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ABSTRAKT

Kaspazy zajist'uji v organismech protizanétlivé, apoptotické, ale také vyvojové procesy.
Jedna se o enzymy se Sirokou plisobnosti ve v§ech butikach. Pokud vSak dojde k naruSenti jejich
spravné funkce, mize dochdzet k riznym patogennim stavim. Od 90. let jsou kaspazy
zajimavym tématem pro védce, nebot’ jejich pfimd spojitost se spousténim apoptotickych
procesti je nadéjnou moznosti terapie chorob, které s apoptézou souvisi, jako je naptiklad
rakovina, neurodegenerativni onemocnéni, ale také srdecni ischemie ¢i diabetes. Kaskada
apoptotickych procest je fizena praveé zminénymi kaspazami, které se nachazi v tzv. kaspazové
kaskadé. Pokud dojde ke spusténi kaskady v buiice, déje se tak kviili pfitomnému signalu
,hebezpeci®, ktery vsak mize byt velmi rizny. NejzndméjSimi spoustéci apoptotické kaskady
jsou napt. aktivovany receptor Fas a ligand FasL, cytochrom c pfitomny v cytoplazmé,
nevyrovnané mnozstvi IAPs v buiice, poskozend DNA, a mnoho dalSich. Po pfijmuti signalu,
efektorové kaspazy. Kaspaza-3, kaspaza-6 a kaspdza-7 §tépi mnohé substraty, ¢imz propaguji
apoptozu. Kaspaza-3 je tedy efektorovym enzymem zodpovédnym za samotné provedeni
apoptozy.

Vlastnosti kaspazy-3 nejsou ale pouze jen apoptotické, podili se také na proliferaci,
regeneraci i diferenciaci bunék. Kaspdza-3 a jeji inhibitory lze vyuzit k potlaceni ¢i 1écbé

nemoci souvisejici s apoptozou.

Klic¢ova slova: kaspaza-3, apoptdza, proliferace, rakovina, neurodegenerativni onemocnéni



ABSTRACT
Caspases provide anti-inflammatory, apoptotic and developmental processes in organisms.
They are enzymes with a wide range of activities in all cells, and various pathogeneses can
occur if their proper function is disturbed. Since the 1990s, caspases have been a topic of interest
for scientists, as their direct link to the triggering of apoptotic processes is a promising
possibility for the therapy of diseases related to apoptosis, such as cancer, neurodegenerative
diseases, but also cardiac ischemia and diabetes. The cascade of apoptotic processes
is controlled by the aforementioned caspases, which are located in the caspase cascade. When
the cascade is triggered in a cell, it is due to the presence of a "danger" signal, which can be
very different. The most well-known triggers of the apoptotic cascade include activated Fas
receptor and FasL ligand, cytochrome c present in the cytoplasm, an imbalance of IAPs in the
cell, damaged DNA, and many others. Upon receipt of a signal, initiator caspase-2, caspase-8,
and caspase-9 are activated, which in turn activate effector caspases-3, caspase-6, and caspase-
7, cleaving many substrates to promote apoptosis. Thus, caspase-3 is the effector enzyme
responsible for the actual execution of apoptosis.

However, caspase-3 properties are not only apoptotic, it is also involved in cell
proliferation, regeneration and differentiation. Caspase-3 and its inhibitors can be used to

suppress or treat apoptosis-related diseases.

Key words: caspase-3, apoptosis, proliferation, cancer, neurodegenerative disease
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SEZNAM ZKRATEK

Al Amyloid beta

Apaf-1 Apoptotic protease activating factor- 1
APP Amyloid precursor protein

Ala, A Alanin

Arg, R Arginin

Asn, N Asparagin

Asp, D Kyselina asparagova

Bax Bcl-2 associated X protein

Bcl-2 B-cell lymphoma 2

Bid BH3-interacting domain death antagonist
CAD Caspase-activated deoxyribonuclease
CARD Caspase activating recruiting domain
Cys, C Cystein

DD Death domain

DED Death effector domain

DISC Death inducing signalling complex
FADD Fas-associated death domain

FasL Fas ligand

FasR Fas receptor

Gln, Q Glutamin

Glu, E Kyselina glutamova

Gly, G Glycin

His, H Histidin

HTT Huntigtin gen

IAP Inhibitor of apoptosis

ICAD Inhibitor CAD

MOMP Mitochondria outer membrane permeabilization



Phe, F
Ser, S
Smac
tBid
Thr, T

TNF

Tyr, Y
Val, V
XIAP

Fenylalanin
Serin

Second mitochondria-derived activator of caspases
Truncated Bid
Threonin

Tumor necrosis factor
Tyrosin

Valin

X- linked IAP



1. UVOD

Apoptoza je dilezitou a nedilnou soucasti vSech organismi. Jednd se o regulacni
mechanismus, ktery zamezuje pieziti poSkozené, infikované a patogenni bunky, ale je také
naprosto  klicovym procesem vyvoje télnich dutin, organli, nervové soustavy
(Gliicksmann, 1951), koncetin (Macias et al., 1997), diferenciace bun¢k a regulace poctu bunék
(Voss & Strasser, 2020). Prvni definice apoptdzy popisovala morfologické zmény bunék
prochazejicich apoptozou, které byly odliSitelné od nekrotickych bunék (Kerr et al., 1972).
Jedna se pfedevSim o kondenzaci chromatinu, zmenSeni objemu bunky, degradaci bunééného
cytoskeletu a nasledné tvorby apoptotickych télisek.

Proces apoptdzy je prisné regulovan a pokud dojde k jakémukoli naruSeni, dochazi k rozvoji
patogennich stavi. Hlavnimi regulatory apoptézy jsou piedevSim kaspazy, proteiny
rodiny Bcl-2 a IAPs. Abnormalni regulace apoptézy muze vést k nespravnému vyvoji bunék,
tvorbé rakoviny a autoimunitnich ¢i neurodegenerativnich onemocnéni. Jednotlivé mechanismy
spusténi apoptézy budou vysvétleny v této praci v souvislosti s kaspazou- 3, nebot” se jedna
o klicovy enzym vyskytujici se v kaspazové kaskade, kterd stoji na zacatku apoptdzy. Tento
proces zaniku bun¢k mtize byt vyvolan mnohymi faktory. Vnitinimi signaly, jako napiiklad
detekce poskozené a fragmentované DNA, vyskyt cytochromu ¢ v cytoplazmé anebo vnéjSimi,
interakci TNF receptort s jejich ligandy. Ve vSech zminénych ptipadech dojde v bunkéach
k naruSeni homeostazy, tj. stability vnitiniho prostfedi a za normdlnich okolnosti je burka
degradovana.

Jelikoz je rakovina jednou z nejcastéjSich pficin umrti na svété, mnoho védcii se snazi
o nalezeni efektivni metody 1écby. Dle predikce Sung et al. (2021) lze v roce 2040 ocekavat
pfes 28 milionli novych piipadt rakoviny. Je tedy pochopitelné, Ze snaha objevovat pfesné
a ucinné metody 1éCby je velka. Z diivodu kli¢ové role kaspazy-3 v apoptoze je cileno pii 1é¢be
na aktivaci 1 inhibici tohoto enzymu.

Cilem této prace je shrnout poznatky o enzymu, ktery je hlavnim spoustééem apoptotickych

procest v bunikdch a je také zodpovédny za spravny vyvoj mnoha tkéni.



2. KASPAZY

Kaspazy jsou rodina enzymil se schopnosti endoproteasového Stépeni, tj. pferuseni
peptidovych vazeb uvnitf substratu (Cade & Clark, 2015). Prvnim objevenym genem
souvisejicim s apoptozou byl ced-3 Caenorhabditis elegans (Ellis & Horvitz, 1986), jehoz
homologem u savct je ICE. Nazev genu byl odvozen z anglického ,,interleukin-1-8 converting
enzyme* a nyni je oznaovan jako kaspaza-1. Dodnes bylo u ¢lovéka identifikovano celkem
12 kaspaz (Eckhart et al., 2008).

Kaspazy jsou evolu¢né konzervované a jejich struktura i mechanismus aktivity je napfic
zastupci stejny (Sakamaki & Satou, 2009). Sviij anglicky nazev ,,caspase ziskaly odvozenim
od jejich struktury aktivniho mista, které obsahuje nukleofilni cystein- ,,¢*, dale podle jejich
charakteristického Sté€peni za tetrapeptidovym motivem s molekulou aspartatu- ,,asp* a faktu,

ze se jedna o protedzy ,,protease* (Alnemri et al., 1996).

2.1.  Struktura

Kaspazy jsou v bunkach syntetizovany nejprve ve form¢ neaktivniho zymogenu, tvz.
prokaspazy. Skladaji se z velké podjednotky, malé podjednotky a N-koncové prodomény
(Shi, 2002). Velké podjednotka zprostredkovava proteolyzu, zatimco mala podjednotka tvori
oblast pro vazbu substratu. Podjednotky jsou spojeny linkerem, ktery udrzuje prokaspazy
v neaktivni formé, nebot’ konformace pfi spojeni podjednotek neni vhodnd pro navézani
substratu. Prodomény, liSici se délkou a slozenim, urcuji funk¢ni vlastnosti kaspaz, podle
kterych je miizeme roztidit do dvou zakladnich skupin, na zanétlivé a apoptotické (Obr. €. 1)
(Mcllwain et al., 2013). Jedinou vyjimkou ztohoto rozdéleni je kaspéaza-14, kterd tidi
diferenciaci keratinocyttl (Denecker et al., 2007).

Sekundarni struktura monomeru kaspaz je tvotena ze 6 B-listii a 5 a-helixi, které spojuji
4 smycky (loops), tvofici oblast pro vazbu substratu. Tento motiv je konzervovan napfi¢
kaspazami. Smycky jsou oznaCovany pismenem L a Cislem 1-4. V mist¢ L2 se nachazi
katalyticky cystein (Obr. €. 1), ktery slouzi jako nukleofil zprostiedkovavajici hydrolyzu vazby
substratu (Stennicke & Salvesen, 1999).

Skrze prodomény, CARD ¢i DED, dochazi k provazani kaspaz s adaptorovymi
molekulami a tvorb€ makromolekularnich proteinovych struktur. Zanétlivé kaspazy-1,
kaspaza-4, kaspaza-5, kaspaza-12 obsahuji CARD doménu (Martinon et al., 2002). V piipadé
aktivace imunitni odpovédi CARD domény umozni pfipojeni kaspaz ke CARD doménam

inflamasomu (Xu et al., 2021). Apoptotické kaspdzy jsou dale déleny podle pozice v kaskadé
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a efektorové kaspazy, které spousti apoptozu. Lisi se délkou i1 typem N-koncové prodomény.
Efektorova kaspaza-3, kaspaza-6, kaspaza-7 nemaji doménu s funkénim motivem, ale pouze
kratky  peptid, zatimco  iniciatni  kaspazy mohou mit CARD  doménu

(kaspaza-8, kaspaza-10), anebo DED doménu (kaspaza-2, kaspaza-9) (Nicholson, 1999).
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Obrazek ¢. 1- Rozdéleni kaspaz dle funkci- kaspazy apoptotické iniciacni (-2, -8, -9, -10) a efektorové
(-3, -6, -7) zanétlivé (-1, -4, -5, -11, -12, -13) a kaspaza-14 (zodpovédna za diferenciaci keratinocyti.
Grafické zobrazeni rozliSuje DED a CARD prodomény, velkou (p20) a malou (p10) podjednotku,
$ipkou misto, kde dochazi k proteolyze linkeru a domény. Cervenou barvou je oznaéen cystein, ktery se
nachazi na L2. Pfevzato z Shi (2002).

Inicia¢ni prokaspazy jsou syntetizovany jako monomery a k jejich aktivaci je nutna
dimerizace, ktera je zajiSténa autokatalyticky, nebo vytvofenim makromolekularniho komplexu
s dalsimi proteiny (apoptosom, inflamasom, DISC). Iniciacni kaspdzy v komplexu rychleji
oligomeruji a jsou schopné aktivovat kaspazy vyskytujici se v kaskddé¢ pod nimi
(Rodriguez & Lazebnik, 1999).

Efektorové prokaspazy jsou stabilni dimery, jejichZz podjednotky jsou spojeny a aby
byly funk¢ni, je nutné odstépit linker mezi nimi. OdStépenim linkeru dochazi ke zméné
konformace prokaspazy a vytvotfeni novych vazeb mezi L2, L2 a L4, které stabilizuji aktivni
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misto (Chai et al., 2001). K pferuseni proteinu dochazi v konkrétnich mistech s obsahem
aminokyseliny Asp (Obr. ¢.1). Po odstépeni linkeru a zmén¢ konformace se efektorové kaspazy
méni v aktivni. Vytvofi se tak homodimer, ktery je slozen ze dvou monomerii. Kazdy monomer
je slozen z velké (a) a malé (B) podjednotky. Souhrnné lze dimer oznalovat opp o
(Bose & Clark, 2001).

V misté rozpoznavani substratu se nachdzi Ctyfi specifickd mista pro vazbu
aminokyselin, ktera v ptipad¢ lokace na N-konci oznacujeme S1, S2, S3, S4 a od C-konce je
oznacujeme jako S1°, S2°, S3°, S4°. Toto neplati pouze pro kaspazu-2, ktera obsahuje jedno
specifické misto navic, S5 a S5°. Do téchto mist se vaZzou mista substratu, ozna¢ovana na
N-konci P1, P2, P3, P4 a na C-konci P17, P2°, P3", P4", piipadné i P5 a P5* (Obr. €. 2). ’gtépeni
peptidové vazby probiha v oblasti P1-P1°. S1 misto je tvofeno aminokyselinami Argl79,
Glu283, Arg341, interagujicimi s Asp, ktery je na P1 pozici striktné vyZzadovan. S2 oblast tvorti
hydrofobni aminokyseliny a pouze hydrofobnim aminokyselinam na pozici P2 umozni vazbu.
S3 je tvofeno Arg, ktery urcuje preferencéni vazbu s Glu na P3 (Chéreau et al., 2003). S4 misto
obsahuje aromatické aminokyseliny, jako je tryptofan zajiSt'ujici preferencni navazani Asp na
P4, nebot’ pfitomnost aromatické aminokyseliny zmensuje zlabek pro vazbu, do kterého dobie

zapada Asp (Fuentes- Prior & Salvesen, 2004).

Obrazek ¢. 2- A) Grafické znazornéni aktivniho mista kaspaz. Fialové- S oblasti znac¢i mista na enzymu
a zelené- P urcuji aminokyseliny substratu. B) Tabulka preferencnich sekvenci substrata.
Pievzato z Poreba et al. (2013).



2.2. Mechanismus §tépeni vazeb

Diky ptitomnosti katalytickych molekul histidinu a cysteinu dochédzi v substratu
k hydrolyze peptidové vazby. Kaspazy obsahuji dvé aktivni mista rozpoznavajici specificky
tetrapeptidovy motiv obsahujici na P1 misté¢ vzdy molekulu aspartatu (Chéreau et al., 2003).
Na ostatnich pozicich se mohou vyskytovat riizné kombinace aminokyselin, nicméné pro
kazdou variantu maji kaspazy svou preferencni vazebnost (Nicholson, 1999).

Prvnim krokem §tépeni je pifeména peptidové vazby substratu ze standardni triagonalni
na tetrahedralni strukturu. Dochazi k tomu nukleofilnim atakem histidinu, nebot” se chova jako
baze a odebira proton z cysteinu. Po deprotonaci se cystein stdva nukleofilem, ktery bude
reagovat s peptidovou vazbou substratu, a nasledné¢ vytvoii se substratem tetrahedralni
komplex. Tento meziprodukt ozna¢ovany jako I1, je stabilizovan vazbami kysliku a NH2 skupin
s nimiz tvoii oxyanionovou diru snizujici potfebnou aktivacni energii reakce (Miscione et al.,
2010). Déle dochézi k protonaci NH2-R skupiny a k jejimu uvolnéni (Obr. €. 3- a) V druhé fazi
reakce dochdzi k nukleofilnimu ataku karbonylové vazby molekulou vody, ktera odevzdala
jeden proton a-N histidinu. Po §tépeni dvojné vazby vznika druhy meziprodukt I12. Protonaci
sulfatové skupiny meziproduktu 12 dochazi k pteruseni vazby spojujici acylenzym, k uvolnéni

samotného enzymu a finalniho produktu (Obr. €. 3- b) (Sulpizi et al., 2003).
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Obrazek ¢. 3- Reak¢éni mechanismus kaspaz. Prvni ¢ast (a) zobrazuje nukleofilni atak enzymu, tvorbu
prvniho meziproduktu a uvolnéni NH>-R skupiny. V druhé fazi (b) dochazi k vytvoteni druhého
meziproduktu a naslednému uvolnéni enzymu a Stépeného substratu. Prevzato z Sulpizi et al. (2003).



Aktivita kaspaz se li$i v zavislosti na faktorech prostredi ¢i sekvence substratli a je rizna
mezi jednotlivymi zastupci. Kaspdzy jsou schopné udrzet si svou aktivitu v rozmezi

pH 6,8- 7,2 (Stennicke & Salvesen, 1997).

2.3.  Substraty

Po aktivaci inicianich kaspdz dochazi k proteolyze efektorovych kaspaz,
zodpovédnych za Stépeni Sirokého spektra substrati udrzujicich stabilitu DNA. Dodnes jich
bylo identifikovano pies 1000, nicméné kazd4 kaspaza §$té€pi rtizné proteiny a ma své
preferencni substraty. Podminkou aktivity kaspdz je vyskyt Asp na P4 misté substratu
(Obr. €. 2). Neni to vSak 100% zajisténi Stépeni, nebot’ i na pozici P1" musi byt ideélni zastupci,
vhodnymi skupinami jsou Gly, Ala, Thr, Ser, Asn (Stennicke et al., 2000). Jednotlivé kaspazy
se li$1 v poctu substratd a zaroven mohou byt nékteré substraty rozpoznavany vicero kaspazami.
Naptiklad kaspaza-3 a kaspédza-7 jsou vysoce homologni a jejich cilové proteiny jsou mnohdy
stejné (Pereira & Song, 2008). Po Stépeni substratu mize dochéazet k ziskani funkce (tzv. gain
of function), anebo ve vétSin¢ piipadi ke ztraté¢ funkce (tzv. loss of funtion).

Degradaci téchto proteinii dochazi k propagaci apoptozy vlivem jejich funkci a aktivit.
Diisledkem jsou morfologické a biochemické zmény (,,find me* signaly) pozorované
v apoptotickych bunikéch (Coleman et al., 2001; Povea-Cabello et al., 2017). Substraty kaspaz
jsou nejcastéji proteiny s funkci udrzeni morfologické stability v bunce, ale také genetické
stability.

Cilem kaspazové aktivity jsou dale laminy, cytoskeletarni proteiny, spektriny, protein
kinasa B- Akt, gelsolin (Kothakota et al., 1997), myofibrilarni proteiny, adhezni molekuly,
enzymy, flipdzy a mnoho dalSich. Nejvice substratl bylo identifikovano pro kaspazu-3, ktera
je schopna §tépit stovky riznych proteinil i substraty ostatnich kaspaz (Julien & Wells, 2017).
Studie substrati (Araya et al., 2021) odhalila skutecnost, ze kaspaza-9 nema pouze schopnost
aktivace efektorovych kaspéaz, ale Stépi také proteiny nutné k propagaci apoptdzy, jako je
napiiklad RECQLS- DNA helikdza ¢i topoizomeraza II. Inicia¢ni kaspazy nemaji tedy pouze
aktivacni funkci efektorovych kaspaz.

Dalsim substratem kaspaz je proapoptoticky protein Bid, Stépeny kaspazou-8 na tBid.
Protein tBid je pfimym spousStéCem vnitini mitochondridlni apoptdzy, nebot’ jeho funkci je
aktivace proteinii Bax a Bak (viz kapitola 4.1).

JiZz v ivodu byly popsany souvislosti kaspaz a jejich substratii s neurodegenerativnimi
onemocnénimi, je proto logické, ze i kliové proteiny jako Huntingtin, APP ¢i preseniliny

budou cilem kaspaz (Gervais et al., 1999).



3. KASPAZA-3

Neaktivni forma kaspazy-3, tzv. prokaspaza-3, je za standardnich podminek (pH~ 7)
stabilni dimer. Pokud by vSak pH v cytosolu kleslo na hodnotu 4, az 90 % dimert bude
disociovat na monomery (Bose & Clark, 2005). Kazdy monomer je sloZen z 277 aminokyselin
(Fuentes-Prior & Salvesen, 2004).

Prodoména, kterd bude pozd¢ji odStépena, se sklada ptiblizné z 20-30 aminokyselin a je na
rozdil od prodomén aktivacnich kaspaz, slozenych az z90 aminokyselin, krat$i. Velka
podjednotka prokaspazy-3, kterd je oznacovana p20, se vyskytuje na N-konci enzymu a je
tvofena ze 175 aminokyselin a po proteolyze je oznaovana jako p17 (Han et al., 1997). Mala
podjednotka p12, na C-konci enzymu, se skladd ze 102 aminokyselin. K tomu, aby se
z prokaspazy-3 stal funk¢éni enzym, musi dojit ke St€peni linkeru mezi podjednotkami, k ¢emuz
dochazi na pozici Aspl75 mezi B-4 a B-5 listy (Adams & Cory, 2002). Po Stépeni linkeru
dochazi ke zméné konformace enzymu a zpfistupnéni aktivniho mista, které je tvotfeno
L smyckami. L1 ve spolupréci s L4 tvofi strany zlabku, L3 tvoii spodni Cést a katalyticky
nukleofil nese L2 (Feeney et al., 2006). Zménou konformace je rotace L2" smycky o 180°, ktera
vede k vytvofeni novych vazeb mezi L2°, L2 a L4, ¢imZ se stabilizuje aktivni konformace
enzymu (Chai et al., 2001). Druhym krokem je odstépeni prodomény na pozicich Asp9
a Asp28. Dochazi tak ke zrychleni aktivace enzymu, nicmén¢ kaspaza-3 je funk¢ni i bez tohoto
kroku (Meergans et al., 2000). Tento proces je zajistén aktivitou inicia¢nich kaspdz v ramci
vnitini ¢i vnéjsi aktivace apoptdzy.

Aktivni kaspaza-3 je homodimer s hmotnosti 32 kDa, skladajici se ze dvou identickych
monomertd. Kazdy monomer se sklada zvelké podjednotky pl7 a malé podjednotky
pl2 (Obr. ¢. 4) (Ponder & Boise, 2019). Velké podjednotka nese katalytické aminokyseliny,
zatimco mald podjednotka slouzi k vazbé substratu (Pop et al., 2003). Nukleofilnimi
molekulami zajist'ujici proteolyzu peptidové vazby substratu jsou Cys163 a His121, nachazejici

se na velké podjednotce (Sulpizi et al., 2003).



p17 pi12

Obrazek €. 4- Struktura kaspazy-3 s navazanym inhibitorem (oznacen zluté). Velké podjednotky p17
jsou oznaCeny modie a zelen¢, malé podjednotky pl2 jsou oznaCeny cervené a ruzove.
Prevzato z Chang & Yang (2000).

Oblast S1, kde dochazi k nejvyrazné€jsi vazbé substratu, se sklada ze sekvence aminokyselin
Arg64, GInl61, Arg207, které tvoii hluboky Zldbek idealn¢ velky pro Asp Pl
(Stennicke & Salvesen, 1998). Oblast S2 se sklada z hydrofobnich aminokyselin Tyr204,
Trp206 a Phe256, které¢ tvofi pouze malé misto pro substrat. Na pozici P2 budou tedy
preferovany malé aminokyseliny Ala ¢i Val. Oblast S3 obsahuje Ser209 a Arg207, tvofici vazbu
s P3- preferencné Glu. Oblast S4 kaspazy-3 je tvofena aromatickym Trp214, zmenSujici
velikost Zlabku a tvofici idealni misto pro vazbu Asp. Dale také interaguje s Phe250 a Asn208,
které vazi molekuly vody, nutné k proteolytické aktivité (Chéreau et al., 2003).

Motiv rozpoznavané sekvence substrati je u kaspazy-3 DEVD. Vyzkum vSak prokazal,
ze kaspaza-3 je schopna degradovat i substraty ostatnich kaspaz (McStay et al., 2008).

Jednim z téchto substrati je ICAD (DFF40) -inhibitor kaspazou aktivované DNAsy.
Pted proteolyzou je CAD (DFF45) nekovalentné spojena s inhibitorem, jejichz vazbou
je zajisténa neaktivita nukledzy. Kaspaza-3 cili na ICAD, narusi sekvenci v mistech
DETD117*S a DEVD224*T, ¢imz uvolni CAD a umozni jeji dimeraci. Po aktivaci je CAD
odpovédna za fragmentaci DNA, coz vede k dalsi propagaci apoptoézy (Sakahira et al., 1998).
CAD je zodpovédna za dvouvlaknové zlomy v DNA a kondenzaci chromatinu (Enari et al.,

1998).



Poly (ADP- rib6za) polymeraza- PARP, je dal§im enzymem $tépenym v apoptoze, jehoz
funkci je ligace zlomti na DNA. Pokud je PARP stépen kaspazou-3, v mist¢ DEVD214*,
prichazi o svou funkci a v bunice nedochazi k opravam DNA (Lazebnik et al., 1994).

Dalsim cilem kaspazy-3 je také cytoskelet buiikky (Gourlay et al., 2004). Protein gelsolin
je jednim z hlavnich aktin-vazajicich proteinti, zavislych na Ca?" iontech. St&peni probiha
v mist¢ DQTD352*G (Kamada et al., 1998) a dochazi tak k zakulaceni buiiky vlivem rozpadu
aktinovych filament (Kothakota et al., 1997). Dal§im enzymem ovliviiujici rozpad cytoskeletu
je ROCK-1 kinaza (Rho asociovana coiled coil kindza), kterd fosforyluje lehky fetézec myosinu
a indukuje vytvoreni aktin-myosin kontraktilniho prstence. Kaspaza-3 cili také na intermedialni
filamenta (Byun et al., 2001). Substraty Stépené kaspazami ptispivaji k propagaci apoptdzy
vytvarenim apoptotického fenotypu a produkci ,,eat me* signalli, jako je naptiklad translokace

fosfatidylserinu na vnéjsi povrch bunééné membrany pomoci flipazy (Ravichandran, 2010).

Inhibitory kaspazy-3

K inhibici kaspdzy-3 jsou vyuzivany molekuly vazajici se do aktivniho mista enzymu,
nebo inhibitory alosterické, schopné vazby mimo aktivni misto. Alosterické molekuly
interaguji s molekulou Cys, tvofi disulfidickou vazbu a tim dojde ke zméné konformace
enzymu. Zménou konformace dochéazi k zablokovani aktivniho mista a enzym je pak neaktivni.
Inhibitory mohou byt pfirodni ¢i syntetické, zaroven reversibilni a ireversibilni.

IAPs molekuly se v bunce vyskytuji pfirozené a jejich vazba zamezuje spusténi
apoptozy. Obsahuji 3 BIR domény (bakulovirové IAP repetice), které zprostiedkovavaji
interakci mezi proteiny. NejucinnéjSim inhibitorem kaspdzy-3, kaspazy-7, a kaspdzy-9
je XIAP. Tento inhibitor obsahuje také UBA doménu vazajici ubiquitin a RING doménu, ktera
disponuje ligdzovou aktivitou, ¢imz katalyzuje degradaci aktivni kaspazy-3 a kaspazy-9
(Scott et al., 2005). Doménami BIR2 inhibuje kaspazu-3 a BIR3 inhibuje kaspazu-9 (Silke,
2001).

Syntetické ortosterické inhibitory se vazi do aktivniho mista substratu. Jejich struktura
byva rozdélovéana do tii ¢asti. Prvni ¢ast- N-koncovy Asp na pozici P4, prostfedni ¢asti jsou
dva peptidy a posledni Casti- P1 je elektrofilni skupina, kterd inaktivuje katalyticky cystein
jejich vazbou (Drag & Salvesen, 2010). Elektrofilni skupinou mohou byt aldehydy ¢i ketony
a jejich derivaty (haloketony, methylketony). Zastupci téchto inhibitord jsou Ac-DNLD-CHO,
Ac-DEVD-CHO, Ac-DQTD-CHO a Ac-DMQD-CHO (Yoshimori et al., 2007).



Inhibitorti kaspaz bylo syntetizovano velké mnozZstvi, ale velmi ¢asto nejsou pouZitelné
pro terapii, nebot’ jsou toxické, jako napiiklad univerzalni inhibitor Z-VAD-FMK. Dal$imi
syntetickymi inhibitory jsou alosterické DICA a FICA, navozujici zménu konformace podobné

neaktivnimu zymogenu (Hardy et al., 2004).

3.1.  Apoptotické funkce

Kaspéaza-3 je hlavnim spoustéem apoptdzy a je dilezitd pro udrZzeni homeostdzy
v organismu. Béhem apoptdzy dochazi k odstranéni poSkozenych, infikovanych, patogennich
a nadbytecnych bunék. Podili se také na procesu vyvoje télnich dutin, nervové soustavy,
organti, koncetin a maturaci pohlavnich bun¢k (de Pol et al., 1997; Voss & Strasser, 2020;
Wang & Lenardo, 2000). Mechanismy aktivace apoptdzy jsou popsany v kapitole €. 4.

3.2. Neapoptotické funkce
Proliferace

Role kaspazy-3 v propagaci bunécné smrti je neopomenutelnd, nicméné kaspéaza-3
ovliviiuje také buiiky v okoli apoptotické bunky. Jedna se o kompenzacni mechanismus
tzv. AiP (apoptosis induced proliferation), kdy v okolnich buinikach dochazi k indukci
proliferace. Tento jev se uplatituje pfi hojeni ran a regeneraci tkani (Connolly et al., 2014).
Naptiklad Tseng et al. (2007) prokdzali pifitomnost tohoto mechanismu pii regeneraci
odvrhnutého ocasu u zaby Xenopus laevis. Také dalsi vyzkumné skupiny objevily souvislost
mezi pusobenim efektorovych kaspaz a hojenim ran u mysi (Li et al., 2010) a obecné u savct
(Ankawa et al., 2021). Zaroven je tento mechanismus zodpovédny za indukci proliferace
nadorovych bunck a tim dochazi k repopulaci tumortt (Huang et al., 2011). Zaroven bylo
dokazéno, Ze kaspaza-3 §tépi a aktivuje fosfolipazu A2 (iPLA2), ¢imz dochazi k tvorbé
prostaglandinu E2, ktery indukuje proliferaci bun¢k. Prostaglandin poté ovlivituje epitelidlné-

mezenchymalni prechod buné¢k, tedy metastdzovani (Tong et al., 2018).

Diferenciace

Komparativni metoda srovnavani wild-type genotypu mysi s deficientnimi genotypy
(Cas3 -/-) in vivo, prokazala souvislost s aktivitou kaspazy-3 a regulaci poctu myocytt (Cardona
etal., 2015), diferenciaci kosterniho svalstva (Fernando et al., 2002), opozdénim osifikace kosti
a snizen¢ mineralizace (Miura et al., 2004). Kaspaza-3 se také podili na tvorbé embryonalnich

a indukovanych kmenovych bunék skrze §tépeni Rb proteinu (Dejosez et al., 2008). Dalsi role
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kaspazy-3 zahrnuji regulaci proliferace kardiomyocytl a fibroblastii u mysi, ale také u jinych
druhti savet (Knapp et al., 2017).

Mezi dalsi funkce kaspdzy-3 patii schopnost fizeni diferenciace hematopoetickych
bunék. Prvnim zminénym typem bunék, které kaspaza-3 ovliviiuje, jsou erytrocyty. Cervené
krevni buniky jsou tvofeny z erythroidni linie progenitori a jejich tvorbu stimuluje hormon
erythropoetin. Pokud je erythropoetin ve vazbé s receptorem erytropoetinu, dochazi k aktivaci
kaspazy-3, ktera nasledn¢ Stépi proteiny figurujici ve vyvoji krevnich bun€k. Spolu s aktivaci
kaspazy-3 dochazi k transportu Hsp70 do jadra, kde chrani transkripéni faktor GATA-1 pied
destrukci kaspazou (Ribeil et al., 2007). GATA-1 reguluje hladinu proapoptotickych proteint,
tedy i nepfimo spusténi apoptozy. Pokud je GATA-1 Sté€pena, dochdzi k zaniku bunék
apoptozou (de Thonel et al., 2010). Dalsimi bunkami, jejichz diferenciace je fizena aktivitou
kaspazy-3, jsou megakaryocyty a monocyty (Sordet et al., 2002).

Kaspaza-3 ovliviiuje také synaptickou plasticitu neuronii. Zakladem nervové soustavy
jsou neurony, buniky ptenasejici signaly nervového vzruchu. Jednotlivé neurony se spojuji v sité
a pomoci synapsi mezi sebou pienasi signal, vzruch. Ve spravné se vyvijejicim mozku
se nachazi redundantni pocet neuronti, nepotiebné ¢i nefunkéni neurony jsou redukovany. Diky
témto zméndm dochazi k preméné a vytvareni novych synapsi (Mukherjee & Williams, 2017).
Tato skute¢nost neni patologickym jevem, ale nutnosti pro spravnou mozkovou ¢innost, nebot’
zmény v synaptickych spojich umoznuji spravné kognitivni funkce (D’Amelio et al., 2010).
Pokud dojde k inhibici kaspazy-3, nedochazi v organismu k pruningu neboli ke zménam
spojeni Ci zaniku spojeni mezi axony, dendrity a synapsemi. Na modelu mysi s vyfazenou
kaspazou-3 (Cas3-/-) bylo prokazano, Ze bez ptitomnosti kaspazy-3 nedochézelo ke spravnému

vyvoji neuroektodermu a mutace byla letalni (Kuida et al., 1996).

4. APOPTOZA

Veskeré procesy v buikach jsou fizeny dislednym mechanismem a regulaci kazdého
komponentu. Pokud dojde v bunice k vytvofeni proapoptotickému signdlu a naruseni
homeostazy, dochdzi ke spusSténi apoptdézy a degradaci bunky. Po pfijeti signalu dochézi
v bunice k aktivaci apoptotické kaskady, kterd zajisti zmény morfologické i1 fyziologické.
Apoptotickou bunku mtzeme odliSit od ostatnich viditelnou zménou velikosti i struktury
membrany. Dochdzi totiz k degradaci cytoskeletarnich proteind, ztrat¢ pevného tvaru a adheze
buniky (Mashima et al., 1999). Postupnym S$tépenim kaspazovych substratt je buiika ¢im dal

tim vice degradovana, dochazi k fragmentaci DNA, az do vytvofeni apoptotickych télisek.
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K tomu, aby byla bunika pohlcena fagocytem vystavuje na svém povrchu fosfatidylserin
(,,eat me“ signal), ktery je za normalnich okolnosti v bunééné membrané zabudovan
intracelularn€. Dal$imi molekulami, které 14kaji fagocyty, jsou nukleotidy (Elliott et al., 2009),
anexin (Arur et al., 2003) a kalretikulin (Gardai et al., 2005).

Proces apoptézy je v organismu nezbytny po cely zivot. Kazdy den je v lidském téle
vytvoieno pfiblizné 300 miliard bunck, které nahrazuji builkky degradované apoptézou
(Sender & Milo, 2021). Vyskyt apoptozy je naprosto nutny jiz béhem embryonalniho vyvoje
(Voss & Strasser, 2020).

Apoptoza je nedilnou soucasti vyvoje zdravych pohlavnich bunék (T. Liu et al., 2017),
organli (Martinez-Lagunas et al., 2020), prstii, ucastni se regulace mnozstvi neuronl
a oligodendrocytli, odstranéni protonefros, Wolfovych cest (Gliicksmann, 1951) a mnoho
dal$ich dé&ji. Naruseni mechanismu apoptézy mize vést k vyznamnym abnormalitdm ve vyvoji
nervoveé soustavy (Cecconi et al., 1998; Kuida et al., 1996; Lakhani et al., 2006; Weil et al.,
1997), rozvoji rakoviny, neurodegenerativnich ¢i autoimunitnich onemocnéni a srdecnimu
selhani (viz kapitola €. 5).

Ke spusténi apoptdzy milize dojit vice zplisoby. Prvnim druhem aktivace je tzv. apoptoza
vnitini, vyvolana signdly zevnitf buiiky, mezi které se pocita poSkozeni DNA, oxidativni stres,
nedostatek ristovych faktorti, ztratu adheze k okolnim bunikdm, pfitomnost virové infekce,
nerovnovahu hormont (Herold et al., 2006), ¢i aktivaci onkogent (Wong, 2011). K poSkozeni
DNA dochazi v ptipadé, kdy se buiika setkd s riiznymi mutageny. Mezi mutageny fadime UV
zafeni, ionizujici zéafeni, mnohé chemikalie, ale také viry. K patogenezim pfispivaji
1 protoonkogeny a tumor supresorové geny, které maji za normalnich okolnosti regulovat
bunécny cyklus. Pokud jsou vSak mutovany, nedochazi k regulaci bunécného cyklu, bunky se
opakované dé¢li a mutace se hromadi.

V ptipad¢ vnitini aktivace na proapoptotické signaly odpovidaji svou Cinnosti proteiny
rodiny Bcl-2 (Wei et al., 2001). Druhym typem aktivace je vn€j$i mechanismus, ktery je fizen
TNFR receptory a jejich ligandy.

Iniciacni kaspazy jsou schopné aktivovat vice efektorovych kaspaz v kratkém intervalu,
¢imz amplifikuji apoptoticky signal a urychluji degradaci bunék. V obou typech aktivace
dochazi na konci kaskady ke Stépeni mnohych substrati, kondenzaci chromatinu, rozpadu
cytoskeletu, na cytoplazmatické membrané se objevuji vackovité vyrastky (tzv blebbing)

a dochazi k vytvoteni apoptotickych télisek, které jsou posléze pohlceny fagocytujici buiikou.
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4.1.  Vnitini aktivace

vnéj$i mitochondrialni membrany. Tento zpiisob aktivace je fizen proteiny rodiny Bcl a pokud
jejich koncentrace v buiice neni rovnomérna, dochazi skrze jejich aktivitu k permeabilizaci
mitochondridlni membrany (Shamas-Din et al., 2013). Pfes vytvofeny por v membrané
pronikaji proteiny zevnitf mitochondrie do cytoplazmy. Témito proteiny, které se za normalnich
okolnosti vyskytuji pouze uvnitt mitochondrie, jsou napiiklad cytochrom ¢, AIF,
Smac/DIABLO, Omi/HtrA2 ¢i endonukledza G. Jejich pfitomnost v cytoplazmé evokuje
naruseni homeostazy a spousti apoptotickou kaskadu. Dochazi k tomu v disledku jednotlivych
funkci proteinti. Endonukleaza G a AIF degraduji DNA, cytochrom c jiz neplni svou funkci
v elektronovém fetézci v mitochondrii a tvofi komplex s Apaf-1, Smac a Omi inhibuji IAPs,
které inhibovaly apoptézu (Ghavami et al., 2009). Nasleduje tvorba apoptosomu a aktivace

efektorovych kaspazy.

Bcl rodina proteini

Proteiny Bcl-2 ziskaly svij nazev odvozenim od svého plivodu, a to z B- bunck
lymfomu 2. V zévislosti na jejich funkci odliSujeme proapoptotické a antiapoptotické Bcl
proteiny. Tyto dvé skupiny se 1isi sloZzenim ¢ty BH domén, které jsou sekvencné homolognimi
oblastmi a jejich zastoupeni udava funkci proteinti (Obr. €. 5) (Tsujimoto, 1998). Zastupci
proapoptotickych proteind, obsahujici tfi BH domény, jsou Bax, Bak, a Bok, kteti odpovidaji
na proapoptoticky signal svou oligomerizaci na vn¢j$i mitochondrialni membrané. Protein Bak
je ukotven v membrané mitochondrie, zatimco Bax translokuje na membranu az po piijmuti
signalu.

a. Anti-apoptotic Bcl-2 proteins

(BH“ C (B""‘ C@@C BCL-2, BCL-XL, MCL-1,

BCL-W, A-1

b. Pro-apoptotic Bcl-2 proteins
Effector proteins
BH3 only proteins
' : BIK, BIM, HRK

BID, BAD, BMF, PUMA

Obrazek €. 5- Bel proteiny a zastoupeni BH domén, ptevzato z Singh & Bose (2015).
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Antiapoptotické Bcl proteiny se vyskytuji v cytoplazmé, obsahuji vSechny BH domény
a maji tyto zastupce- Bcl-2, Bcl-Xi, Bcl-W, A-1, Mcl-1. Tato skupina za standardnich
podminek tvoii s proapoptotickymi proteiny heterodimery a vzdjemné se inhibuji (Youle &
Strasser, 2008). Existuje také tfeti skupina Bcl proteind, obsahujici pouze BH3 doménu, kam
fadime Bad, Bid, Bim, Bik, Hrk, Bmf, Puma (p53 upregulacni mediator apoptozy) a Noxu.
Jejich funkei je inhibice antiapoptotickych proteind, k ¢emuz dochézi jejich vazbou do
hydrofobniho zlabku antiapoptotickych proteinii. Nasledné dochézi k zesileni proapototického
signalu, aktivaci Bax, Bak a k propagaci apoptozy (Wei et al., 2001). V ptipadé aktivace
proapoptotickym signalem, Bax a Bak oligomeruji a permeabilizuji vn€j$i mitochondrialni
membranu. Tim vytvaii por v membrané a umozni tak prostoupeni proteinti z mitochondrie do
cytosolu. Bcl proteiny nefiguruji pouze v apoptdze, jsou i regulatory metabolismu Ca?"
v endoplazmatickém retikulu a vrozené imunity pii virové nakaze
(Hardwick & Soane, 2013).

Po prichodu cytochromu c (a dalSich proteintl) z mitochondrie do cytoplasmy dochdzi

k jeho navazani na Apaf-1 (Obr. €. 6) za ptitomnosti dATP.

Apafi CARD
- |
caspase-9
()
® 1
@ L - |
>, L -
.. () =L F
RELEASE OF ® hal ® - roes )
CYTOCHROME ¢ ACTIVATION OF  gp  ASSEMBLY OF o RECRUITMENT /= O\ >
Apafi BY APOPTOSOME OF CASPASE-9 < Y
CYTOCHROME ¢ | ° ) (¢ C )
CARD

apoptosome
activation of caspase-9,
which cleaves and thereby activates
executioner caspases

> cytochrome ¢

in intermembrane CASPASE CASCADE
space LEADING TO APOPTOSIS

~ APOPTOTIC
STIMULUS

mitochondrion

Obrazek ¢. 6- Vnitini aktivace apoptdzy. Cytochrom ¢ (Cervené) uvolnény z mitochondrie tvoti komplex
s Apaf-1 a kaspazou-9, apoptosom. Apoptosom aktivuje efektorové kaspazy a propaguje apoptdzu.
Prevzato z Alberts et al. (2017).

Apaf-1 je protein o velikosti 140 kDa slozeny z N- koncové CARD domény, NOD
domény a repetitivni sekvence WD40 (Bao et al., 2005). NOD domény zprostfedkovavaji vazbu
nukleotidu (dATP) a oligomerizaci, WD domény vazaji cytochrom ¢ a CARD domény Apaf-1
interaguji s CARD doménami prokaspazy-9 (Zou et al., 1997). Touto vazbou dochézi k aktivaci

14



prokaspazy-9 a tvorbé heptamerniho apoptosomu (Obr. €. 6). Aktivni kaspaza-9 nasledné svou
proteolytickou aktivitou §tépi prokaspazu-3 a prokaspazu-7 na aktivni formu
(Sakamaki & Satou, 2009). Timto dochazi k zahdjeni proteolytické kaskady St€peni mnoha
substratii a propagaci degradace buiiky.

4.2.  Vnéjsi aktivace

Druhy zplisob aktivace apoptdzy je fizen transmembranovymi receptory DR,
pochazejici z rodiny TNFR a jejich ligandy.

Nejvice prozkoumanym TNFR proteinem je Fas. Obsahuje intracelularni DD doménu
a extracelularni doménu slouZici k navazani ligandu FasL. Fas a FasL oligomeruji a tvofi
trimery. Na DD doménu trimeru se vaze molekula FADD, obsahujici DD 1 DED. Touto vazbou
dochazi ke zptistupnéni DED domény FADDu a umoznéni vazby prokaspazy-8 skrz DED
doménu. Takto dochazi k vytvofeni DISC komplexu, ktery aktivuje iniciacni kaspdzu
v aktivni kaspazy. Dochazi k pfedani signalu efektorovym kaspazam a propagaci apoptozy
(Obr. ¢. 7).

Kaspaza-8 je schopna aktivovat vnitini mechanismus Stépenim Bid proteinu na tBid,
ktery je translokovan na membranu mitochondrie a je schopny rekrutace Bax, ktery nasledné

oligomerizuje a permeabilizuje membranu (Lovell et al., 2008).

- killer lymphocyte

_J —Fas ligand

target cell Fas death receptor

FADD de'ath domain
adaptor ;

death effector
= domain

death effector
domain —' .

L

caspase-8

activated
caspase-8

AW

: |

activation of
executioner
caspases

— ——
ASSEMBLY ACTIVATION AND
OF DISC CLEAVAGE OF

CASPASE-8

s apoptotic target cell

Obrazek ¢. 7- Vnéjsi aktivace apoptdzy. Vazba Fas receptoru k Fas ligandu indukuje tvorbu DISC
komplexu aktivujici inicia¢ni kaspazu-8. Prejato z Alberts et al. (2017).
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5. ONEMOCNENI{ SOUVISEJICi S APOPTOZOU

Pfi nedostate¢né aktivité¢ kaspazy-3 nedochazi ke spusténi apoptdzy a organismus neni
schopen degradovat poskozené bunky. Tyto buiiky postupem casu tvoii onemocnéni zvané
rakovina. Pokud je situace opacnd, organismus se zbavuje nadmérného mnozstvi bunék, i bunék
zdravych a dochazi k rozvoji neurodegenerativnich onemocnéni, vad srdce ¢i autoimunitnich

onemocneéni.

5.1. Rakovina

Nadorova onemocnéni jsou v poslednich desitkach let jednim z nejcastéjSich
onemocnéni 1 pfi¢in umrti (Ferlay et al., 2020). K rozvoji rakoviny pfispivd mnoho faktord
genetickych (mutace v protonkogenech a tumor supresorovych genech), ale také vnéjSich.
Hlavnimi pfi¢inami je nezdravy Zivotni styl jako je koufeni, nezdrava strava, nedostatek
pohybu, pozivani alkoholu, ale také prostiedi, ve kterém se pohybujeme (Dartois et al., 2014).
V ptipadé neschopnosti organismu opravovat chyby DNA dochdzi k mutacim. Nejvice
nachylné k mutacim jsou populace bun¢k rychle se obnovujicich tkani, jako jsou napft. bunky
travici, dychaci soustavy ¢i krevni buniky. Pokud tyto poSkozené buiiky nejsou degradovany,
proliferuji a vytvoii nador.

Tento proces se nazyva tumorigeneze. Bunky, které oznacujeme jako rakovinné, jiz
nepodléhaji kontrolované regulaci, dochdzi u nich k nefizené a neomezené proliferaci,
rezistenci k apoptdze, ztraté¢ adheze a ztraté kontaktni inhibice s disledkem tvorby neoplasii.
Nédory rozdélujeme podle morfologickych znakl a podle chovani na dva typy - benigni
a maligni. Benigni tumory jsou lokalni, membranou obalené ohrani¢ené nemigrujici utvary.
Maligni tumory jsou tvoiené nadorovymi buiikami, které jsou vysoce invazivni, snadno tak
piekonavaji epitelo-mezenchymalni bariéru a pomocni transportu krevnim fecistém zakladaji
sekundérni loziska naddort neboli metastaze v jinych organech.

K pfeziti nadorovych bunc€k dochézi v disledku nedostatecné aktivace apoptozy, tedy
kaspazy-3 ovliviiyji jeji inhibitory, IAPs a antiapoptotické Bcl-2 proteiny. V ptipadé jejich
zvySené koncentrace nedochézi k aktivaci kaspazy-3. Studie prokazaly vyskyt malého mnozstvi
kaspazy-3 u akutni leukémie, rakoviny prostaty a stfeva. U rakoviny prsou byla zji§téna nizka
hladina kaspazy-3 u 75 % pacientil (Devarajan et al., 2002).

Dalsim dilezitym faktorem tumorigeneze je schopnost bunc¢k obchéazet apoptotické

procesy, stavaji se tedy rezistentnimi 1 vii¢i chemoterapeutikiim. Jak jizZ bylo zminéno, proteiny
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rodiny Bcl se podili na spousSténi apoptdézy mechanismem permeabilizace mitochondrialni
membrany. Tyto proteiny lze v organismu detekovat, a proto se vyuzivaji jako ndstroj pro

diagnostiku nadorového bujeni (Lopez et al., 2022).

Metastaze

Kaspaza-3 ovlivituje svym plsobenim hladiny proteind, které tvoii epitelidlng-
mezenchymalni prechod. Prvni protein, u kterého dochazi ke zvySeni exprese je E-kadherin.
Odpovédi na tuto zménu je snizeni hladin N-kadherinti, Snail a Slug proteini. Konecnym
vysledkem téchto zmén je metastazovani, tedy stav, kdy bunky migruji do dalSich tkéani, nebot’
dochazi k naruseni integrity epiteltl. Pii testovani této skutecnosti bylo zjisténo, ze v bunkéach
bez kaspazy-3 nedochdzelo k migraci buné€k, a navic se snizila rezistence vii¢i radiaci (Zhou et
al., 2018). Dal§im substratem, ktery ovliviiuje metastdzovani je prostaglandin. Pokud dojde
k jeho aktivaci, dochazi k proliferaci rakovinnych bun€k a zvySovani pravdépodobnosti pieziti.

Pouzitim inhibitoru z-VAD-fmk doslo k inhibici aktivity kaspazy-3 a snizeni schopnosti
migrace (Vartanian et al., 2007).

Terapie

Terapeutické moznosti 1écby rakoviny jsou zkoumany jiz od roku 1930, nebot’ timto
onemocnénim trpi na celém svété pres 18 miliont lidi (Sung et al., 2021). Klasické metody
lécby zahrnuji ozatfovani, chemoterapii, ptipadné chirurgické odstranéni, pokud je tento zplisob
mozny. Ackoli tyto moznosti aktivace kaspazy-3 existuji, ukazalo se ve studiich, Ze kaspaza-3
op¢t vykazuje protichlidné mechanismy, nebot’ po vystaveni bun¢k radiaci ¢i po chemoterapii,
dochézelo misto k degradaci nadoru, k jeho repopulaci.
¢i aktivatorech apoptozy. Hlavnimi regulatory apoptdzy jsou Bcl-2 proteiny. Pokud v buiice
bude pievazovat koncentrace antiapoptotickych Bcl-2 proteind, anebo proapoptotické Bcl-2
proteiny budou mutované, k apoptéze nedojde. Skutecnost, ze kaspaza-3 propaguje rezistenci
vuci lécbe a zdroven podporuje invazivitu a metastazovani nddord, nabizi moznost 1éCby
kombinaci inhibice kaspazy-3 a ozatfovani.

Zpusoby 1éc¢by se odviji od druhu nadoru, stddia nemoci a mnozstvi metastazi.
Standardni 1écba postihuje 1 zdravé bunky, proto jsou zkoumany metody vyuziti specifickych
léciv cilicich na kaspazu-3, jeji inhibitory a dal$i proteiny figurujici v apoptotické kaskadé
(Wong, 2011). Zajimavou a UspéSnou metodou je vpraveni kaspazy-3 do bunck za vyuziti
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nanomotoru, ktery je obalen polymerem. Po vpraveni do buiiky reaguje polymer na zménu pH
a uvolituje kaspazu-3 (Esteban-Fernandez de Avila et al., 2017). Také lokalni anestetika
prokazala schopnost potladeni proliferace a indukce apoptozy. Uspéiné vysledky v piipadech
rakoviny plic a stfeva méli napt. lidokain ¢i ropivacain (Wang et al., 2019).

Detekce aktivni kaspdzy-3 v bunkdch lze provést napiiklad zméfenim zmény
fluorescence, kterou produkuje kaspazou sté€peny biosenzor. Timto zplsobem se daji ovérit

ucinky 1é¢iv (Gong et al., 2022).

5.2.  Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je neurodegenerativni onemocnéni mozku. Postihuje predevsim
star§i generace a u v€kové skupiny nad 70 let se projevi pfiblizné u 50 % (Spuch & Navarro,
2011). Hlavnimi znaky jsou stupiiujici se demence, ztrata paméti a omezené kognitivni
1 motorické funkce (Jana, 2013). Hromadénim fosforylovaného proteinu Tau vznikaji
neurofibrilarni uzliky a pfitomnosti toxickych fragmentli AR proteinu vznikaji senilni plaky.
Dochazi tak ke ztrat¢ funkce neuront a synapsi vedouci k atrofii mozku.

- a y- sekretazy stépi protein APP (amyloidni prekurzor protein) na dva fragmenty AB,
které oligomeruji, agreguji v nerozpustné plaky a indukuji vznik oxidativniho stresu.
Na proapoptoticky signal reaguji Bcl-2 proteiny aktivaci vnitini apoptozy. Kaspaza-3 zajisti
propagaci apoptdzy a zaroven S$tépi protein Tau (Gamblin et al., 2003).

Bylo prokazano, ze aktivni kaspaza-3 se vyskytuje predevSim v oblasti synapsi.
Proapoptoticky signdl se nejprve tvoii u synapse a dale se §ifi do té¢la. Vyrazné vyssi hodnoty
prokaspazy 1 kaspdzy-3 byly objeveny u pacienti s Alzheimerovou chorobou
v postsynaptickych oblastech oproti zdravym kontrolam (Louneva et al., 2008). Také Gastard
et al. (2003) prokézali pfitomnost kaspazy-3 jiz v ranych pocatcich vyvoje Alzheimerovy
choroby.

Limitem 1éCiv  neurodegenerativnich onemocnéni je nutnost piekonani
hematoencefalické bariéry, oddélujici mozek a cévni systém. Velka nadéje se vklada do terapie
Alzheimerovy choroby pomoci minocyklinu (Khatoon et al., 2022), ktery zamezuje uniku
cytochromu ¢ z mitochondrie a tim nedochdzi k aktivaci kaspazy-3 (Zhu et al., 2002). Vyhodou
minocyklinu je schopnost pfekonani hematoencefalické bariéry a jeho netoxicita. Ve studiich
bylo po podani minocyklinu zaznamenano zpomaleni degenerace a zlepSeni kognice, nebot’
nedochazelo ke stépeni Tau a APP (Choi et al., 2007).

Existuji také piirodni latky, které jsou schopné ovlivnit Alzheimerovu chorobu (Khan

et al., 2015). Naptiklad aktivni latka Salvéje, kyselina rozmarynova, inhibuje kaspazu-3 a tim
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ovlivituje tvorbu AB toxickych fragmentii (Iuvone et al., 2006). Inhibicni funkci ma také
kurkumin, ktery nejen inhibuje agregaci AB, ale také cili rakovinné bunky (Jiang et al., 2012).

5.3. Huntingtonova choroba

Autozomaln¢ dominantni dédicné onemocnéni zplisobené mutaci v genu HTT
zpusobuje neovladatelné tfesy a demenci (Hermel et al., 2004). Symptomy jsou diisledkem
aktivity kaspazy-6 a kaspazy-3, které §t€pi mutovany protein Htt na toxicky produkt, usazujici

se v neuronech.

5.4. Srdecni ischemie

Srdecni svalovina je tvofena kardiomyocyty, které se skladaji z myofibril a jsou schopné
kontraktilni ¢innosti. Stav, kdy srdce nezasobuje t€lo dostateCnym mnoZzstvim krve, nazyvame
srde¢ni ischemii. K tomu mtize dojit, pokud je redukovan pocet kardiomyocytii nebo jejich
schopnost kontraktility. Nékteré kardiomyofibrilarni proteiny- aktin, aktinin a troponin jsou
cilem kaspazové aktivity. Myosin ani tropomyosin degradaci nepodléhaji (Communal et al.,
2002). Pfitomnost nadmérného mnoZstvi kaspazy-3 u mysi zpisobovala silng;si infarkt a horsi
prognozu 1écby i preziti (Condorelli et al., 2001). V opacné situaci, v ptipadé malého mnozstvi
kaspéazy-3 byla prognoza optimistickd, doslo dokonce ke snizeni rizika infarktu (Liu, 2014).
V ptipad€ brzkého a konzistentniho podévani inhibitoru z-VAD-fmk dochdzelo k rychlejsi
rekonvalescenci a ke zmirnéni poskozeni (Yaoita et al.,, 1998). Zajimavym objevem bylo
popsani tzv. ,,zombie* stavu, kdy nedochazi v kardiomyocytech k aktivaci PARP= k degradaci
DNA, ale bunky ztrati pouze svou funkci kontrakce (Narula et al., 1999).Tento fakt naznacuje
opét dualni funkci kaspazy-3.

5.5. Autoimunitni onemocnéni

Diabetes Mellitus I. typu

Onemocnéni, pii kterém neni organismus schopny odbouravat glukozu v disledku
nedostatku inzulinu, nazyvame cukrovka prvniho typu. Hormon insulin je za normalnich
podminek produkovan B bunkami Langerhansovych ostrivkl ve slinivce bfisni. K projevu
nemoci dochazi vlivem destrukce B bun¢k apoptoézou. (Maedler et al., 2001; McKenzie et al.,
2008). B bunky tak neprodukuji inzulin a glukdza neni §tépena. K apoptdze dochdzi po interakei
FasR a FasL, kter¢ aktivuji vnéj$i mechanismus- kaspazu-8 a ta pozdé&ji kaspazu-3. Na aktivaci

se podili vysoka hladina glukozy a také cytokiny aktivujici imunitni odezvu. Jedna z knock out
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studii potvrdila, Ze ptitomnost kaspazy-3 vedla k rozvoji cukrovky, zatimco u deficientnich
mysi byl insulin produkovan a k nemoci nedoslo (Liadis et al., 2005).

Existuje také druhd varianta cukrovky, a to ziskana. K rozvoji tohoto onemocnéni
dochazi v dasledku obezity, nezdravé diety a nedostatku pohybu. I v tomto pfipadé jsou

3 buiikky degradovany, nicméné nedochdzi k aktivaci imunity (Federici et al., 2001).

6. ZAVER

Kaspaza-3 je protedza ucastnici se mnoho bunéénych procest. Podili se na regulaci
proliferace, diferenciace, vyvoji organt a koncetin, regulaci poctu bun¢k a mnoha dalSich. Bylo
prokazano, ze bez ptitomnosti tohoto enzymu by nedochdzelo ke spravnému vyvoji. Hlavni
a vice prozkoumanou funkci kaspazy-3 je indukce apoptozy. Kaspaza-3 je efektorova proteaza,
signalu o poskozeni buiky kaspaza-3 §t€pi mnohé substraty a propaguje tak degradaci bunky,
nebot’ mnohé ze substratl jsou zodpovédné za opravy DNA poskozeni a struktury cytoskeletu.
Stépené substraty navozuji morfologické a fyziologické zmény, které jsou odliitelné od bunék
zdravych. Konecnou fazi apoptotickych bunék je tvorba apoptotickych télisek a pohlceni
fagocytujici bunkou.

Stejné jako mohou kaspazy mit pozitivni vliv na organismus, mohou také davat vznik
patogenezim, které jsou dnes tak Casté, ze jsou oznacovany jako populacni chorobami. Jedna
se o rakovinu, Alzheimerovu chorobu, Huntingtonovu chorobu, srde¢ni ischemie, ale také
autoimunitni onemocnéni.

Terapeutické moznosti 1é¢by rakoviny jsou kazdym rokem zlepSovéany, nicméné stale jsou
nejvice vyuzivané destruktivni a nespecifické radioterapie, chemoterapie nebo chirurgické
odstranéni. Pravé proto jsou kaspazy a jejich inhibitory studovanymi molekulami, nebot’ jsou
moznym vychodiskem pro specificky cilenou 1écbu. Detekci aktivni kaspazy-3 lze rychle zjistit
uspésnost podanych 1é€iv, coz by mohlo vést k urychleni vyvoje novych terapeutik.

I v ptipad¢€ neurodegenerativnich onemocnéni jsou zkoumana nova terapeutika. Do nedavna
byla lécba cilena pouze na zmirnéni symptomt, avSak nyni je velmi nad€jnym antibiotikem
minocyklin, ktery potlacuje aktivitu kaspazy-3, a tak i tvorbu AB plakd a neurofibrildrnich
uzlikii. Zaroven existuji 1 ptirodni latky, které jsou schopny inhibovat kaspazu-3.

Tvorba specificky cilenych 1é¢iv je budoucnosti mediciny, a proto je nezbytné déle

zkoumat moznosti vyuziti inhibitorti a aktivatort kaspaz pii 1écbé zminénych onemocnéni.
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