P, Frydrych I, Dolezel P, Mlejnek P. Kvantifikace prispévku exprese
P-glykoproteinu na vznik mnohocetné 1lékové rezistence u nadorovych bunék XXII.
Olomoucké hematologické dny s mezinarodni ucasti, kvéten 2008, Olomouc; posterové

sdéleni.

Mlejnek P, Frydrych I, Dolezel P. Cyklosporin A sensitises Bcr-Abl positive cells to
imatinib mesylate independently of P-glykoprotein expression. The 15th International
Congress on In Vitro Toxicology, September 2008, Djurdnéset - Stockholm Archipelago,

Sweden,; poster.

Mlejnek P, Dolezel P, Frydrych I. Cancer cells exhibit enhanced resistance to selective
A; adenosine receptor agonist 2-chloro-N°-(3-iodobenzyl)-adenosine-5'-N-
methyluronamide (CI-IB-MECA) due to overexpression of P-glycoprotein. The 15th
International Congress on In Vitro Toxicology, September 2008, Djurdniset - Stockholm

Archipelago, Sweden; poster.

123



