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ABSTRAKT

Kaspazy jsou jedny z klicovych proteintli podilejicich se jak na aktivaci, tak i exekuci
apoptozy. Vnéjsi ¢i vnitfni apoptoticky signadl vede k postupné aktivaci inicia¢nich a
exekucnich kaspaz. Aktivace iniciacnich kaspaz je zprostredkovana jejich procesovanim
v multiproteinovych komplexech a aktivni inicia¢ni kaspazy nasledné cilené Stépi a tim i
aktivuji kaspazy efektorové. Tyto pak Stépi celé spektrum strukturnich i funkcnich
bunécnych proteinli, coz vede k sebedestrukci buniky a k jejimu rozpadu do
apoptotickych télisek. Vzhledem k zasadnimu vyznamu iniciace apoptozy je jak aktivace,
tak aktivita iniciacnich (ale i efektorovych) kaspaz dtlisledné regulovdna hned na
nékolika drovnich. Primarné zaleZi na intenzité a charakteru prijatého signalu, zda
vlibec dojde ke zformovani aktivacniho kaspazového komplexu. Dale pak koncentrace
iontli, nukleotidli a rozlicnych proteinti (proteiny z rodiny Bcl-2, inhibitory apoptézy
(IAPs), heat shock proteiny, aj.) mize taktéz vyrazné ovlivnit jednotlivé kroky aktivace
kaspaz. Samotné kaspazy mohou byt posttranskripcné modifikovany (fosforylace,
ubiquitinace,...) a tim bud’ inaktivovany, nebo naopak jejich aktivita mlze byt zvysena.
VSechny tyto procesy tvori slozitou regulacni sit, slouzici jak pro ucinnou a spravné

nacasovanou aktivaci kaspaz, tak i jako ochrana pied nechténym spusténim apoptézy.

klicova slova: kaspazy, apoptdza, multiproteinové komplexy, prenos signalu, DISC,

Apaf-1, apoptosom



ABSTRACT

Caspases are the key proteins participating in both activation and execution of
apoptosis. Extrinsic or intrinsic apoptotic signaling leads to sequential activation of the
initiation and execution caspases. Activation of initiator caspases is mediated by their
processing in multiprotein complexes and activated initiator caspases then specifically
cleave and thus activate the effector caspases. These then cleave a number of structural
and functional proteins, which consequently leads to cellular selfdestruction and its
breakdown to apoptotic bodies. Considering the fundamental significance of the
initiation of apoptosis, the activation as well as the activity of initiator (but also effector)
caspases is strictly regulated at several levels. Primary the intensity and character of the
recieved signal is crucial for the effective formation of the caspase activation complex.
Then the concentration of intracellular ionts, nucleotides and various proteins (proteins
from the Bcl-2 family, inhibitors of apoptosis (IAPs), heat shock proteins,...) can also
highly influence individual steps of caspase activation. Caspases themself can be
posttranslationally modified (phosphorylated, ubiquitylated,...) and their activity can be
either suppressed or also enhanced. All these processes form complex regulatory
network serving both for the effective and timely activation of caspases and for the

protection against unwanted triggering of apoptosis.

key words: caspases, apoptosis, multiprotein complexes, signal transduction, DISC,

Apaf-1, apoptosome



SEZNAM ZKRATEK

AIF - apoptosis inducing factor

Apaf-1 - apoptotic protease activating factor-1

Bak - Bcl-2 antagonist/killer 1

Bax - Bcl-2-associated X protein

Bcl-2 - B-cell lymphoma 2

Bid - Bcl-2 interacting domain death agonist

Bim - Bcl-2-interacting mediator of cell death

BIR - Baculovirus inhibitor of apoptosis protein repeat
CARD - caspase recruitment domain

CED - cell death protein

Dark (téz Ark) - Apaf-1 related killer 1

DD - death domain

DED - death effector domain

DIABLO - direct IAP-binding protein with low pl

DISC - death-inducing signaling complex

DR - death receptor

EGL-1 - egg laying defective 1

FADD - FAS-associating death domain-containing protein
FLIP - FLICE-like inhibitory protein

Hsp - heat shock protein

[APs - inhibitors of apoptosis

IBM - IAP-binding motif

ICE - interleukin-1 converting enzyme

NBD - nucleotide binding domain

NOD - nucleotide binding oligomerization domain
PIDD - p53-induced protein with a death domain
RAIDD - RIP-associated ICH-1/CED-3 homologous proteins with a death domain
ROS - reactive oxygen species

SMAC - second mitochondria-derived activator of caspase
TNF - tumor necrosis factor

TRADD - TNFR1-associated death domain protein

TRAIL - tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand



1. UVOD

Apoptdza, nejrozsirenéjsi forma programované bunécné smrti, je dileZity proces
hrajici nezastupitelnou roli v embryonalnim vyvoji a udrZzovani homeostaze vsech
mnohobunécnych organismii. Dysregulace apoptézy miize vést k zavaZznym
neurodegenerativnim onemocnénim, autoimunitnim chorobam, rozvoji rakoviny aj.

Prvni naznaky studia apoptézy muizeme sledovat jiz v 19. stoleti - zabyval se ji
mimo jiné napr. némecky biolog a zakladatel cytogenetiky Walther Flemming. Slovo
apoptdéza (apoptosis) jako prvni pouzil roku 1972 australsky védec John F. R. Kerr (Kerr
et al, 1972). Tento termin ma plivod v rectiné a znamena paddni - podle apoptotického
odumfieni vrstvy bunék v fapiku pti podzimnim opadu listt.

V soucasnosti jsou popsany dvé hlavni apoptotické drahy - vnéjsi, spousténa
napriklad pomoci vazby ligand smrti (TNF-a, TRAIL, Fas,...) na specifické receptory
smrti na cytoplazmatické membrané, a vnitini, aktivovatelnd zejména bunécnym
stresem - poSkozeni DNA, bakterialni nebo virova infekce, ROS, ptisobeni nékterych
chemickych latek (staurosporin, dexamethason,...).

V obou téchto drahach se zcela zasadnim zptisobem uplatnuji specifické proteazy
zvané kaspazy. Tyto proteiny maji nazev odvozeny od své funkce, jedna se o cysteinové
protedzy Stépici substrat za kyselinou asparagovou (anglicky caspases = cysteine
proteases with aspartate substrate specificity)(Alnemri et al, 1996).

Prvni popsanou sav¢i kaspazou byla lidska kaspaza-1, prvotné oznaCovana téz
jako ICE (interleukin 1f-converting enzyme), tedy protein S$tépici prekurzor
interleukinu-1p ve funk¢ni IL-1B (Cerretti et al, 1992; Thornberry et al, 1992). Zasadni
pro pochopeni zapojeni kaspaz v apoptéze bylo azZ popsani strukturni a funkéni
podobnosti cysteinové proteazy CED-3 z Caenorhabditis elegans s ICE (Yuan et al, 1993)
a odhaleni mozné proapoptotické funkce ICE (Miura et al, 1993). Proteaza CED-3 a jeji
uloha v programované bunécné smrti byla poprvé popsana jiz o sedm let drive (Ellis &
Horvitz, 1986). DalSi objevenou lidskou kaspazou byla kaspaza-2 (zprvu znama pod
nazvem Ich-1) (Wang et al, 1994). Od té doby bylo charakterizovano mnoho dalSich
kaspaz a kaspazam pribuznych proteinli (parakaspazy, metakaspazy) v rlznych
organismech a to vcetné organismil nespadajicich do tiSe Metazoa (napf. bakterie,

protista, rostliny, houby)(Uren et al, 2000). Savc¢ich kaspaz je dnes znamo 14, z toho 11



lidskych. Kaspaza-13 je hovézi, kaspaza-11 je mysi a praseci a -12 je praseci (* Degterev
et al, 2003).

Vsechny kaspazy sdileji nékolik spolecnych znaki. Skladaji se ze tfi domén: NHz-
terminalni casti (téZ prodoména), velké (~20kDa) a malé podjednotky (~10kDa). Na
p20 podjednotce obsahuji pentapeptidické katalytické misto obsahujici sekvenci QACXG,
kde X mize byt R, G, Q (Yuan et al, 1993). Jsou produkovany jako zymogeny bez
enzymatické aktivity (popf. jen se zcela bazalni aktivitou) a k jejich plné aktivaci dochazi
az po prijeti patficnych bunécnych signalli. Vlastni aktivace je zajisténa wvnitro-
fetézcovym Stépenim, pri kterém dojde k oddéleni velké a malé podjednotky, které
posléze vytvori vlastni aktivni kaspazu. U nékterych kaspaz (predevsim iniciac¢nich - viz.
niZe) bylo zjiSténo, Ze toto Stépeni neni bezpodminec¢né nutné pro aktivaci (Stennicke et
al, 1999). Nejnovéjsi studie vSak ukazuji, Ze tento nazor je mozna mylny a pro plnou
aktivaci je proteolytické zpracovani nezbytné i u inicia¢nich kaspaz - konkrétné kaspazy-

9 (Huetal, 2013).
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Obr. 1: Struktura a sestiih prokaspazy (pievzato z Chowdhury et al, 2008) - Nahore je
znazornéna prodoména, velkd a mald podjednotka, mezi nimi sestfihova mista, v p20
podjednotce znazornéno katalytické misto QACXG. Dole je vyobrazen dimer aktivni procesované
kaspazy.



Kaspazy lze délit podle 2 zakladnich kritérii. Dle struktury je mizeme rozdélit do
dvou hlavnich kategorii: s dlouhou prodoménou (kaspazy-1, -2, -4, -5, -8, -9, -10, -11, -
12) a kratkou prodoménou (kaspazy-3, -6, -7, -14). Délka prodomény se pohybuje
vrozsahu 23 (kaspazy-6 a -7) az 219 AMK (kaspaza-10). Druhym faktorem pro déleni je
funkce. Podle té je rozclefiujeme mezi:

e apoptotické
e iniciacni (téz apikalni), kam spadaji kaspazy-2, -8, -9, -10 a dale napf.
Dronc z D. melangoster
o efektorové (exekucni), kam patri kaspazy-3, -6, -7, -14 a dale napft. Drice
(Drosophila)(* Ho & Hawkins, 2005).
e prozanétlivé (kaspazy-1, -4, -5, -11)

Nékteré kaspazy mohou svou funkci spadat do vice skupin, napiiklad kaspaza-4
se uplatiiuje jak pii spousténi zanétu, tak pri apoptéze a protedza CED-3 z had’'atka plni
jak funkci inicia¢ni, tak efektorovou. Za povSimnuti stoji fakt, Ze vSechny efektorové
kaspazy zaroven spadaji do kategorie s kratkou N-terminalni doménou. Naproti tomu
kaspazy prozanétlivé a iniciani obsahuji na N-konci jednu nebo vice adaptorovych
domén - CARD (caspase recruitment domain) v pripadé prozanétlivych a CARD nebo
DED (death effector domain) u inicia¢nich kaspaz.
signaly, at' uZ z vnéjsku ¢i vnitrku buriky, a nasledné spoustét kaspazni kaskadu - tedy
Stépenim aktivovat kaspazy efektorové, které Stépi dalsi substraty nezbytné pro indukci
apoptotické bunécné smrti (* Thornberry & Lazebnik, 1998). Aktivace apikalnich kaspaz
je realizovana v multiproteinovych komplexech (DISC, apoptosom,...). Vzhledem
k diilezitosti spusténi ¢i nespusténi apoptdzy pro dalsi bunécny osud, je jak aktivace, tak
nasledna aktivita inicia¢nich kaspaz dlisledné kontrolovana a regulovana.

Cilem této prace je shrnout dosavadni poznatky tykajici se aktivace iniciacnich
proapoptotickych kaspdaz, stavby multiproteinovych aktiva¢nich komplexli a vybranych
mechanismi regulace kaspazové aktivity a stru¢né srovnani téchto mechanismi napiic¢

ZivoCiSnymi druhy.



2. AKTIVACE SAVCICH INICIACNICH KASPAZ A
MULTIPROTEINOVE KOMPLEXY

Zatimco presny princip aktivace efektorovych kaspaz je jiz delSi dobu znam,
konkrétni detaily a pribéh aktivace iniciacnich kaspaz byly po mnoho let ne zcela
vyjasnény. Prvni teorie, se kterou se pracovalo, byl model indukované blizkosti
(induced proximity model)(Salvesen & Dixit, 1999). Podle tohoto modelu se monomery
kaspazy-8 vzajemné auto-aktivovaly poté, co se dostaly do tésné blizkosti. Béhem
pokusli dokazujicich tuto teorii byly ovSem do bunky dodavany kaspazy fazované
s heterologni dimeriza¢ni doménou, pripadné s doménou vazajici se na protein FK506 a
uméle syntetizovany dimer tohoto proteinu - FK1012 (MacCorkle et al, 1998; Muzio et
al, 1998; Srinivasula et al, 1998). Tak sice dochazelo k umélé dimerizaci a aktivaci
kaspaz, nicméné zlstalo nevysvétleno, jak k této dimerizaci dochazi za prirozenych
podminek.

Druhou teorii byla blizkosti fizena dimerizace (proximity-driven dimerization).
Ta, na rozdil od predchozi, brala v ivahu i specifickou zménu konformace kaspaz béhem
aktivace - bylo zjisténo, Ze po zformovani homodimeru kaspazy-9 se vytvori pouze jedno
aktivni misto (Renatus et al, 2001). Za ulohu apoptosomu a DISCu bylo povaZovano
zvySeni lokalni koncentrace kaspaz a tim zajisténi homodimerizace a nasledné aktivace
(Boatright et al, 2003; Renatus et al, 2001).

Pozdéjsi teorie indukované konformace (induced conformation model) vznikla na
zakladé detailni studie heptamerického komplexu apoptosomu (Acehan et al, 2002).
Podle té na sebe apoptosom navaZze 7 inaktivnich monomeri kaspazy-9, dojde tak
k lokalnimu zvySeni jejich koncentrace a zajiSténi navazani dalSich monomert - u téch se
zméni konformace aktivniho mista a aktivuji se. V roce 2005 byla zvefejnéna studie,
ktera potvrzovala teorii, Ze pri aktivaci apoptosomem dochazi ke zméné konformace
aktivniho mista kaspazy. Po zkonstruovani umélého homodimeru kaspazy-9 vykazovala
tato vysSi aktivitu neZ prirozend kaspaza-9, avSak v porovnani s aktivitou kaspazy
aktivované apoptosomem byla jeji aktivita vyrazné nizsi (Chao et al, 2005).

Podle nejnovéjstho modelu, ktery se nazyva model blizkosti indukované asociace
(proximity-induced association model), hraje dtlezitou roli asociace katalytickych

domén prokaspazy-9 s nukleotid vazajici doménou (NBD) apoptosomu. Pro spravnou
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aktivaci kaspazy-9 je také nutna vhodna délka spojovaciho useku mezi jeji prodoménou
a p20 podjednotkou a mezi p20 a p10 podjednotkami. Pokud byla v ptipadé prokaspazy-
9 zkracena spojka mezi CARD doménou a p20 jednotkou o 30 AMK (tedy z ptivodnich 49
AMK na 19), byla nasledna aktivita prokaspazy-9 inhibovana zhruba o 80 % (Yuan et al,
2011a).

2.1. Kaspaza-9 a jeji aktivace apoptosomem

......

enzymem. NaruSena schopnost aktivace kaspazy-9 byla potvrzena jako jeden z faktort
prispivajicich k rozvoji rakoviny vajec¢niki (Liu et al, 2002). Vétsina casp-9 deficientnich
mySi zemiela perinatalné (pred porodem nebo tésné po ném) nasledkem morfologické
deformace a hypertrofie predniho mozku - dlisledek nedostatecného apoptotického
odumirani bunék béhem vyvoje (Kuida et al, 1998). Tyto dva a mnoho dalsich vystupi
potvrzuji esencialni vyznam kaspazy-9 pro spravnou funkci organismu.

Prodoména kaspazy-9 obsahuje jednu CARD doménu. Prostifednictvim této domény
muze byt prokaspaza-9 vazana na multiproteinovy komplex zvany apoptosom, ktery
zajisti jeji aktivaci. K tvorbé apoptosomu dochazi pti spusténi vnitini apoptotické drahy
- poskozeni DNA, oxidativni stres, hypoxie, nedostatek zZivin, ptipadné jiny podobny
podnét zapricini aktivaci tzv. BH3-only proteini z Bcl-2 rodiny, které se podileji na
homooligomeraci proteinti Bax (Bcl-2-associated X protein) ¢i Bak (Bcl-2 antagonist
killer 1), vedouci k tvorbé pérli ve vnéjsi mitochondridlni membrané. Skrze tyto pory
dochazi k uvolnéni cytochromu c z mezimembranového prostoru mitochondrie, ktery
poté iniciuje tvorbu apoptosomu a tim i aktivaci kaspazy-9. Z mitochondrie se pri tomto
procesu uvoliiuji mimo jiné i dalsi proapoptotické proteiny, napi. Smac (second
mitochondria-derived activator of caspase) ¢i AIF (apoptosis inducing factor) (* Ola et
al, 2011).

Apoptosom sestava ze 7 monomert proteinu Apaf-1 (apoptotic protease activating
factor 1) a jeho celkovad molekulovd hmotnost se pohybuje mezi 700 kDa a 1,4 MDa.
Apaf-1 je protein spadajici do tridy signal prendasejicich ATPaz s pocetnymi doménami
(signal transduction ATPases with numerous domains = STAND), dale patricich do

rodiny AAA+ ATPaz (Lelpe et al, 2004). V bunkach se bézné vyskytuje jako

9



autoinhibovany monomer (Li et al, 1997). Prvni podminkou k jeho oligomeraci je
uvolnéni cytochromu c z mitochondrii, druhou je pritomnost ATP/dATP (Acehan et al,

2002).

Mitochondria

@)
©)

dATP/ATP Q @
v
' \
Apoptosome

s — > comas)
—
(Procaspsse-s) ———Pp (Caspase-y) L» o]

Cytochrome-C

Obr. 2: ZjednoduSené schéma tvorby apoptosomu a aktivace kaspazy-9 a -3 (prevzato z
Wurstle et al, 2012) - Cytochrom c uvolnény z mitochondrie umoZni vazbu (d)ATP na Apaf-1,
ten oligomeruje v heptamericky apoptosom zprostiredkujici aktivaci prokaspazy-9. Kaspaza-9
navazana na apoptosom nasledné aktivuje kaspazu-3. Aktivace efektorové kaspazy-3, stejné jako
jeji aktivita mohou byt potlaceny inhibitory apoptézy (IAPs), zejména proteinem XIAP.

Apaf-1 obsahuje 3 funkéni domény: N-koncovy homotypicky interakéni motiv,
centralni nukleotid vazajici oligomerizacni doménu (NOD) a C-koncovou s ligandem
(cytochrom c) interagujici doménu (viz Obr. 3). Homotypicky interakéni motiv
predstavuje u Apaf-1 CARD doména. NOD se sklada z nukleotid vaZici domény (NBD),
helikalni domény 1 (helical domain 1 - HD1), WH domény (winged-helix domain - WHD)
a helikalni domény 2 (HD2). NBD a HD1 spolecné tvoii ATPazovou doménu (Riedl et al,
2005). S ligandem interagujici doména obsahuje 15 zhruba 40aminokyselinovych
repetitivnich sekvenci, které dohromady tvoii 2 B-barely - tzv. oblast WD40 repetic.

Jak jiz napovida nazev, NOD je zodpovédna za oligomerizaci Apafu-1 (pomoci svych
NBD, HD1 a WHD) a na jeji NBD je vazan ATP (pripadné ADP). Cytochrom c se naproti
tomu vaze mezi 3-barely ve WD 40 oblasti (Yuan et al, 2010).

10



A

Auto-inhibited Apaf-1(WD40-removed) Scaffold proteins for apoptosomes: D

NOD Ligand-sensing domain

T 1 1
CARD  NBD  HD1 WHD HD2 WD1 WD2
Apaf-1
1248

1440
ceo+ NI
549

Obr. 3: Struktura Apaf-1 (pievzato z
Chai & Shi, 2014 - upraveno)

A - struktura autoinhibované molekuly
Apaf-1 bez WD40 oblasti s
vyznacenym vazebnym mistem pro
ADP/ATP

B - autoinhibovany Apaf-1 vcetné
WD40 -bareli (naznaceno vazebné
misto pro cytochrom c)

C - Apaf-1 z apoptosomu (s navdzanym
ATP)

D - schématické zndzornéni jednot-
livych domén v proteinu Apaf-1 a
homolognich proteinech

o Front faces for
= MY wWD2 Cyt C binding

o
Auto-inhibited Apaf-1 Apaf-1 from apoptosome

Cely apoptosom ma tvar kola pripominajici koblihu ¢i pneumatiku se 7 vybihajicimi
rameny. Centralni ¢ast je tvofena NOD, ramena jsou tvoirena dvéma [-barely - WD1 a
WD2 (jeden je sloZzen ze 7 repetitivnich sekvenci, druhy z 8). Vyznamnou roli pri
udrZzovani tzv. uzaviené konformace ma oblast WD40 repetic. Tii nabité AMK 7-
repeticového [-barelu interaguji vodikovymi mistky s nabitymi zbytky v NBD a HD2 a
tim posiluji uz tak pomérné silné mezi-doménové interakce branici vyméné ADP za ATP
(Reubold et al, 2011). Vyména je umoZnéna aZ vazbou cytochromu c, kterd zapricini
rotaci 37 barelu a mirny pohyb 38 barelu a tim jsou tyto interakce naruseny.

CARD je béhem uzaviené konformace flexibilné navazana na NBD a WDH pomoci 13
vodikovych miistki a je nepristupna pro interakci s prokaspazou-9. Az po aktivaci
apoptosomu a homotypické interakci CARD domény prokaspazy-9 s apoptosomalni
CARD dochazi ke zformovani CARD disku asymetricky nad rovinou centralni casti
apoptosomu (Yuan et al, 2010). Podle nékterych studii je vSak molekula Apaf-1

pristupna pro navazani prokaspazy-9 jesté pred sloZzenim apoptosomu, piipadné béhem
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jeho skladani. Je mozZzné, Ze navazani prokaspazy-9 jiz vtéto fazi urychluje tvorbu

holoapoptosomu (* Yuan & Akey, 2013).

A Apaf-1 apoptosome C Dark apoptosome

Obr. 4: Savci apoptosom a
[cARD NeD [HOT EwHD [lHD2 [[Jwor [lwoz  [Jorc  apoptosom z Drosophily (prevzato z
Chai & Shi, 2014)

A - vrchni a bo¢ni pohled na savci

apoptosom (CARD doména neni
Casr}ase-9 z vnéjsSku patrnd)

CARD disk

B - Apaf-1 apoptosom po navazani
kaspazy-9; CARD disk je mirné
vychylen z centra

C - vrchni a bocni pohled na
oktamericky Dark apoptosom
(cytochrom c neni nutny pro sloZeni)

VétSina studii uvadi, Ze v monomerickém stavu je na Apaf-1 navazan ADP (Bao et al,
2007; Reubold et al, 2009). AvSak nékteré tvrdi, Ze i v monomeru je vazan dATP a vazba
cytochromu spusti jeho hydrolyzu zménou konformace a indukovanou aktivaci
ATPazové aktivity Apafu-1 (Kim et al, 2005). Podle obou teorii je pritomné C¢ci
hydrolyzované ADP/dADP nasledné nahrazeno exogennim ATP/dATP. Tento krok vede
k formaci apoptosomu.

Pro tvorbu tzv. miniapoptosomu (apoptosom tvoreny ze sedmi molekul Apaf-1 bez
WD40 repetic - tzv. Apaf-1AC) neni nutna piitomnost cytochromu c, dostacujici je pouze
optimalni koncentrace ATP/dATP (Bao et al, 2007). Apoptosom i miniapoptosom
vykazuji stejnou schopnost aktivace kaspazy-9 (Riedl et al, 2005).

Nasledné dochazi k vazbé prokaspazy-9 a jeji autokatalytické aktivaci a sestfihu na

aktivni kaspazu. Bylo zjiSténo, Ze plné procesovana kaspaza-9 vazana na apoptosom
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vykazuje o 2-3 rady vysSi proteazovou aktivitu, nez volna, k apoptosomu nevazana
kaspaza-9 (Rodriguez & Lazebnik, 1999). To dalo za vznik holoenzymatické koncepci,
podle niz je hlavni tlohou apoptosomu stimulace aktivity kaspazy.

Na tuto teorii v podstaté navazuje jing, tzv. teorie ,molekularniho ¢asovace®. Oproti
predchozi zminéné studii bylo prokazano, Ze i neprocesovana prokaspaza-9 vazana na
apoptosom vykazuje vysokou proteolytickou aktivitu (dokdzano na prikladu
nesestfihnutelné varianty prokaspazy-9 - ProC9-TM). JelikoZ prokaspaza-9 ma vyssi
afinitu k apoptosomu, nez procesovana kaspaza-9, autokatalyticky sestrih prokaspazy-9
v dlsledku vede k ukoncenti jeji proteolytické aktivity - kaspaza-9 je vytésnéna novou
prokaspazou. Tento jev pravdépodobné funguje jako obrana proti nechténé aktivaci
apoptdzy. Na intracelularni koncentraci prokaspazy-9 zalezi, zda po disociaci plivodni
kaspazy-9 od apoptosomu dojde k navazani nové prokaspazy a zda dojde ke
znovuspusténi ,,casovace” (Malladi et al, 2009).

Co se tyce stechiometrie Apaf-1:prokaspaza-9, zda se, Ze prvotni teorie o poméru 1:1
je mylna. Podle vysledkia studie Yuan et al. zroku 2011 je tento pomér 1:0,8, tedy na
jeden apoptosom se vaze 5-7 molekul prokaspazy-9, z cehoz pouze jedna miize byt
v danou chvili plné aktivovdna (Yuan et al, 2011a). Ve vySe zminéné studii Malladi et al.
byl taktéZ odhalen znalny nepomér v molarnich mnoZstvich Apaf-1 a prokaspazy-9
potiebnych pro tvorbu plné saturovaného apoptosomu. Za spotieby 300 nM Apaf-1
postacilo k plné saturaci pouze 50-75 nM prokaspazy-9, coZ by znamenalo dokonce
pouze 1-2 molekuly prokaspazy na apoptosom (Malladi et al, 2009).

Navzdory cetnym vyzkumim zilistdvd mnoho aspektli presného mechanismu

aktivace kaspazy-9 na apoptosomu z velké ¢asti neobjasnéno (* Chai & Shi, 2014).

2.2. Kaspazy-8 a -10 jejich aktivace DISCem

Prokaspazy-8 a -10 se v cytosolu vyskytuji jako neaktivni monomery s dvéma N-
koncovymi DED doménami. Spoletné zajiStuji aktivaci tzv. vnéjsi apoptotické drahy,
tedy drahy iniciované vazbou ligandl smrti na receptory smrti (death receptor - DR) na
cytoplasmatické membrané. Mezi lidské receptory smrti patii TNF (tumor necrosis
factor) receptor-1, CD95 (zvany téz Fas, piripadné APO-1), DR3 (death receptor 3),
TRAIL-R1 (TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor-1; téZ DR4), TRAIL-R2 (téz
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DR5) a DR6 (Ashkenazi & Dixit, 1998; Benschop et al, 2009). VSechny zminéné jsou
¢leny rodiny TNFR proteinti. Po vazbé prislusnych ligandii na tyto receptory dochazi
kjejich oligomeraci (pravdépodobné trimerizaci) a na jejich intracelularni domény
obsahujici DD (death domain) se prostrednictvim své DD homotypicky vazi adaptorové
proteiny.

V pripadé Fas/CD95 a TRAIL-R1/R2 se jedna o adaptorovy protein FADD (Fas-
associated protein with death domain). Tento protein obsahuje na svém N-konci mimo
jiné i DED, na kterou se vaze DED prokaspazy-8 (prip. prokaspazy-10). Cely nové vznikly
multiproteinovy komplex se nazyva DISC (signalizacni komplex zpusobujici smrt =
death-inducing signaling complex). DISC indukuje dimerizaci, autokatalyticky sestrih a

naslednou aktivaci prokaspaz-8 a -10 (Hughes et al, 2009).

Plasma
membrane

C-FLIP, Procaspase-8
i /) T

p10 l p20 [:] p12
Caspase-8/10 .

Obr. 5: Schématicka struktura komplexu DISC (prevzato z Schleich et al, 2012 - upraveno)

Po interakci trimerického CD95 ligandu s trimerem receptoru CD95 dojde k vazbé FADD na DD
receptoru a zformovani aktivniho DISCu. Na ten se postupné vazi DED-pouze proteiny
(predevsim prokaspaza-8) a dochazi k tvorbé DED tetézce. Délka tetézce je regulovana tvorbou
mustkid mezi sousednimi receptory smrti.

Drive se predpokladalo, Ze trimericky ligand se vaze na trimer DR, ktery na sebe
pripoutd 3 molekuly FADD a ty nasledné kazdy po jedné prokaspaze (Weber & Vincenz,
2001). Roku 2003 vsak byla zverejnéna studie popirajici tuto teorii a tvrdici, Ze pro
aktivaci receptord smrti je potireba hexamericky ligand. Pii pokusech s trimerickym

FasL a fuazovanym hexamerickym FasL se oba stejné uspésné vazaly na Fas receptor,



nicméné pouze hexamericky uspésné indukoval tvorbu DISC a naslednou apoptozu
(Holler et al, 2003).

O sedm let pozdéji se dalsi studie zamérila na stechiometricky pomér mezi Fas a
FADD v DISC. Pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie lidskych hFas-hFADD
komplexi a nasledné komplexti, kde byl pouzit mysi Fas a lidsky FADD (tedy mFas-
hFADD), bylo zjiSténo, Ze tento pomér se pohybuje v rozmezi 5-7 Fas:5 FADD s tim, Ze

Vroce 2012 vsak dvé védecké skupiny nezavisle na sobé prokazaly, Ze pomér mezi
receptorem, FADD a DED-pouze proteiny (prokaspazy-8 a -10 nebo c-FLIP - vice viz.
kapitola 3.3.3.) zdaleka neodpovida bézné uznavanému 1:1:1. V pripadé TRAIL DISCu
byl tento pomér urcen jako 3:1:4. Pri pouziti kvantitativni hmotnostni spektrometrie byl
pomér mezi FADD a DED-pouze proteiny dokonce 1:9 (Dickens et al, 2012). V pripadé
CD95 DISCu bylo zjisténo, Ze mnozstvi DED-pouze proteini aZ 5x prevysuje mnozstvi
FADD (Schleich et al, 2012).

Tato zjiSténi neodmyslitelné vedla k otazce, jak je moZné, aby bylo tolik DED-pouze
protein navazano na jediné molekule FADD. JelikoZ prokaspaza-8 i -10 obsahuji dvé
DED, z nichZ kazda zahrnuje fenylalanin/leucin hydrofobni motiv a vazebnou ,kapsu“,
které spolecné umoziuji vzajemnou vazbu DED domén, z vySe uvedenych studii vyplyva,
ze prokaspazy-8/-10 se pomoci DED1 vazi na FADD a na jejich DED2 se nasledné mtize
napojit dalsi prokaspaza (pripadné protein c-FLIP). Dochazi tak k tvorbé DED retézce,
ktery umozZnuje blizkosti indukovanou antiparalelni dimerizaci kaspaznich katalytickych
podjednotek. Aktivni dimery (resp. heterotetramery p182-p102) kaspaz se tedy tvori
podél tohoto retézce (Dickens et al, 2012). Béhem aktivace kaspazy-8 je nejprve
nastépena spojka mezi velkou a malou podjednotkou a nasledné oddélena prodoména -
tim je aktivni kaspaza uvolnéna z retézce (Chang et al, 2003).

Nenastépena prokaspaza-8 vazana na DISC je katalyticky aktivni, vykazuje nicméné
striktni substratovou specifitu - je schopna Stépit pouze dalsi prokaspazy-8, pripadné c-
FLIP. Dochazi tak k amplifikaci signalu (Hughes et al, 2009).

Pro plnou aktivaci prokaspazy-8 je optimalni délkou DED-tetézce 2 azZ 8 molekul DED
proteinli na jeden receptor. Délka Fetézce je ovlivnéna predevsim silou stimulace
receptoru. Prekvapivé bylo zjisténo, Ze silnéjsi signal znamena krat$i retézec a naopak.
Je to nicméné vyvazeno faktem, Ze pri slabsi stimulaci vznikne mensi pocet DISC

komplexi (Schleich et al, 2012). Dal$im faktorem ovliviiujicim délku retézce je omezeny
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pocet molekul prokaspaz v burice (je nepravdépodobné, Ze by vznikl retézec delsi nez 10
molekul DED-pouze proteind) a tvorba mistkli mezi sousedicimi receptory. To je
obranou proti spusténi apoptézy i pti stimulaci jen nékolika receptord.

Pri slab$i sile stimulacniho signalu také doSlo k castéjSimu vyskytu inhibi¢niho
proteinu c-FLIP v fetézci, coZ je dano jeho vyssi afinitou v porovnani s prokaspazou-8
(Schleich etal, 2012).

Stimulace TNFR1 vede ktvorbé odliSného komplexu. Adaptorovym proteinem je
v tomto piipadé TRADD, ktery umoznuje vazbu dalSich adaptorovych proteinti (TRAF2,
RIP1, cIAP1,...). Tento komplex (komplex I) vede piredevsim k aktivaci antiapoptotickych
transkripcnich faktorti NF-kB a AP-1 (Micheau & Tschopp, 2003). Nicméné po néjaké
dobé dochazi kendocytéze komplexu I (Schneider-Brachert et al, 2004) a tvorbé
sekundarnich proapoptotickych komplexti (komplexy IIA a IIB). Oba tyto komplexy
obsahuji FADD a (pokud nejsou inhibovany c-FLIPem - komplex IIA, ptipadné cIAPs a
ubiquitinaci proteinu RIP1 - komplex IIb) jsou stejné jako DISC schopny aktivovat
prokaspazu-8 (Wang et al, 2008). Komplex IIb se také nazyva ripoptosom a jeho dalsi

funkci je spousténi nekroptozy.

. \ Complex-li

In the absence In the absence of
© of clAPs NF-xB signalling

%, Ak > ?
?ﬂl—‘dg Degradation Caspase 8 Caspase 8
NN RELA * pSO \ /

Apoptosis
v
Nucleus RELA | p50
VNN NN\

Obr. 6: Schématické znazornéni komplexu I a I1A a IIB vzniklych stimulaci TNFR1
(prrevzato z Gyrd-Hansen & Meier, 2010) - Po endocytéze komplexu I dochazi ke zméné
adaptorovych proteint a vytvoreni komplext [1A (prvni zprava) a [IB (druhy zprava).
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Tvorba sekundarniho cytoplasmatického signalizacniho komplexu aktivujiciho
kaspazu-8 byla popsana i pri signalizaci Fas/CD95 receptorem. Tento sekundarni
komplex se stejné jako DISC sklada z FADD a DED-pouze proteint, nikoliv vSak z CD95.
Zatimco k aktivaci kaspazy-8 DISCem dochazi jiz par vtefin po prijeti signalu a mnozstvi
aktivniho DISCu do hodiny vyrazné klesa (Golks et al, 2006b), k aktivaci kaspazy-8
v komplexu Il dochazi i nékolik hodin po pfrijeti signalu (Lavrik et al, 2008). Z toho plyne,
Ze komplex II se tvori kratce po zformovani DISCu, nicméné jeho pritomnost pretrvava i
po nékolika hodinach. Hlavni dlohou komplexu II je pravdépodobné aktivace kaspazy-8

a amplifikace proapoptotického signalu.

CD95L
CD95
FADD E

DISC

? C-FLIP ;5,p
S

g

Procaspase-8

'

uf{fjn
caspase-8
\ 4 B Complex II
l C-FLIP, s5,r
Apoptosis

Obr. 7: Schéma tvorby komplexu II po stimulaci CD95 receptoru (pievzato z Lavrik et al,
2008) - Po stimulaci CD95 dochazi k tvorbé DISCu a nasledné formaci cytosolického komplexu I1
- ten se sklada z FADD a DED-pouze proteini. Kaspaza-8 je aktivovana jak DISCem, tak
komplexem II.

Apoptotickd draha indukovana aktivaci Fas/CD95 ¢i proapoptotickych receptori pro
ligand TRAIL miiZe byt v riznych typech bunék ponékud odlisné aktivovana. Typ bunék
I, mezi néz patri napr. aktivované T-lymfocyty, je typicky velkym mnozstvim DISCG a
molekul aktivni kaspazy-8. V téchto burikach Stépi kaspaza-8 primo efektorové kaspazy-
3 a -7 a miiZze tak piimo indukovat apopt6zu. Naopak v burikach typu II je méné DISCl a
tim i méné aktivni kaspazy-8. Pro ucinnou apoptotickou signalizaci je tedy potieba
signal amplifikovat. Toho je docileno naStépenim proteinu Bid (¢len Bcl-2 rodiny ze

skupiny BH3-only proteinti) kaspazou-8. Takto aktivovany zkraceny Bid (tBid =
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truncated Bid) se pak neprimo (inhibice antiapoptotickych Bcl-2 proteinti) i pfimo (ko-
aktivace pro-apoptotického proteinu Bax) spolupodili na uvolnéni cytochromu c
z mitochondrie a nasledné apoptosomem zprostredkované aktivaci kaspazy-9 (Scaffidi
et al, 1998).

Stimulace receptori smrti a aktivace kaspazy-8 ale nevedou nutné pouze k apoptoze.
Timto mechanismem jsou spoustény i mnohé neapoptotické procesy jako rlst a
regenerace nervi (Desbarats et al, 2003), bunécné prezivani indukované NK-kB
transkripénim faktorem (Neumann et al, 2010), diferenciace makrofagli (Rebe et al,
2007) a dalsi. Kaspaza-8 a FADD jsou mimo jiné potiebné pro inhibici nekroptézy ve
vyvijejicich se T-bunikkach (Ch'en et al, 2011). Pfesné mechanismy téchto déjli jsou zatim
ze znacné Casti neobjasnény. Jednou z moznosti, jak regulovat, zda dojde k apoptéze ¢i
prezivani, je napriklad typ ligandu CD95 - pokud je CD95L membranové vazany, spousti
apoptézu, pokud je rozpustny, podnécuje autoimunitu a tvorbu nadort (Reilly et al,
2009).

Kaspaza-8 a kaspaza-10 sdileji vyraznou strukturni i funkéni podobnost. JiZ dlouhou
dobu se vedou spory o tom, do jaké miry jsou tyto kaspazy vzajemné zastupné. Podle
nékterych studii je kinetika vazby a aktivace kaspazy-10 na DISC stejna jako u kaspazy-8
a obé kaspazy vykazuji stejnou schopnost indukovat apoptézu (Kischkel et al, 2001),
podle jinych ma nenastépena kaspaza-10 schopnost sestfihu Bid a tim proapoptotickou
ulohu (na rozdil od nenastépené kaspazy-8, ktera ma velmi Uzky okruh substrati a
plisobi antiapoptoticky) (Wachmann et al, 2010) a dale kaspaza-10 neni schopna
indukovat apoptézu v kaspaza-8-deficientnich burnkach (vice versa to mozné je) (Sprick
etal, 2002).

Toto vzajemné srovnani mimo jiné komplikuje fakt, Ze nase znalosti o kaspaze-10
jsou vyrazné mensi, nez o kaspaze-8. Jednim z divodl nizstho védeckého zajmu o
kaspazu-10 milZe byt i to, Ze se nevyskytuje u mysi jakoZto nejrozsitenéjsiho savciho

modelového organismu.
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2.3. Kaspaza-2 ajeji aktivace PIDDosomem

O fyziologické funkci kaspazy-2 se navzdory jejimu ¢asnému objevu po dlouhou dobu
védélo jen malo. Dnes uz vime, Ze se uplatiiuje v mnoha rtznych bunécnych procesech,
mimo jiné také v iniciaci apoptozy.

Kaspaza-2 obsahuje jednu CARD doménu, v buiice se vyskytuje jako neaktivni
monomer a je aktivovana na zdkladé bunécného stresu (v pripadé kaspazy-2 predevsim
na zakladé teplotniho Soku ¢i poskozeni DNA) komplexem zvanym PIDDosom.

PIDDosom se sklada z péti molekul proteinu PIDD (p53-induced protein with a DD),
tedy proteinu obsahujiciho DD, jehoZ exprese je mimo jiné indukovana proteinem p53, a
sedmi molekul adaptorového proteinu RAIDD (obsahuje CARD doménu), které vzajemné
interaguji svymi DD. Na tento komplex se nasledné svymi CARD doménami homotypicky
vaze 7 molekul prokaspazy-2, které jsou aktivovany vzajemnym Stépenim obdobné, jako

prokaspaza-9 (Park et al, 2007).

Obr. 8: Vzajemna poloha DDs
v PIDDosomu (prevzato z Park et
al, 2007)

A - bo¢ni pohled na komplex
B - vrchni pohled na komplex
C - vrchni pohled na PIDD-DDs

D - model celého PIDDosomu (DDs
jsou v erveném ctverci)

E - schématicky planarni diagram
konstrukce komplexu

8 84° 54° 84° 84° 54°

1§11

RAIDD: :O

PIDD-CC: m
Caspase-2: D-J
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Tento zplsob aktivace je ¢astecné podminén tumor supresorovym proteinem p53,
ktery pozitivné reguluje expresi PIDD (Baptiste-Okoh et al, 2008).

Jednim z nékolika zndmych substratl aktivni kaspazy-2 je i protein Bid (stejné jako u
kaspazy-8 vbunkach typu II), jehoZ sestriZzena forma tBid se podili na uvolnovani
cytochromu ¢ z mitochondrii (Guo et al, 2002).

Nékteré studie nicméné ukazuji, Ze pravdépodobné existuji i alternativni cesty
aktivace kaspazy-2 bez pouziti PIDDosomu (Manzl et al, 2009).

Prokaspdaza-2 byla také potvrzena jako jeden ze substratii kaspazy-3, je tedy moZné,

Ze jeji ulohou je i tvorba proapoptotické amplifika¢ni smycky (Paroni et al, 2001).
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3. REGULACE EXPRESE A AKTIVITY SAVCICH INICIACNICH
KASPAZ

Jak jiz bylo zminéno, regulace aktivity proapoptotickych kaspaz hraje vysoce
dtlezitou roli v zachovani homeostazy organismu, spravném vyvoji jedince a vzato do
dasledkli, vpodstaté i vzajiSténi jeho preziti. MozZnosti, jak regulovat hladinu a
aktivaci/aktivitu inicia¢nich kaspaz je hned nékolik - od regulace transkripce, pies rtizné
posttranslacni modifikace a proteinové interakce, aZ po zajisténi jejich degradace.

Neni v moZnostech této prace zminit veSkeré doposud ziskané poznatky o regulaci

funkce iniciaCnich kaspdaz, a tak v nasledujicich kapitolach jsou uvedeny nejCastéjsi a

vvvvvv

3.1. Transkrip¢niregulace

Alternativnim sestfihem miize vznikat tzv. kaspaza-8L, ktera oproti klasické kaspaze-
8 postrada C-koncovou cast katalytické domény - je tedy katalyticky neaktivni. Tato
isoforma je schopnd i v malych koncentracich kompetitivné inhibovat vazbu kaspazy-8
na FADD a tim blokovat Fas-indukovanou apoptézu (Himeji et al, 2002).

Stejné tak i u kaspazy-9 mizeme pozorovat alternativni sestiih. Zatimco isoforma
kaspaza-9a je proapoptoticka, kaspaza-9b je kratsi o 4 exony a pusobi antiapoptoticky
(Srinivasula et al, 1999).

V mnoha typech détskych nador (napf. v neuroblastomech) byla pozorovana
hypermetylace genu kaspazy-8, coZ vede ke sniZeni exprese ¢i Uplnému potlaceni

exprese tohoto proteinu (Harada et al, 2002).
3.2. Posttranslacni modifikace

3.2.1. Fosforylace

V kaspaze-9 bylo zjiSténo hned nékolik aminokyselin (Ser99, Thr125, Ser144,
Ser183, Ser196 a dalsi) vhodnych k fosforylaci, stejné tak i v kaspaze-8 (Thr263, Ser364,
Ser387,...). Fosforylace vétSiny z nich vede ke sniZeni aktivity téchto kaspaz, pripadné
k zablokovani jejich sestrihu.

Fosforylace na Thr125 byla nékolikrat potvrzena jako faktor negativné ovliviujici

aktivaci prokaspazy-9, presny molekularni princip vSak nebyl dosud objasnén (* Allan &
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Clarke, 2009). Jisté je, Ze k této fosforylaci dochazi napr. diky CDK1-cyklin B1, ktera tak
zamezuje aktivaci apoptozy béhem mitézy (Allan & Clarke, 2007). Tato kinaza dokaze
fosforylovat i prokaspazy-2 (na Ser340) a -8 (na Ser387) a v obou pripadech inhibuje
aktivaci. Zatimco v prokaspaze-2 je fosforylani misto soucasti spojky mezi velkou a
malou podjednotkou a u prokaspazy-9 soucasti spojky mezi prodoménou a velkou
podjednotkou, v kaspaze-8 se tato fosforylace odehrava na malé podjednotce zralého
enzymu (* Parrish et al, 2013).

Naopak fosforylace Tyr153 v kaspaze-9 v zavislosti na poskozeni DNA se jevi jako
signal posilujici jeji aktivitu (Raina et al, 2005).

Fosforylace Ser135 Kkaspazy-2 v  oocytech drapatky prostiednictvim
calcium/calmodulin-dependentni protein kinazy II (CaMKII) brani navazani prokaspazy-
2 na RAIDD a tim jeji aktivaci (Nutt et al, 2005).

Néktera fosforylacni mista mohou chybét v kaspazach urcitych savcli (napr. Ser196

v psi kaspaze-9).

Kinase/
Substrate  phosphatase Sites +/-7 References
Initiator caspases
Caspase-8 Src, Fyn, Lyn  Tyr380 — Cursi et al. 2006; Senft et al. 2007; Jia et al. 2008
Caspase-8 Lyn Tyrd65 — Jia et al. 2008
Caspase-8 p38 MAPK  Ser364 — Alvarado-Kristensson et al. 2004
Caspase-8 CDK1 Ser387 — Matthess et al. 2010
Caspase-8 RSK2 Thr263 + Peng et al. 2011
Caspase-9 Erkl/2 Thr125 - Allan et al. 2003
Caspase-9 CDK1 Thrl125 — Allan and Clarke 2007
Caspase-9 DYRKIA Thr125 — Seifert et al. 2008
Caspase-9 p38ua Thr125 — Seifert and Clarke 2009
Caspase-9 PPla Thr125 — Dessauge et al. 2006
Caspase-9 PKCL Serl44 — Brady et al. 2005
Caspase-9 c-Abl Tyr153 + Raina et al. 2005
Caspase-9 PKA Ser99, Ser183, Ser195 Unclear Martin et al. 2005
Caspase-9 Akt Ser196 (human) - Cardone et al. 1998
Caspase-9 CK2 Ser348 (mouse) - McDonnell et al. 2008
Caspase-2 CDK1 Ser340 — Andersen et al. 2009
Caspase-2 CK2 Ser157 - Shin et al. 2005
Caspase-2 CaMKII Serl35 (Xenopus) — Nutt et al. 2005
Dronc CaMKII Serl30 Yang et al. 2010

Tab. 1: Regulace inicia¢nich kaspaz prostirednictvim fosforylace (pirevzato z Parrish et al,
2013 - upraveno) V tabulce jsou uvedeny kinazy fosforylujici vyznacené aminokyseliny a
negativni (-) ¢i pozitivni (+) vliv téchto fosforylaci na aktivitu uvedenych kaspaz.
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3.2.2. Ubiquitinace

Ubiquitinace obvykle slouZi jako oznaceni proteinu k degradaci, prostiedek k
ovlivnéni jeho aktivity ¢i ma vliv na protein-proteinové interakce.

Nejinak je tomu u ubiquitinace kaspaz, ktera ve vétSiné pripadi slouZi k inhibici
jejich aktivity. Hlavnimi zprostiedkovateli ubiquitinace kaspaz jsou IAPs (inhibitory
apoptdézy - vice viz. kapitola 3.3.1.). U téch byla prokdzana schopnost vazat ubiquitin na
savCi kaspazy-9, -7 a -3 a dale na kaspazu Dronc z octomilky. Ve vSech zminénych
kaspazach vede tato modifikace ke snizeni jejich aktivity. Vice informaci viz. kapitola
3.3.1.

V porovnani s tim se ukazalo, Ze ubiquitinace kaspazy-8 vazané na DISC culin-3 E3
ligdzou naopak zplsobuje tvorbu vétSich agregati aktivni kaspazy-8 (za prispéni
proteinu p62) a posileni jeji aktivity - pravdépodobné diky stabilizaci dimert a
multimerizaci. Deubiquitina¢ni enzym A20 naopak inhibuje aktivitu kaspazy-8 (Jin et al,

2009).

3.2.3. Nitrosylace

Dal$i z moZznych modifikaci kaspazy-9 je i nitrosylace, ke které dochazi za vysoké
intracelularni koncentrace NO, indukované napf. chronickych zanétem. Nitrosylace vede
k inhibici aktivace kaspazy-9 a tim potencionalné ke vzniku rakoviny (Torok et al, 2002).

Obdobné i S-nitrosylace kaspazy-8 v pribéhu TNF-a-indukované apoptozy
v hepatocytech inhibuje jeji aktivitu (Kim et al, 2000).

Na druhou stranu je nutno podotknout, Ze u oxidu dusnatého byl prokazan i nemaly
vliv na indukci apoptoézy v urcitych tkanich. Zda bude vliv NO na apoptdézu pozitivni ¢i

negativni tedy zavisi na mnoha faktorech (* Razavi et al, 2005).

3.3. Protein-proteinové interakce

3.3.1. IAPs

Inhibitory apoptézy (IAPs) jsou proteiny, obsahujici zhruba 70 bakuloviralnich IAP
repetic o délce cca 80 AMK, sdruZenych do tzv. BIR domény, které inhibuji kaspazy,
predevsim kaspazy-9, -7 a -3. Pocet BIR domén se pohybuje mezi 1-3 a vétSina téchto
proteinti obsahuje také tzv. RING doménu, ktera ma funkci E3 ubiquitin ligazy. BIR

doména je charakteristickd vyskytem tii cysteinii a jednoho histidinu, které spolec¢né
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vazi atom zinku, RING doména obsahuje 6-7 Cys, 1-2 His a 2 atomy zinku. Nejznamé;si
sav(i IAPs (XIAP, c-IAP1, c-IAP2) obsahuji po trech BIR doménach a RING doménu (*
Srinivasula & Ashwell, 2008).

BIR3 doména XIAP se vaZze na cast molekuly kaspazy-9 urcené k homooligomeraci a
tim fyzicky blokuje dimerizaci kaspazy-9 (Shiozaki et al, 2003). Prestoze drive se
myslelo, Ze XIAP je jediny c¢len savéi IAP rodiny schopny primou vazbou inhibovat
aktivitu kaspaz (* Eckelman et al, 2006), bylo prokazano, Ze primé inhibice holoenzymu
kaspazy-9 na apoptosomu je schopny i c-IAP1 (Burke et al, 2010). Pfesny mechanismus

vSak neni objasnén.

Active

-

Inactive

BIR3

<

‘\\ Active
Inactive

Apaf-1 -—
Cytochrome ¢
dATP

Apaf-1
Cytochrome ¢
dATP

Obr. 9: Schématicky diagram aktivace kaspazy-9 a jeji inhibice pomoci XIAP (pievzato z
Shiozaki et al, 2003) - Kaspaza-9 je aktivni pouze jako dimer ¢i vazana na apoptosom. XIAP
(znazornén modie) miiZe svou vazbou zablokovat homooligomera¢ni misto kaspazy-9 a tim ji
inaktivovat.

Dal$im mechanismem inhibice kaspaz prostiednictvim IAPs je ubiquitinace (diky
RING doméné). Ta v nékterych pripadech vede primo k degradaci kaspazy, v jinych
pouze k jeji inaktivaci (blokovanim katalytického mista). Tento princip je pomérné
dobie popsan zejména u kaspazy Dronc v Drosophile (Wilson et al, 2002).

Aktivita IAPs je regulovana proteiny ze skupiny IAP antagonistii, napf. proteiny
Smac/DIABLO a Omi/HtrA2. Oba tyto proteiny obsahuji tzv. IBM motiv (IAP-binding
motif), ktery je po translaci kryt mitochondrialni cilovou sekvenci. Po translokaci do
mitochondrie je cilova sekvence odstranéna a IBM je tak odhalena. Pomoci IBM se tyto

proteiny po uvolnéni z mitochondrie vazi na BIR domény IAPs a inhibuiji jejich aktivitu -
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za prvé fyzicky brani navazani jiného substratu a za druhé indukuji autoubiquitinaci a
naslednou degradaci IAPs. Smac/DIABLO tvori dimery, diky nimzZ je vysledny vazebny
pomér na XIAP 2:1. Tento fakt usnadnuje soucasnou vazbu na BIRZ i BIR3 (Huang et al,
2003).

S XIAP interaguje i dalSi proapoptoticky protein uvoliiovany z mitochondrie - AIF
(apoptosis inducing factor) a to i navzdory tomu, Ze neobsahuje IBM (Wilkinson et al,

2008).

3.3.2. c-FLIP

Cellular FLICE-like inhibitory protein (c-FLIP), tedy inhibi¢ni protein podobny
kaspaze-8 (drive zvana FLICE), je jednim z inhibitorti DR-indukované apoptézy. Poprvé
byl popsan roku 1997 jako inhibitor aktivace prokaspazy-8 na vSech tehdy znamych DR
(Irmler et al, 1997). Doposud byly charakterizovany 3 jeho isoformy (S - short, L - long,
R - Raji), vznikajici diky alternativnimu sestifihu, a dva Stépné produkty. VSechny

molekuly c-FLIP obsahuji, stejné jako prokaspazy-8 a -10, dvé DED.

D196 D376
|
¢-FLIP, [ DED I DED P20 IBIZN === Pro/Anti-apoptotic
P isof F —oEp — oED —— i i
¢-FLIP isoforms c-FLIPg [ BED BED sl Anti-apoptotic
\
c-FLIP, E_DED TN DED » Anti-apoptotic
D376
p43-FLIP [ DED I DEC Ipaons » Anti-apoptotic
c-FLIP cleavage D196
roducts |
s p22-FLIP I DED (3]s 10 sl Anti-apoptotic

Obr. 10: Tii isoformy c-FLIPu a dva jeho $tépné produkty (prevzato z Lavrik & Krammer,
2012)

c-FLIPs a c-FLIPrR oba funguji jako inhibitory sestfihu prokaspazy-8 na
multiproteinovych komplexech (Golks et al, 2005). Uloha c-FLIPL v apoptotické draze je
ponékud komplikovanéjsi. Stejné jako predchozi dvé isoformy se prostrednictvim své
DED vaze na aktiva¢ni proteinové komplexy, nicméné za fyziologické koncentrace tvori
s prokaspazou-8 heterodimery usnadnujici jeji aktivaci. Za zvySené koncentrace vSak
umozni pouze casteCny sestrih prokaspazy-8 (na p43/p10 fragmenty), znamenajici
neschopnost jejtho oddéleni od DISCu, zajisténi plné aktivace a spusténi apoptozy. Tento

jev miiZzeme pozorovat v nékterych typech bunék (makrofagy) a urcitych typech nadort.
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Za velmi vysoké koncentrace je c-FLIPL schopen spustit buné¢nou smrt i bez pomoci DR,
pravdépodobné primou interakci s prokaspazou-8 (Chang et al, 2002).

p22-FLIP a p43-FLIP jsou N-terminalni produkty po Stépeni c-FLIPu prokaspazou-8.
p22-FLIP je tvoren v cytosolu nezavisle na DR a v burice ma antiapoptotickou roli (Golks
et al, 2006a). p43-FLIP vznika na DISCu, blokuje aktivaci kaspazy-8 a spousti NF-kB
signalni drahu (Kataoka & Tschopp, 2004).

c-FLIP a kaspaza-8 se oba ucastni jak proapoptotické, tak antiapoptotické signalni
drahy a oba kompetuji o stejny CD95 receptor. Zda dojde k apoptéze Ci nikoliv tedy

zavisi na poméru mnozstvi Stépnych produkti z prokaspazy-8 a c-FLIPu.

3.3.3. Bcl-2 proteiny

Ackoli Bcl-2 proteiny neinteraguji ptimo s kaspazami, riznymi mechanismy vyrazné
ovliviiuji jejich aktivaci.

Cleny Bcl-2 rodiny proteindi méiZeme rozdélit na proapoptotické a antiapoptotické.
VSechny tyto proteiny obsahuji jednu nebo vice Bcl-2 homologickych domén (BH
domén). VétSina antiapoptotickych proteinti (napi. Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1) z této rodiny
obsahuje domény 1-4. Naproti tomu proapoptotické obsahuji bud’ pouze BH3 doménu
(tzv. BH3-only proteiny) nebo domény 1-3 (tzv. multidoménové proapoptotické
proteiny) - napt. Bax, Bak, Bok (* Ola et al, 2011).

BH3-only proteiny (patifi sem napf. Bim, Bid, Bad) funguji jako jakési hlidky
reagujici proapoptoticky na bunécny stres - v takovém pripadé inhibuji antipoptotické
Bcl-2 proteiny a tim nepfimo (nékteré jako tBid ¢i Bim i piimo) aktivuji BH1-3
proapoptotické proteiny (Bax, Bak). Tyto po aktivaci homo-oligomeruji a utvori tak péry
ve vnéjsi mitochondridlni membrané a umozni tak uvoliovani cytochromu c, Smac, AIF
atd. Pokud Bax neni aktivovan, vyskytuje se v cytosolu jako monomer. AZ béhem své
aktivace translokuje do vnéjsi mitochondridlni membrany (Billen et al, 2008).
V kontrastu s tim, Bak je jeji soucasti, i pokud je inaktivni (Wei et al, 2000).

Funkci antiapoptotickych Bcl-2 proteinti je blokovat aktivitu BH3-only proteind,
pripadné zabranit oligomeraci Bak a Bax. Vzajemny pomér proapoptotickych a
antiapoptotickych proteint z Bcl-2 rodiny je jednim z faktordi, ovliviiujicich spusténi

apoptdzy.
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3.3.4. Heat shock proteiny

Proteiny teplotniho Soku, nebo téZ stresové proteiny, maji v burice ochrannou funkci
a plsobi napr. jako chaperony umozZnujici spravné sbaleni jinych proteinii. Nékteré
z nich jsou exprimovany kontinudlné, jiné pouze pri bunétném stresu. ZvysSena exprese
Hsp27, Hsp60, Hsp70 a Hsp90 mimo jiné negativné ovliviiuje aktivaci kaspaz, at uz
pfimo nebo nepiimo (* Lanneau et al, 2008). Obecné se da rici, Ze stresové proteiny
reguluji aktivaci a stabilitu mnoha transkripcnich faktorli a kinaz, Gzce souvisejicich
s apoptozou.

Hsp27 napriklad indukuje degradaci inhibitoru I-kBa antiapoptotického NF-xB
faktoru, ¢imz dojde ke zvySeni exprese Bcl-2 antiapoptotickych proteinti a sniZeni miry
apoptdézy (Parcellier et al, 2003).

Hsp90 stabilizuje fosforylovanou kinadzu Akt, ktera nasledné mize fosforylovat
protein Bad a kaspazu-9 a tim inhibovat jejich aktivitu (Cardone et al, 1998).

Hsp27 a Hsp70 dokazi riiznymi mechanismy zabranit uvolnéni cytochromu ¢, Smac a
dalsSich proapoptotickych proteinti z mitochondrie. Hsp70 a Hsp90 mohou vazbou na
Apaf-1 =zabranit navazani Kkaspazy-9 na apoptosom a tim zablokovat vnitini
apoptotickou drahu. Hsp70 je schopny zabranit Stépeni Bid na tBid kaspazou-8 (*
Lanneau et al, 2008).

Naopak Hsp70 je jednim ze tii proteinli (dalsi dva jsou CAS - cellular apoptosis
susceptibility protein a tumor supresivni protein PHAPI), které spoletné usnadiiuji
formaci apoptosomu. MoZnym vysvétlenim je, Ze jeden nebo vice ztéchto proteini
funguji jako nukleotid vyménny faktor usnadnujici vazbu dATP na Apaf-1, ptripadné Ze

spole¢né primo pomahaji skladani apoptosomu (Kim et al, 2008).

3.4. Neproteinové interakce (ionty, nukleotidy,...)

Nejen proteiny, ale i jednodussi molekuly, v nékterych ptripadech dokonce pouhé
ionty, mohou regulovat aktivitu inicia¢nich proapoptotickych kaspaz. Mezi né prislusi

napiiklad zmény v nitrobunécné koncentraci Ca%+, KCl ¢i nukleotidi (viz. nize).
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3.4.1. Vapnik

Ve studii Bao et al. publikované v roce 2007 byl analyzovan vliv chloridu vapenatého
na aktivaci kaspazy-9 apoptosomem a bylo zjisSténo, Ze v pritomnosti Ca2* ionti byla
aktivace kaspazy-9 vyrazné inhibovana. Pri koncentraci 1 pM Ca2* doslo k 35% inhibici
aktivace kaspazy-9 (resp. 20% pri pouziti zkracené verze Apaf-1AC), pti koncentraci 1
mM Ca?* byla inhibice 85%, resp. 95%. Naproti tomu pii kontrolnich
experimentech pritomnost chloridu horec¢natého, resp. chloridu manganatého neméla
zadny negativni efekt a EDTA, chelator Ca2+ iontfi, potlacil negativni efekt 1mM CaCl2
(Bao etal, 2007).

Koncentrace vapniku v bunkich mize béZné dosahnout desitek az stovek
mikromolt. Z toho plyne, Ze za fyziologickych podminek miize vapnik vyrazné ovlivnit
aktivaci kaspazy-9. Bao a dalSi také identifikovali mechanismus vapnikem podminéné
inhibice aktivace kaspazy-9.

Kdyz byl 1 mM CaClz vystaven jiZ sestaveny apoptosom (pripadné miniapoptosom),
k Zadné inhibici aktivity kaspazy-9 nedoslo. Pokud byl ale 1mM CaCl: pridan pied
sestavenim apoptosomu, vyrazné inhiboval aktivaci kaspazy-9 a jeho inhibi¢ni vliv tedy
souvisi s tvorbou apoptosomu. Pomoci dalSich méreni bylo nasledné zjisténo, Ze tento
(ATP za ADP, ale napi. i dADP za ADP) a tim zmény konformace Apafu-1 (Bao et al,
2007).

3.4.2. Draslik

Vjiné studii z roku 2001 autori ukazali, Ze bézna intracelularni koncentrace
draselnych iontli inhibuje oligomeraci Apaf-1, a tim i aktivaci kaspazy-9. Avsak pridani
exogenniho cytochromu c do finalni koncentrace 40 uM potlacilo inhibi¢ni plisobeni 50
mM KCl a umoznilo formovani apoptosomu a aktivaci kaspazy-9. Exogenni cytochrom c
ale nepotlacil inhibi¢ni vliv 150 mM KCI (Cain et al, 2001). Z toho lze odvozovat, Ze K*
ionty slouzi v burce jako obrana proti nechténému spusténi apoptézy po nadhodném
uvolnéni malého mnoZstvi cytochromu c. BéZna intracelularni koncentrace K+ je zhruba
155 mM, avsak v pribéhu apoptdzy poklesne az na zhruba 70 mM (Bortner et al, 1997).
efekt prokazal i pfi nahrazeni draselnych iontii sodnymi. Otevird se tak moznost, Ze
nejde o specificky efekt K+ iontd, jako spi$ o iontovou silu cytosolu. Avsak vzhledem
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k faktu, Ze draselné kationty jsou hlavnimi in vivo intracelularnimi ionty, neméni toto

zjiSténi nic na jejich dilezité regulacni funkci béhem apoptézy (Karki et al, 2007).

3.4.3. Nukleotidy

BéZna cytosolickd koncentrace ATP je zhruba 1-5 mM. Pri experimentech
zkoumajicich tvorbu apoptosomu a aktivaci kaspazy-9 vsak bylo zjiSténo, Ze pfi
fyziologické koncentraci ATP nedochazelo k ispéSné aktivaci kaspazy-9. Naproti tomu,
pokud byla tato koncentrace sniZzena na 0,2-0,3 mM, doSlo k aktivaci kaspazy-9. Dalsi
sniZovani koncentrace vedlo k zastaveni aktivace, coZ znaci, Ze alesponn minimalni
koncentrace ATP je nutna (Chereau et al, 2005).

Toto chovani je zpiisobeno vazbou ATP na prokaspazu-9 za vysokych koncentraci
ATP v buiice. Po permeabilizaci mitochondrialnich membran a uvolnéni cytochromu c je
naruSena funkce mitochondrii, dochazi k ibytku ATP v cytosolu a tim je prokaspaza-9
uvolnéna. Tento mechanismus slouzi jako obrana proti spusténi apoptozy poSkozenim
treba jen jedné mitochondrie a uvolnénim malého urc¢itého mnoZstvi cytochromu c
(Chereau et al, 2005).

Podle jiné studie jsou nukleotidy schopny vazby na cytochrom c diky svému
zapornému naboji a tim je cytochrom c blokovan pro vazbu na Apaf-1 (Chandra et al,
2006).

Zda se, Ze nedostatek ATP taktéZ inhibuje sestfih prokaspazy-9 vazané na
apoptosom ve zralou kaspazu. Presny molekularni princip vSak neni objasnén (Zhang et

al, 2011).
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4., AKTIVACE A REGULACE INICIACNICH KASPAZ
V BUNKACH BEZOBRATLYCH ZIVOCICHU

Aktivace apoptézy je pomérné evolucné konzervovana a diilezita pro zivot
mnohobunécnych organismi a tudiz lze i u bezobratlych Zivocichii identifikovat slozky a
mechanismy, podobné aktivaci apoptézy v lidskych bunikach. Zakladni aktivacni schéma
(proapoptoticky signal zajisti prostfednictvim multiproteinového komplexu aktivaci
iniciacni kaspdazy, ta aktivuje efektorovou kaspazu ¢i kaspazy, které nasledné stépi
dtlezité bunécné proteiny a tim spusti apoptdzu) je stejné napti¢ mnoha ZivociSnymi
druhy. V nasledujicich odstavcich ve stru¢nosti nahlédneme na aktivaci a regulaci
aktivity inicia¢nich kaspaz v nejznaméjsich modelovych bezobratlych organismech -

octomilce a had'atku.

4.1. Drosophila melangoster - Dark, Dronc, DIAP1

Ark (nebo také Dark), tedy protein pribuzny savéimu proteinu Apaf-1 (Apaf-1-
related killer), vykazuje vysokou strukturni i funkcni podobnost s Apaf-1. Za pritomnosti
dATP tvori v bunikach oktamericky apoptosom. Na rozdil od Apaf-1 ke své aktivaci
nepotiebuje cytochrom c a také striktné vyzaduje pouze dATP, nikoliv ATP (Yu et al,
2006). Dark ma velmi nizkou ATPazovou aktivitu. Je tedy nepravdépodobné, Ze nékdy
dojde k rozStépeni navazaného dATP.

Dalsi odlisSnosti od lidského apoptosomu ¢i apoptosomu v C. elegans je, Ze u
Drosophily se CARD domény vazi z boku na své NBD a tvofi tak jakousi Sirokou korunu
nad centralni diskem (Yuan et al, 2011b).

Stejné jako v lidskych burnikach se na CARD vaze inicia¢ni kaspaza (Dronc), ktera je
touto vazbou aktivovana. Pri strukturnich studiich bylo zjiSténo, Ze apoptosom D.
melangoster nékdy spontanné zformuje dvojity kruhovy utvar (dva klasické apoptosomy
spojené nad sebou pomoci svych CARD domén) jako diisledek nepfitomnosti Dronc
v cytosolu. Predpoklada se, Ze jednoduchy a dvojity apoptosom se v burice vyskytuji
v dynamické rovnovaze v zavislosti na koncentraci Dronc (Yuan et al, 2011b).

Vzhledem Kk omezenym regulacnim mechanismim pro skladdani apoptosomu a
aktivaci Dronc u Drosophily se predpoklada, Ze vyraznou roli zde hraji IAPs, predevsim

DIAP1. Vazba DIAP1 (E3 ligaza) na prodoménu Dronc pusobi jednak inhibi¢né, jednak
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iniciuje ubiquitinaci a naslednou degradaci Dronc a zabranuje tak jeho aktivaci (Lee et
al, 2011). Velmi vyznamnymi regulatory DIAP1 jsou homology lidského proteinu
Smac/DIABLO, proteiny Reaper, Hid a Grim. Ty obstaraji vytésnéni Dronc z vazebného
mista na DIAP1 a dochazi tak k uvolnéni Dronc (Chai et al, 2003). Dale tyto proteiny
zprostredkovavaji autoubiquitinaci a degradaci DIAP1 (Yoo et al, 2002).

Ulohou aktivované kaspazy Dronc je aktivace efektorovych kaspaz Drice a Dcp-1.
DIAP1 taktéZ inhibuje aktivitu efektorovych kaspaz.

Ackoli bylo v Drosophile objeveno celkem 7 kaspaz, zda se, Ze zbylé 4 (Dredd, Strica,
Decay a Damm) nehraji v apoptéze vyraznou roli (Kornbluth & White, 2005).

4.2. Caenorhabditis elegans - CED-4, CED-3

U had’atka mizZeme téz nalézt podobny princip aktivace inicia¢ni kaspazy, jako u
lidské kaspazy-9 a Dronc. Homologem kaspazy-9 je vtomto pripadé kaspaza CED-3
(cell-death abnormal), kterd je zaroven jedinou kaspazou vyskytujici se u hlistic,
homologem Apaf-1 je CED-4.

Predpoklada se, Ze pri syntéze monomeru CED-4 se na tento protein ihned vaze
nukleotid, ktery je v danou chvili v burice v nadbytku. Je-li timto nukleotidem difosfat,
dochazi nasledné k jeho zdméné za ATP, coZ vede k tvorbé tzv. lateralniho dimeru (*
Yuan & Akey, 2013). V tomto dimeru nejsou oba monomery zcela rovnocenné a dimer
tedy vykazuje asymetrii. Pouze monomer CED-4a primo interaguje s CED-9 (homolog
Bcl-2 proteinti), odlisna je i poloha CARD domény v jednotlivych monomerech. V obou
monomerech je jizZ navazan ATP (nikoliv dATP), pro nasledné skladani apoptosomu tedy
neni nutnd vymeéna nukleotidi (Qi et al, 2010).

ProtoZe CED-4 neobsahuje regula¢ni oblast WD40 (viz. Obr. 3), je regulace jeho
oligomerace zajiSténa mitochondridlné vazanym proteinem CED-9. Ten se vaze na
lateralni dimer CED-4 a zabranuje jeho zaclenéni do apoptosomu (Yan et al, 2005).

Pro uvolnéni CED-4 z (CED-4)2:CED-9 komplexu je nutny protein EGL-1 (egg-laying
defective), ¢len rodiny BH3-pouze proteinti a inhibitor proteinu CED-9. Vazba EGL-1 na
CED-9 vede k alosterickému naruseni vazeb v komplexu (CED-4)2:CED-9 a naslednému
oddéleni molekul CED-4 a CED-9 (Yan et al, 2005).

Apoptosom z Caenorhabditis elegans je trychtyrovitého tvaru, oktamericky, tvoreny

osmi monomery (tedy ¢tyfmi dimery) CED-4 a vykazuje pouze 4-Cetnou symetrii, jelikoZ
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jeho CARD domény tvori 2 tetramerické kruhy navrSené na sobé. Ve spodnim A-kruhu
tvori spojky mezi CARDs a nukleotid vazajicimi doménami (NBDs) a-helixy, stejné jako
v A monomeru lateralniho dimeru CED-4. Naproti tomu ve vrchnim B-kruhu jsou tyto

spojky relaxovany (* Yuan & Akey, 2013).

Obr. 11: Struktura CED-4 apoptosomu (pi‘evzato z Qi et al, 2010)
A - pohled na oktamericky CED-4 apoptosom (zleva vrchni, bo¢ni a spodni pohled)

B - ez apoptosomem skrz centralni osu - dobte patrny trychtyrovity tvar

C - teplotni faktor jednotlivych ¢asti apoptosomu - patrny vysoky teplotni faktor (¢i B faktor)
CARD domén (znacici jejich vysokou flexibilitu)

CED-3 se v burikach vyskytuje prevazné jako monomer. Na CED-4 apoptosom se vazi
pouze 2 molekuly CED-3 (Qi et al, 2010) prostiednictvim svych L2” smycek. Dlivodem je
omezena velikost vazebného mista na apoptosomu odpovidajici pravé velikosti dvou
monomerd CED-3 (Huang et al, 2013). Stejné jako u kaspazy-9 zajistuje apoptosom jak
autoproteolytické zpracovani CED-3, tak tvorbou holoenzymu posiluje jeji proteazovou

aktivitu (Huang et al, 2013; Yan et al, 2005).
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5. ZAVER

Iniciacni kaspazy jsou proteazy esencialni pro aktivaci kanonické apoptotické

v

signalizace, jejichZ struktura a funkce je konzervovana napri¢ ZivociSnymi druhy. Na
kaspazach zavisla apoptoza je pak esencialnim procesem jak pro embryogenezi, tak i pro
udrzovani spravné funkce organismu. Dysregulace aktivity iniciacnich a efektorovych
kaspaz muze vést k mnoha zdvaznym onemocnénim, jako naptiklad k rakoviné (détsky
neuroblastom), neurodegenerativnim onemocnénim (Alzheimerova choroba) ¢i
autoimunitnim chorobam.

Jak iniciacni, tak i efektorové kaspazy jsou v buiice produkovany jako neaktivni
zymogeny, avsak inicia¢ni kaspazy ke své aktivaci vyzaduji dalsi adaptorové proteiny,
resp. proteinové komplexy sloZené z jednoho ci vice rliznych proteint. Témito komplexy
jsou piredevsim DISC pro kaspazy-8 a -10, apoptosom pro kapazu-9 a PIDDosom pro
kaspazu-2.

e

V bunice existuji dvé hlavni apoptotické drahy, vnitfni, spousténa bunécénym
stresem, v jejiZ aktivaci se uplatnuje predevsim kaspaza-9, pripadné kaspaza-2, a vnéjsi,
iniciovana vazbou ligandli smrti na receptory smrti, jejiz spusténi zajistuje predevsim
kaspaza-8. Obé drahy podléhaji znacnému mnozstvi regulacnich mechanismt, mezi néz
patii vazba specifickych inhibitori na nékterou z komponent aktivacnich komplexi,
pripadné primo na danou (pro)kaspazu, posttranslani modifikace kaspaz ¢i nékterého
z aktivacnich proteing, inhibice aktivace kaspaz v dlisledku nedostatecné (nebo naopak
prili§ vysoké) koncentrace nékteré ze slozek cytosolu ¢i indukce exprese pro- nebo
antiapoptotickych proteini.

Navzdory velkému mnozstvi informaci, doposud ziskanych o aktivaci a regulaci
aktivity iniciacnich kaspdz a prabéhu apoptézy, zlstdvd mnoho otdzek zatim
nezodpovézenych. PredevSim ziistdvaji neobjasnény detailni molekuldrni principy
nékterych meziproteinovych interakci. Naptiklad neni znadmo, jak presné dochazi
k aktivaci kaspazy-9 na apoptosomu. Dale dosud neni jasné, do jaké miry jsou kaspazy-8
a -10 vzajemné zastupné. Rouskou tajemstvi je ¢astecné stdle zahalena funkce kaspazy-
2, stejné tak jako moZny alternativni princip jeji aktivace.

Za laboratornich in vitro podminek se lze jen stéZi adekvatné pribliZit podminkam
panujicim v butice jako soucasti organismu a tak vysledky ziskané in vitro nemusi vzdy

zcela odpovidat situaci in vivo. Diisledkem toho je, Ze rizné studie, zabyvajici se stejnym
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tématem, si mohou vzajemné protifecit. Z tohoto diivodu jsou také in vivo modely
(obratlovci i bezobratli), zejména jejich cilené genové delece ¢i mutace, nezbytnou
soucasti a potvrzenim ¢i korekci vysledki z in vitro pokust.

Soucasny trend ve studiu kaspaz a programované bunécné smrti je neodmyslitelné
spjat s moznym terapeutickym vyuzitim téchto mechanismd. Bylo jiZ napiiklad vyvinuto
mnoho syntetickych inhibitorti pro rtizné proteiny ucastnici se kaspazové kaskady,
z nichz nékteré vedou k potlaceni, jiné k hyperaktivaci apoptézy. Existuji také umélé
ligandy smrti, vaZici se na receptory smrti a indukujici tak vznik apoptézy napft.
v nadorovych bunkach. Rozlicné potenciondlni 1é¢ebné metody zaloZené na apoptédze

jsou v riznych fazich klinickych testt.
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