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Abstrakt

Proteiny obsahujuce zvazok Siestich antiparalelnych a-helixov, tzv. doménu
smrti (death domain, DD) a jej podobné domény (DED, CARD), patria k vyznamnym
regulatorom apoptotickej signalizacie. Zaradujeme medzi ne povrchové receptory
z rodiny TNFR, ktoré prijimaju proapoptoticky signal, ale aj adapterové proteiny a
dalSie enzymy ako proteiny a kindzy. Tieto receptory nazyvané ,receptory smrti®
interaguju s adapterovymi proteinmi obsahujucimi DED alebo DD, ktoré nasledne
prendsaju signal na iniciatné kaspazy a tie aktivuju dalSie zlozky apoptotickej
signaliza¢nej kaskady. DEDs a DDs su sucastou aj dalSich proteinov, ktoré reguluju
aktivaciu kaspazovej signalizdcie alebo sa zuc€astriuju inych neapoptotickych
signalizacii. Ako bolo popisané na viacerych experimentalnych modeloch, defekty a
deregulacie proteinov obsahujucich DDs a DEDs su €asto vefmi zavazné az letalne.
NajCastejSie sa prejavuju nadorovym bujnenim, imunodeficienciami, poruchou
spravneho vyvoja mnohych organov a v neposlednom rade aj poruchami expresie
urcitych génov.

Klacove slova: DD, DED, kaspaza, apoptdza, adapterovy protein, receptor, Fas,
TNF, TRAIL, FADD, TRADD, RIP, TRAF, NFkB, FLIP



Abstract

Proteins containing a bundle of six anti-paralel a-helices in so-called “death
domain” (DD) and similar structures (DED, CARD) represent important players in
apoptotic signaling. To DD/DED/CARD domains-containing proteins belong pro-
apoptotic membrane receptors from the TNFR superfamily, then adaptor proteins
and enzymes as proteases or kinases. These pro-apoptotic ,death receptors” interact
with adaptor proteins and initiator caspases containing DDs or DEDs and activate
apoptotic signaling cascade. DEDs and DDs are in addition found in many proteins
participating in activation of caspases or other non-apoptotic signaling. Many
experimental models document that defects in and deregulations of proteins
containing DDs and DEDs can have severe if not lethal consequences for an
organism. Abberations in these proteins in many cases could lead to

cancerogenesis, immunodeficiencies or developmental defects.

Key words: DD, DED, caspase, apoptosis, adaptor protein, receptor, Fas, TNF,
TRAIL, FADD, TRADD, RIP, TRAF, NFkB, FLIP
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1. Uvod

Zivot je nepochybne jednym z najuzasnejich stale sa vyvijajlcich procesov
prebiehajucich na nasej planéte. Pre uchovanie Zivota musia existovat mechanizmy,
ktoré umoznia Zivému organizmu odolavat nepriaznivym podmienkam prostredia -
vnatorného, aj vonkajSieho. Jednym ztychto mechanizmov je aj apoptdéza -
programovana bunkova smrt. Uplathuje sa v mnohych fyziologickych procesoch
prebiehajucich v organizme. V dospelom fudskom tele sa nachadza priblizne 60
bilionov buniek. Velké mnozstva buniek denne vznikaju a su€asne zanikaju. Denne
je organizmus (napriklad clovek) a né&$S imunitny systém vystaveny posobeniu
velkého mnoZstva Zivot ohrozujucich patogénov a transformujacich sa buniek.
V embryonalnom obdobi sa vytvaraju jednotlivé organy tela, nastavuju sa spravne
mnoZstva buniek pre konkrétne tkaniva. Apoptéza nadorovych, infikovanych Ci
nepotrebnych buniek a jej spravna lokalizacia a nacasovanie su kfu€ovymi pre
zachovanie integrity organizmu.

Apoptoticku signalizaciu mozno aktivovat ako z vonkajSieho prostredia bunky,
tak aj vnutrobunkovo a nevyhnutnou sucastou niektorych tychto drah su adapterové
proteiny obsahujuce a-helikalne protein-proteinové interakéné motivy nazyvané DD
(Death Domain=smrtiaca domeéna), DED (Death Effector Domain=smrtiaca
efektorovdA doména) a CARD (CAspase-Recruitment Domain). DD predstavuje
sekvenciu priblizne 80-tich aminokyselinovych zvysSkov, ktora je su¢astou niektorych
membranovych receptorov z rodiny TNFR a tieZz aj adapterovych proteinov. DEDs a
CARDs podobne ako DDs sa uplatiiuju v dalSich proteinoch, ktoré vyznamne
reguluju procesy apoptdzy. Su suc€astou iniciaCnych kaspaz (kaspaza-8 alebo
kaspaza-9), adapterovych proteinov, napr. FADDu (Fas-Associated Death Domain)
a napokon regula¢nych proteinov akym je cFLIP (caspase-8 (FLICE)-like inhibitory
protein). Poruchy v apoptotickej signalizacii su vysledkom velfmi zavaznych defektov
na arovni molekularnej a su pri¢inou neurodegenerativnych ochoreni ako su
Alzheimerova a Parkinsonova choroba, autoimunitnych ochoreni a réznych druhov
nadorov. |Iba pochopenie apoptézy na molekularnej arovni umozni vyvoj novych
terapeutickych postupov proti tymto fatalnym ochoreniam.



2. Apoptdza — programovana bunkova smr  t

Apoptéza ako suéast programovanej bunkovej smrti patri medzi
najzakladnejSie fyziologické procesy prebiehajuce v bunke. Prvykrat biologovia
pozorovali bunkovld smrt uz v 19. storoCi. AZ vroku 1972 bol zavedeny nazov
apoptoza (z gréeckeho apoptosis = padat, zrutit sa). AvSak pochopenie tohto procesu
na molekularnej Grovni bolo mozné az na konci 20. storo€ia a tento trend trva
dodnes. O vyzname problematiky svedCi aj fakt, Ze v roku 2002 bola trojici vedcov
udelena Nobelova cena za fyzioloégiu a medicinu za popis procesov programovanej
bunkovej smrti.

Existuje niekolko druhov programovanej bunkovej smrti, ale apoptéza je z nich
najrozsSirenejSia a su€asne pri nej nedochadza k vyraznému poskodeniu okolitych
buniek. K programovanym smrtiam zaradujeme aj autofagiu-pohlcovanie vlastnych
organel, a aj tzv. nekroptdzu alebo tiez programovanu nekrozu. Pri apoptéze sa po
zachyteni apoptotického signalu spusti signalizatna kaskada, ktorej vysledkom je
smrt’ bunky. Postupne sa bunka zmenSuje, vznikaju apoptotické telieska a dochadza
ku kondenzacii a degradacii DNA. Zvysky bunky su odstranené okolitymi bunkami
alebo fagocytmi. Sudcastou apoptotickej signalizacie su povrchové receptory
(DR=death receptor), dalej v intracelularnom submembranovom priestore su
adapterové proteiny a napokon cela skupina protedz-kaspaz, ktoré prenasaju
apoptoticky signal v podobe signalnej kaskady. Vo vSeobecnosti existuju dve
signélne drahy, pomocou ktorych bunka iniciuje apoptdzu. Takzvan& vonkajSia draha
je realizovana pomocou povrchovych receptorov smrti. Medzi ne zaradujeme
receptory Fas/CD95, TRAIL-R1, TRAIL-R2, TNFR1, TNFR2, DR6 a dalSie, zatial
malo popisané. V cytoplazme sa nachadzaju dalSie adapterové proteiny, ktoré spolu
s prokaspazami vytvaraju DISC (Death-Inducing Signaling Complex) komplex. Ten
aktivuje iniciacné kaspazy 8 a 10, ktoré nasledne Stiepia efektorové kaspazy 3,6 a 7
(Obr. 1). Vysledkom signalnej kaskady je bunkova smrt’ (Schultz et al, 2003).

Druha, tzv. vnutorna draha apoptotickej signalizacie, je iniciovana viacerymi
podnetmi, ktoré mdzu pochadzat z vnatorného prostredia bunky. Naj¢astejSie pri
poSkodeni DNA, nahromadeni volnych radikalov, pdésobenim steroidov, radiacie,
chemoterapeutik a pri nadmernych stresovych situaciach. Proapoptotické proteiny

zrodiny Bcl-2 (napr. Bax alebo Bak) multimerizuji a indukuju permeabilizaciu



vonkajSej mitochondrialnej membrany a tym tieZ uvolnenie cytochromu c a dalSich
proapoptotickych proteinov z medzimembranového priestoru. V cytoplazme sa po
interakcii cytochromu c s proteinom Apaf-1 vytvori tzv. apoptozom, ktory obsahuje
kaspazu 9, dalSiu iniciaénu kaspazu Stiepiacu efektorové kaspazy. Vysledkom je
opat iniciacia apoptézy. Sucastou mitochondrialnej membrany su aj inhibi¢né
proteiny typu Bcl-2, Bcl-X, a v medzimembranovom priestore su dalSie
proapoptotické proteiny, napr. enzymy Stiepiace DNA: EndoG a AIF ¢&i inhibitory
antiapoptotickych IAP proteinov Smac/DIABLO a HtrA2/Omi. Zaujimavé je, Ze
vnatorna drdha méze byt prepojena s vonkajSou pomocou kaspazy 8, ktora iniciuje
premenu proteinu Bid na proapoptoticky tBid, ktory moZe jednak aktivovat
multidoménové proapoptotické proteiny Bax alebo Bak, jednak inhibovat funkciu
antiapoptotickych proteinov z rodiny Bcl-2 (Fadeel et al., 2005) (Obr. 1). Napokon
moéze byt apoptdza spustena aj tretou drahou, a to bunkovym kontaktom, kde sa
uvolfiuje perforin a granzyme B. Perforin vytvdra v membrane péry, cez ktoré sa do

cytoplazmy dostava granzyme B a aktivuje efektorove kaspazy.
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Obr. 1 Zakladné drahy apoptotickej signalizacie

(prevzaté z http://www.biooncology.com/bioonc/research/apoptosis/index.m)




3. Receptory smrti (Death receptors) z rodiny TNFR

3.1 VSeobecné vlastnosti proteinov z rodiny TNFR

Priblizne pred tridsiatimi rokmi boli objavené ligandy lymfotoxin a TNF (tumor
necrosis factor) produkované lymfocytmi a makrofagmi. UZ vtedy bolo potvrdené, zZe
su schopné sposobit’ lyzu niektorych typov buniek, najma nadorovych. V roku 1984
po analyze ich cDNA sekvencii bolo potvrdené, Ze patria do jednej génovej rodiny.
Nasledne boli objavené aj receptory, ktoré zachytavaju tieto ligandy (prehladne v
Locksley et al., 2001). Do rodiny tychto TNFR receptorov tieZ patria tzv. receptory
smrti - Death receptors (DRs), ktoré zohravaju vyznamnu ulohu pri indukcii apoptézy.
DRs m6zu byt aj glykofosfolipidové kotvené proteiny alebo vofne rozpustné proteiny
(Wilson et al., 2009). Sucastou receptoru je niekolko domén bohatych na cystein
(CRD-cysteine-rich domain). Vyznamn4 je kratka intracelularna sekvencia na C-konci
obsahujuca ~80 AK zvyskov, ktord sa nazyva Death Domain (DD). S tymto Uusekom
interaguje dalSia DD, ktora je su€astou adapteroveho proteinu, napr. FADD, TRADD,
cFLIP, RIP. DRs sa uplathuju pri vonkajSej apoptotickej signalizacii. Ich funkcia
spociva v zachyteni ligandov, cytokinov patriacich do TNF proteinovej nadrodiny.
Nasleduje naviazanie adapterovych proteinov a iniciatorovych prokaspaz 8/10
a nakoniec prenos signalu v podobe signalnej kaskady. DRs sa podielaju aj na inych
vyznamnych procesoch v bunke, napr. bunkovej proliferacii, diferenciacii, produkcii
chemokinov a zapalovych reakciach (Guicciardi et al., 2009). Do TNFR nadrodiny
zaradujeme osem vyznamnych DRs. Pre zjedonoduSenie su uvedené len
najznamejsie skratky (Tab. 1, str. 10). FasL receptor je znamy tieZ ako CD95. DalSie
su TNFR1 (Tumor Necrosis Factor Receptor), DR3, TRAIL-R1 (TNF-related
apoptosis-induced ligand receptor), TRAIL-R2. Menej zname su DR6 a dalSie dva,
EDAR (Ectodysplasin A Receptor) a NGFR (Nerve Growth Factor Receptor). Ich
funkcia pravdepodobne nesuvisi priamo s aktivaciou apoptdzy. CD95 receptor viaze
pomocou DD adapterovy protein FADD. Podobne aj receptory TNFR1 a DR3 viazu
adapterovy protein FADD pomocnym proteinom TRADD. Adapterovy protein TRADD
viaZe v tychto receptoroch aj dalSie proteiny TRAF2 a RIP, ktoré reguluju expresiu
inhibitorov apopt6zy prostrednictvom NF-kB signalizacie. Preto receptory TNFR1 a
DR3 maju Specialnu funkciu v bunkovej signalizacii, pretoZze sa podielaju na aktivacii

aj inych procesov okrem apoptdézy. DR4/TRAIL-R1 receptor je podobne schopny



aktivovat kaspazy a spustit apoptézu pomocou adapterového proteinu FADD
(Giuccardi et al, 2009). Zaroven bolo potvrdené, Zze TRAIL-R1 receptor je schopny
aktivovat NF-kB. DR5/TRAIL-R2 receptor bol objaveny v roku 1997 a prekvapujluce
bolo, Ze Struktirou pripomina TRAIL-R1 (Chaudhary et al., 1997). Podiefa sa najma
na aktivacii apoptotickych drah. Existuju aj tzv. DcRs (Decoy receptors), ktoré
neobsahuju DD a dodnes pozname Styri DcRs: DcR1 (TRAIL-R3), DcR2 (TRAIL-R4),
DcR3 a osteoprotegrin (OPG) (Lavrik et al., 2005). DcRs pravdepodobne negativne
reguluji apopt6ézu vazbou ligandov smrti (Ashkenazi et al., 1999). Dalej bolo zistené,
Ze niektoré DRs mdZzu vykonavat svoju funkciu az po agregacii do vacSieho
proteinového celku. Na zaklade jednoduchého experimenu bolo preukazané, Ze bez
agregacie sa apoptoza neaktivuje. DRs najCastejSie vytvaraju trimérne komplexy a
membranoveé rafty, ktoré pre ich trimerizaciu respektive multimerizaciu poskytuju
vyhodné prostredie (Holler et al., 2002). Aktivované receptory CD95, TRAILR1/2
vytvaraju multimérny proapoptoticky komplex DISC (Death Inducing Signaling
Complex), obsahujuci adapterové proteiny a iniciaéné prokaspazy 8/10. Sucastou
komplexu je aj protein cFLIP, ktory sa zuc&astniuje na regulacii kaspaz. Predpoklada
sa, Ze brani spravnej maturécii prokaspaz 8 a 10, a tym inhibuje apopt6zu. Prehladny
obrazok popisujuci proteiny rodiny TNFR je uvedeny v prilohe (Obr. 2).

Tab. 1 Prehlad receptorov smrti a ich adapterovych proteinov

) ) Adapterovy ) ) Funkcia
Receptor smrti Ligand MW (kDa)* i Miesto expresie
protein v bunke
TRADD, RIP1/3, SODD, ViaZze TNFa a lymfotoxin,
TNFR1, TNFR2 TNFa ~60 ARTS1, TRUSS, RAIDD, Nespecificky aktivuje apoptézu
PEA-15 pomocou FADD
FADD, FAP, RIP1, PEA- ViaZe FasL, pomocou
Fas/CD95 FasL ~37 Nespecificky o
15, FAF FADD aktivuje kaspazy

Viaze TRAIL, pomocou

FADD aktivuje kaspazy,

TRAIL-R(1-4) TRAIL ~50 FADD, RIP1, PEA-16 NeSpecificky .
viaze TRADD a RIP,
reguluje NF-kB
FAP, NADE, RIP2, Reguluje apopt6zu alebo
NGFR NGF ~45 Nervové tk.
NRAGE, IRAK, RhoA prezitie nervovych buniek
Pomocou TRADD
aktivuje apoptézu,
DR3 VEGI ~45 TRADD, RIP1 T-lymfocyty .
reguluje NF-kB
signalizaciu
Aktivuje NF-kB a reguluje
L apopt6zu, pomocou JINK
DR6 ? ~72 TRADD Nespecificky o .
reguluje diferenciaciu T-
lymfocytov
Reguluje NF-kB a INK
signalizéciu, spusta
EDAR EDA ~33 EDARADD Ektoderma

apoptdzu nezavisle od

kaspaz

* MW=molecular weight-molekulova hmotnost’ (v kilodaltonoch)
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3.2 Struktira receptorov smrti

Receptory rodiny TNFR sa vyznacuju vysokou homoldgiou v extracelularne;
Struktare. Typickym znakom vSetkych receptorov smrti je pravidelné opakovanie
CRD (Cysteine rich domain) domeén, ktoré obsahuju niekolko tandemovo sa
opakujucich cysteinovych klastrov, vacSinou dva az Sest. Klastre su priemerne
zlozené zo 40 aminokyselinovych zvySkov a suU navzdjom spojené troma
disulfidovymi mostikmi (Andera L., 2009). Predpoklada sa, Ze disulfidové mostiky
v extracelularnej ¢&asti vytvaraju leSenie srdznou dizkou a sekvenciami
aminokyselinovych zvySkov. Zaroven sa tu prejavuje konzervovanost Struktdry, ¢im
kazdy receptor rozoznava len urdity typ ligandu. Priemerne sa na povrchu bunky
nachadza 200-10000 receptorov v zavislosti od bunkového typu. Pocet receptorov
ale neovplyvnuje dalSi priebeh signalizacie (Beyaert et al., 1994). Molekulova
hmotnost proteinov z rodiny TNFR sa pohybuje okolo 50 kDa. VacSina proteinov
z tejto rodiny patri k transmembranovym glykoproteinom typu | s extracelularnymi N-
koncovymi sekvenciami a C-koncovymi v cytoplazme. V centralnej Casti receptorov
sa nachadza jedna transmembranova doména, ktora ukotvuje protein v membrane.
Velmi zaujimavou Struktirou v extracelularnej Casti je aj tzv. PLAD doména (Pre-
ligand assembly domain). Donedavna sa predpokladalo, Ze receptory smrti existuju
vo forme monomérov aaZ po naviazani ligandov vznikaju triméry. Dnes sa
predpoklada, Ze pomocou PLAD domény vytvaraju oligomérne Struktdry, ktoré
zvySuju uspesSnost naviazania ligandu na receptor (Chan F. K., 2007). Doposial
nebolo preukazané, &i je PLAD doména vyuzivana u vSetkych receptorov smrti. Je
potrebné dodat, Ze ligandy sa viazu do odliSnej domény v extracelularnej Casti
receptoru. V intracelularnej Struktire je vyrazne nizSia homoldgia, ¢o naznacuje
odliSné funkcie jednotlivych receptorov smrti v apoptotickej signalizacii. V tejto Casti
receptorov je vyznamnym Struktarnym prvkom tzv. doména smrti — Death domain
(DD), ktor& je zloZzena zo Siestich antiparalelnych, amfipatickych a-helixov (Huang et
al., 1996) (Obr. 3, str. 12). U viacerych receptorov dochadza k posttranslacnym
modifikaciam. Napr. u oboch TNFR je typickad N-glykozylacia, zatial ¢o u TNFR2 bola
pozorovand iba O-glykozylacia (Fiers et al., 1991). Pomocou membranovych alebo
cytoplazmatickych kindz si mnohé receptory fosforylované, napr. u fludského TNFR1
na Tyr-331 (Darnay et al., 1997).
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Podobne aj u DR6 boli dokadzané viaceré modifikacie. V extracelularnom
prostredi sa nachadza Sest asparaginovych zvySkov, ktoré su N-glykozylované, na
serine, treonine a proline dochadza k O-glykozylacii. Radioaktivnym znadenim sa
zaroven potvrdilo, Ze u DR6 dochadza k S-palmitoylacii na Cys-368, podobne ako u
Fas/CD95 receptorov (Klima et al, 2009). Vyznam palmitoylacie spociva
v redistriblcii receptorov smrti v lipidovych raftoch a u Fas/CD95 zabezpeduje aj
oligomerizéaciu (Feig et al., 2007). Podobne je palmitoylovany aj DR4, zatial ¢o u DR5
a TNFR1 nebola palmitoylacia potvrdena. Samotny DR6 sa svojou Struktlrou
odliSuje od ostatnych DR vtom, Ze okrem Cys zvySkov a DD obsahuje
v extracelularnej c¢asti pomerne dlhy spojkovy Usek, ktory je posttranslacne
modifikovany. DD je na rozdiel od ostatnych DR lokalizovana blizSie
k transmembranovému  Useku, zaCina vo vzdialenosti  priblizne 150
aminokyselinovych zvySkov od C-konca. V intracelularnej ¢asti sa nachadza aj tzv.

CARD-like doména (Saito et al. 2005, podla Klimu et al., 2009).
JE245

Obr. 3 Struktira interagujlcich DDs (death domains) Fas/CD95 receptoru (fialova)
a adapterového proteinu FADD (ZIt4)
Modrou farbou si naznacené pozitivne nabité aminokyselinové zvysky, ¢ervenou negativne nabité a
svetlo modrou hydrofébny Val238. Helixy a2 a a3 maju rovnaké rozlozenie naboja, ¢o naznacuje , ze

interakcie medzi oboma doménami su antiparalelné. (Prevzaté z Jeong et al., 1999)
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3.3 Funkcie receptorov smrti v apoptotickej sig nalizacii

Fas ligandy su exprimované najma NK bunkami a cytotoxickymi lymfocytmi T vo
forme transmembranovych proteinov typu Il. Po naviazani na Fas receptor sa spusti
apoptotickd kaskada. Vytvaraju sa trimérne a nasledne multimérne agregaty
receptorov CD95, ktoré v cytozole viazu adapterové proteiny FADD pomocou DD.
Na N-konci proteinov FADD sa nachadza DED, s ktorou interaguju prokaspazy (Obr.
4, str. 15). Az po vytvoreni DISC komplexu zloZzeného zreceptoru smrti,
adapterovych proteinov a prokaspaz, dochadza k aktivacii iniciatorovych kaspaz,
ktoré sa podielaju na amplifikacii apoptotického signalu. Kaspazy existuju vo forme
neaktivneho monoméru. Helix L2 je proteolyticky Stiepeny pomocou helixu L2 zo
susedného monoméru na N-koncovy segment obsahujuci Cys zvySky a C-koncovy
segment stabilizujuci aktivne miesto susedného monoméru (Riedl et al., 2004).
Délezitym faktom je, Ze FasL receptor aktivuje apoptézu dvoma odliSnymi, vzajomne
prepojenymi signalnymi drahami — tzv. typ | vs typ Il. Prva je zaloZzena na aktivacii
iniciatorovych kaspaz 8 a 10 a naslednou aktivaciou efektorovych kaspaz 3, 6 a7
(Obr. 5 v prilohe). Druhy spbsob aktivacie (typ Il) vyZaduje iniciaciu mitochondrialnej
apoptotickej signalizacie cez proapoptoticky protein Bid, ktory patri do Bcl-2
proteinovej rodiny. Ten sa pomocou aktivnej kaspazy 8 meni na tBid (truncated Bid),
ktory spusta mitochondrialnu drahu - uvolnenie cytC z mitochondrii a nasledne
tvorbu apoptozoOmu pomocou proteinu Apaf-1 a prokaspazy 9. Kaspaza 9 nakoniec
aktivuje kaspazu 3. V roku 2007 bolo preukazané, ze CD95 sa nesprava len ako
receptor smrti, ale je schopny regulovat’ aj iné procesy v bunke podobne ako dalSie
receptory z rodiny TNFR. Podiefa sa na ochrane buniek pred smrtou, reguluje
proliferaciu a diferenciaciu buniek (Peter et al., 2007).

Dalsimi vyznamnymi receptoromi st TRAIL-R1 a TRAIL-R2 (DR4, DR5). Dodnes
nie je celkom zrejmé, preCo sa v priebehu evolicie zachovali obidva, kedZe ich
funkcia je podobna. Su exprimované na réznych typoch buniek, rozdiel je iba v miere
ich vyuZzitia pre apoptoticku signalizaciu. TRAIL ligand su schopné zachytit’ aj dalSie
receptory, ato TRAIL-R3 (DcR1), TRAIL-R4 (DcR2) a OPG (Osteoprotegrinovy
receptor). TRAIL je exprimovany najma na imunocytoch, napriklad v NK bunkéach,
CD4" T lymfocytoch a dendritickych bunkach. Ako bolo spomenuté vy3sie, DcRs
nedisponuju DD, preto nemdzZu spustit apoptézu. Aj napriek tomu sa podielaju na
vyznamnej regulacii apoptdézy. Pravdepodobne pomocou lokalizacie v membra-
novych raftoch brania vytvoreniu DISC komplexu u TRAIL-R2. Pévodne sa
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predpokladalo, Ze aktivuji NF-kB signalizaciu, a tym inhibuji apoptézu. Uz v 90.
rokoch 20. storolia bolo potvrdené, Ze TRAIL je vyznamnym protinddorovym
Cinidlom. Je schopny velmi u¢inne zneSkodnit nadorové bunky, priCom zdravé bunky
su nezasiahnuté (Wiley et al., 1995 a dalSie skupiny). V su€asnej dobe prebiehaju
testy v druhej klinickej faze. TRAIL-R signalizacia je velmi podobna CD95, ktora je
vysvetlena vysSie. U niektorych buniek (typu I) nie je potrebna internalizdcia TRAIL-R
pre vytvorenie DISC komplexu a aktivaciu apoptozy (Giuccardi et al., 2009, podla
Kohlhaas et al., 2007). AvSak u hepatocytov (bunky typu IlI) sa cely DISC komplex
presuva do cytoplazmy aZ po internalizacii TRAIL-R, odkial v lyzozomoch aktivuje
apoptoticki signalizaciu (Guicciardi et al., 2009). Velmi zaujimavy je aj fakt, Ze
nadmerna glykozylacia TRAIL-R podporuje ich agregaciu a rychlejSie spustenie
apoptozy, €o by sa opat dalo vyuzit v nadorovej terapii (Wagner et al., 2007).

Bolo zistené, Ze TRAIL-Rs su schopné spustit aj iné signalizacné drahy, napr.
NF-kB, proteinkindzu B (PKB) a MAP kinazu (Obr. 5 v prilohe). V intracelularnom
prostredi sa nachadza sekvencia DD, do ktorej sa viaze adapterovy protein FADD.
Do jeho DED sa viaZze prokaspaza 8. Nasledne sa v cytoplazme vytvara tzv.
sekundarny komplex zloZzeny z proteinov FADD, prokaspaza 8, TRADD,
RIP1, TRAF2 a IKKy. FADD v tomto komplexe viaze prokaspazu 8 a zaroven RIP1.
Ten reaguje s proteinom TRAF-2 (TNF-associated factor 2), ktory spusta IKK-
komplex a kindzu NF-kB, ktora aktivuje NF-kB. Ten sa nasledne podiela na regulacii
transkripcie v jadre. Tento princip plati skér pre TRAIL-R2. Druha dréha typicka pre
oba TRAIL receptory spociva v aktivacii MEKK1 (Mitogen-activated prtotein/ERK
kinase kinase 1), nasledne MKK4, JNK (c-Jun NH,-terminal kinase) a nakoniec c-
Jun, ktory podobne ako NF-kB reguluje transkripciu v jadre - tvorba cytokinov,
chemokinov a cFLIPu. Podobne je pomocou TRAIL-R1 aktivovana aj druhd MAP-
kinazova draha, na konci ktorej je transkripény faktor p38. TRAIL-Rs aktivuju aj ERK
signalizaciu, ktoré inhibuje apoptézu blokovanim kaspazy 8 a nasledne aj Stiepenia
Bid proteinov (Giuccardi et al., 2009).

Tretou skupinou receptorov obsahujucich DD je podrodina TNFR, kde
zaradujeme TNFR1 receptor amenej zndme DR3 a DR6. Existuje aj TNFR2
receptor, ale kedZe neobsahuje DD, nepodiela sa na aktivacii apoptézy. TNFa je
produkovany predovSetkym makrofagmi, monocytmi a T-lymfocytmi, a to
v membranovej aj rozpustnej forme. Signalizacia TNFRL1 je velmi podobna TRAIL-R,

TNFR1 vSak vytvara dva komplexy proteinov. Prvy komplex je lokalizovany na
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membrane. Pozostava zreceptoru pre TNFa (Tumor necrosis factor a),
adapterového proteinu TRADD a znamych proteinov TRAF1/2, pripadne aj RIP1
(Receptor-interacting protein) a clAP1/2 (Cytosolic inhibitor of apoptosis protein). Po
polyubiquitinylacii RIP1 pomocou clAP1/2 sa aktivuje komplex TAK1. Ten pozostava
z TAK1 kindzy a pomocnych proteinov TAB1, TAB2 a TAB3. Nasledne dochadza
k aktivacii aj IKK komplexu, ktory fosforyluje IkBa. Po jeho fosforylacii sa uvolni NF-
KB, ktory sa presuva do jadra. Pomocou TNF-R1 sa aktivuju aj p38 MAPK drahy
alebo drahy, ktorych vysledkom je aktivacia JNK a c-Jun. Tento komplex proteinov je
oznaCeny ako komplex | a podiefa sa predovSetkym na spusteni prozépalovych
reakcii. Po vytvoreni komplexu | sa TNF-R1, TRADD, RIP1 a TRAF2 dostavaju
endocytéozou do bunky, kde sa na TNFR1l méze pomocou TRADD viazat aj
adapterovy protein FADD, ktory nasledne rekrutuje protein cFLIP a prokaspéazy 8/10.
Tento komplex sa oddeli od membrany a v cytozole vytvara traddozém alebo tiez
komplex 1l (Micheau, Tchopp, 2003). Iniciuje premenu Bid na tBid, ten nasledne
aktivuje uvolnenie cytC, tvorbu apoptozOmu a spustenie apoptdzy. Asociacia
komplexu | je regulovana polyubiquitinylaciou RIP1 pomocou clAPs. Tento proces je
dalej inhibovany proteinmi A20 a CARP2 (Caspase 8/10-associated ring protein 2)
(Wilson et al., 2009). Prehladny obrdzok sa nachadza v prilohe (Obr. 6).
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Obr. 4 VSeobecna predstava o posobeni jednotlivych receptorov smrti v apoptotickej

signalizacii (Prevzaté z Dempsey et al., 2003)
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3.4 Patologické prejavy spojené s defektmi proteino v rodiny
TNFR

Na zaklade viacerych Studii bolo potvrdené, Ze FasL signalizacia zohrava
vyznamnu Ulohu v imunithnom systéme. Geneticky modifikované transgenné mysi
mali zadmerne indukované defekty v géne pre Fas receptor. U mySi sa prejavila
lymfadenopatia (zvacSenie lymfatickych uzlin), splenomegalia (zvacSenie sleziny),
hepatomegalia (zva¢Senie peCene) a dalSie autoimunitné poruchy (Watanabe-
Fukunaga et al., 1992). U Cloveka sa takisto pri poruche FAS génu prejavi
autoimunitny lymfoproliferativny syndréom (ALPS), (Fisher et al., 1995). Celkovo
existuju Styri typy ALPS ochoreni. Typ IA vznikd mutdciou Fas génov, typ IB Fas
ligandovych génov atypy IIA allB su spésobené mutaciami génov pre kaspazy 8
a 10. Typ IA predstavuje 75 % vSetkych pripadov ALPS. Druhou formou su dele¢né
mutécie v intracelularnej DD Fas receptorov (Straus et al., 2001). V nadmernom
mnozZstve sa vytvaraju atypicky vyzerajuce ,double* negativhe lymfocyty
(neexprimuji CD4" ani CD8" receptory) a utychto pacientov je vyrazne zvy3ené
riziko vzniku rakoviny. ZniZuje sa schopnost zneskodnit nadorové bunky, nasledkom
¢oho sa vytvori napriklad tyroidny karcindbm (Mitsiades et al., 2006). Nadmerna
expresia Fas receptoru (CD95) mbze takisto znamenat nebezpecenstvo.
U transgennych mysi dosSlo k vyraznemu posSkodeniu hepatocytov ako désledok
nadmernej aktivacie T lymfocytov, ¢o napokon vyvolalo hepatitidu (Strasser et al.,
2009).

Na z&klade vyskumu pomocou knockout mySi sa potrvdilo, Ze nefunkény TRAILR
prispieva k vzniku lymfomov a nadorov po pdsobeni dietylnitrozaminu (Finnberg et
al., 2008). V mnohych nadorovych bunkach cholangiokarcinbmov, hepatocelularnych
karcindbmov a karcinomov hrubého ¢reva bola zvySena TRAIL aktivacia NF-kB (Kim
et al.,, 2002). Na mySom modeli bolo tieZ preukazané, Zze TRAIL zohrdva vyznamnu
rolu pri prevencii formacie hepatokarcinomu (Seki et al., 2003). Aj s TNFR1 suvisi
mnoho abnormalit. Bolo pozorované, Ze deregulacia tejto signalizacie viedla k vzniku
hemoragickej nekrdzy, reumatoidnej artritidy a Crohnovej choroby, ako piSe Carswell
a dalSie timy (Carswell et al., 1975). Velmi zavazny je aj tzv. TRAPS syndrom (TNF
receptor associated syndrome), pri ktorom sa opakovane vyskytuju silné horucky a
bolesti brucha. Prvykrat bol popisany v roku 1982. Je to autozomalne dominantné
ochorenie vyvolané viacnasobnou mutéaciou génu pre TNFR1 receptor (Rezaei N.,
2006).
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4. Adapterové proteiny z rodiny DD

Ako adapterové proteiny oznacujeme vSetky proteiny, ktoré vacSinou neplnia
katalyticka funkciu, ale su délezité pre samotny priebeh signalizacie. V apoptotickej
signalizacii sa uplatriiuju proteiny, ktoré obsahuju DD, DED a CARD domeénu. VSetky
su sucastou DD nadrodiny proteinov. DD je su€astou adapterovych proteinov a
povrchovych receptorov (DRs), ktorych vlastnosti a popis st uvedené vySSie. DED
(Death Effector Domain) je sufastou adapterovych proteinov, proteinu cFLIP a
prokaspaz 8 a 10, ktorych vlastnosti su rozobrané dalej. Medzi tieto adapterové
proteiny sa tradi¢ne zaraduju FADD, TRADD, dalej menej znAme DEDD, DEDD2,
RIP a PEA-15. Tieto proteiny sa zU&astnuju nielen regulacie apoptozy, ale aj
regulacie transkripcie, migracie, proliferacie, v embryonalnom vyvoji a zabezpecuju
homeostazu v imunitnom systéme (Valmiki et al., 2008). Uz ztohto prehladu je
zrejmé, Ze vtomto systéme existuje velké mnoZstvo abnormalit a defektov. Pre
ilustraciu je mozné uviest, Ze DD je len u ¢loveka sucastou asi 31 proteinov, zatial
€¢o DED je obsiahnuta v 8 najznamejSich proteinoch (Yu et al, 2008). Zaujimavy je aj
fakt, Zze okrem proteinov obsahujicich DED doménu boli objavené aj dalSie proteiny
ako HIPPI, HIP, BAR, Bap31, Flash a Dap3, ktoré obsahuju pseudo-DED (Reed et
al., 2004). V nasledujucom oddiele su rozobrané vlastnosti najzndmejSich proteinov,

ktoré obsahuju DED pripadne DD.

4.1 VSeobecna Struktara proteinov z rodiny DD

V sucasnej dobe je Struktura DD a DED pomerne dobre znama. Vychadzajluc
z mnohych Studii plati, Ze DD adapterovych proteinov interaguje s receptorom smrti
pomocou elektrostatickych interakcii a DED doména uplatfiuje hydrofobne interakcie.
Niektorym skupinam sa podarilo zostavit Struktaru DED. Valmiki a kol. uvadzaju, ze
DED obsahuje Sest’ antiparalelnych helixov v konformécii gréckeho kla¢a, pricom a2
a a5 navzajom interaguju s al a a4 na tandemovej DED (Valmiki et al. 2008). Na a3
helixe DED sa nachadza typicky motiv KRKLH bazickych aminokyselin, ktoré su
kfuCové pre funkciu adapterového proteinu. Pomocou NMR spektroskopie bolo
dokazané, Ze na a6 helixe je typicky dalSi motiv RxDL potrebny pri aktivacii apoptozy
(Kaufmann et al., 2002). Dal3ie pokusy ukézali, Ze mutacie v RxDL motive su fatélne

a zapri€inuja neschopnost FADD proteinu aktivovat apoptotickll signalizaciu
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(Carrington et al.,, 2006). Vyznam RxDL motivu spocCiva aj v inhibicii apoptozy
pomocou proteinu MC159 (Molluscum Contagiosum virus protein 159), ktory
zabranuje vazbe DED na tandemovu DED prokaspazy 8. Pravdepodobne tu
dochadza k blokacii asociacie proteinu a naslednej oligomerizacie, ktora je délezita
pre aktivaciu kaspaz (Valmiki et al., 2008). V roku 2004 bolo preukazané, Zze
naviazanie adapterového proteinu FADD na receptor vyvolava vznik receptorovych
zhlukov, ktoré boli pomenované SPOTS (Signaling Protein Oligomeric Transduction
Structures) (Siegel et al., 2004). SPOTS su vyznamné pre amplifikaciu apoptotickeého
signalu a pre spravnu aktivaciu prokaspaz.

V roku 1999 sa podarilo pomocou NMR spektroskopie popisat’ Struktaru DD
FADD (Jeong et al., 1999). DD pozostava zo Siestich a-helixov, podobne ako DD na
receptore. Helixy al, a2 aa4, a5 s0 orientované v strede domeény a tvoria
hydrofébne core. Helixy a3 aa6 sU vyrazne oddelené na opacénych stranach
domény. Helixy a2 a a3 maju opacnu polaritu AK zvySkov. Helix a3 je zaroven
najviac flexibilny. Interakcia oboch DD (na FADD areceptore) je zabezpecCena
vzajomnou asociaciou pomerne komplementarnych povrchov, priCom najviac sa na
nej podielaju helixy a3 a a2 (Jeong et al., 1999).

DalSou vyznamnou doménou je CARD doména (Caspase recruitment
domain), ktor4 je sucastou proteinu Apaf-1 a Prokaspazy-9, ktoré zohravaju
v apoptéze vyznamnu ulohu. Zéaroven je sucastou aj mnohych dalSich proteinov,
ktoré st uvedené v prehfadnom obrézku &. 7 v prilohe. Struktira CARD domény je
podobna DD a DED. Je zloZzen& zo Siestich a-helixov v antiparalelnom usporiadani.
Je tu rozdiel v usporiadani al helixu, ktory méa tendenciu rozpadavat sa na dva helixy
oznadené ako ala a alb. Navy3e orientacie a dizky jednotlivych helixov sa lisia
medzi proteinmi obsahujicimi CARD doménu. Strukttrna plasticita helixov je znane
obmedzena a jednotlivé helixy obsahuju bazické aj kyslé aminokyseliny, &o
vyznamne prispieva k protein-proteinovej interakcii (Qin et al., 1999). Interakcia
CARD domén Apaf-1 a Prokaspazy-9 sa uskutoCiuje pomocou kladne nabitych
aminokyselinovych zvySkov na ala, alb a a4 na Apaf-1 s negativhe nabitymi
zvySkami na helixoch a2 a a4 na prokaspaze-9 (Qin et al., 1999). Zatial ostava
nejasné, ¢i podobné idnové interakcie existuju aj u ostatnych proteinov obsahujlcich
CARD domeénu.
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4.2 Adapterové proteiny obsahujuce DD (Dea th domain)

Do tejto skupiny mézeme zaradit proteiny FADD, TRADD a RIP, ktoré boli
najviac preskumané. V prilohe (Obr. 7) je uvedeny prehlad dalSich proteinov
obsahujucich DD, ale ich vyznam a vlastnosti s malo zname.

Protein FADD (Fas-associated death domain) je jednym z najvyznamnejSich
adapterovych proteinov. Mechanizmus aktivacie apoptézy pomocou FADD uz bol
popisany vySSie (str. 13). Délezité je pripomenut, Ze kaspaza 8 mbze sucasne
spustit apoptézu pomocou proteinu Bid a nasledne uvolnenim cytC z mitochondrii.
FADD viaZze aj protein cFLIP, ktory sa uplatiiuje ako inhibitor apoptézy. FADD
reaguje so vsetkymi proteinmi pomocou homotypickych interakcii v DD alebo DED
(Yu et al, 2008).

Protein FADD sa okrem regulacie apoptdzy podiela aj na regulacii mnohych
inych procesov prebiehajucich v bunke. Podfa nedavnych vyskumov sa FADD
podiela na regulacii bunkovej proliferacie. Po€as skorej fazy mitdzy, kazein kinaza la
interaguje s FADD na deliacom vretienku. FADD je fosforylovany na C-konci
a nasledne reguluje priebeh bunkového cyklu v G, a M faze (Yu et al., 2008). Najviac
sa tato schopnost prejavuje u lymfocytov a NK buniek. FADD zohrava velmi dolezitu
tlohu aj v embryogenéze. Dysfunkcia FADD sa prejavuje vo velmi zavaznych
poruchéach vyvoja, ktoré s &asto letalne. Problémy sa prejavuju uz v Zitkovom vaku,
najma abnormalnym vyvojom srdca a neuralnej trubice (Valmiki et al., 2008).

V roku 2000 bolo zistené, Ze FADD je schopny indukovat bunkovu smrt aj
inym mechanizmom, nezavislym od kaspaz. Ukazalo sa, Ze DED je schopna vyvolat
oxidativny stres pomocou kyslikovych radikalov, ktory sa prejavuje vaznymi
poruchami DNA a dalSimi mutaciami. Po pridani vitaminu E ako antioxidantu alebo
po zvySenej expresii niektorych enzymov, napriklad superoxid dysmutazy (SOD), sa
letalita vyrazne zniZuje (Lee et al., 2000).

Posledna zaujimava informéacia o proteine FADD sa tyka jeho wvyskytu
v bunke. V roku 2003 bolo preukazané, ze FADD pravdepodobne nie je lokalizovany
v submembranovom priestore, ako sa pévodne myslelo, ale je to jadrovy protein
zUcCastnujuci sa regulacie mitézy, ktory sa mdéze do cytozolu transportovat pomocou
zatial neznameho mechanizmu (Sheikh and Huang, 2003).

TRADD (Tumor necrosis factor receptor 1-associated death domain) protein je
dalsim vyznamnym predstavitefom adapterovych proteinov. TRADD je
intracelularny protein naviazany na DD receptorov TNFR-1, DR3 a pravdepodobne aj
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DR6 pomocou homotypickej interakcie. Podiela sa nielen na regulécii apoptdzy, ale
aj na aktivacii signélnej drahy NF-kB, JNK, ERK a p38. Zaroven sa ukazalo, ze
zohrava délezita ulohu v aktivacii T-lymfocytov a pri zapalovych rakciach. TRADD
interaguje aj s proteinom FADD, ¢&im dochadza k naviazaniu prokaspaz a naslednej
aktivacii apoptotickej drdhy. Na druhej strane reaguje aj s proteinmi RIP1, TRAF2/5
a clAPs1/2, ktoré napomahaju aktivovat neapoptotické drahy ako JNK a NF-kB.
TRADD reaguje aj sinymi receptormi, ktoré nepatria do TNF-R nadrodiny, ako
napriklad receptor IFNy (Wesemann et al., 2004). Chen neskor dokazal, Ze TRADD
sa podiefa aj na aktivacii MAPK kaskady. Pripravil knockout mySi s deléciou tradd
génu, ktord sa prejavila v neschopnosti aktivovat MAPK kaskadu v pritomnosti
ligandu TNFa (Chen et al., 2008). Rovnaka situacia nastala aj v JNK a ERK drahe.
V poslednych rokoch sa podarilo objasnit Ulohu TRADD v signalizacii imunitnych
buniek (Wilson et al., 2009). Podiela sa na neapoptotickej signalizacii T lymfocytov,
kde vytvara komplexy s TCRs (T cell receptor), TLRs (Toll-like receptors) a RLHs
(Retinoic acid-inducible gene I-like helicases) (Wilson et al., 2009) . Zaroven existuje
predpoklad, Ze signalizacia z TRADD méze byt prepojena s FADD drahou a naopak.
Napriklad TRADD reaguje s RIP1 a FADD a aktivuje prokaspazu 8 alebo DRA4/5
aktivuja MAPK a NF-kB prostrednictvom FADD a prokaspazy 8 (Wilson et al., 2009).

Zaujimavy je mechanizmus aktivacie neapoptotickych drah. NajvyznamnejSim
proteinom v tejto skupine je RIP (Receptor interacting protein). RIP1 je sucastou RIP
serin/treoninovych kinaz, ktoré obsahuju na N-konci kindzovi doménu. V C-koncovej
oblasti sa nachaddza DD, pomocou ktorej interaguja s receptormi smrti. Zaroven
interaguju s proteinmi TRADD a FADD. RIP1 interaguje pomocou homotypickych
interakcii s proteinom RIP3. Jeho dysfunkcie sa prejavuju zavaznymi poruchami vo
vyvoji embrya, ktoré su letalne. Kultivované bunky su vyrazne citlivé na pritomnost
cytokinu TNFa, pretoZe nie st schopné aktivovat zachrannu signalizaciu pomocou
NF-kB (Kelliher et al., 1998). Na bunkovej membrane sa vytvrara komplex | zloZzeny
z receptoru smrti, napriklad TNFR1. V cytoplazme sa do DD viaZze adapterovy
protein TRADD a ten viaze RIP1. Su€astou komplexu su aj proteiny TRAF 2 a
clAP1/2. Vychadzajuc z mnohych Studii plati, Ze po aktivacii apoptézy receptorom
smrti najskér clAP1/2 ubiquitinylujd RIP1 (Varfolomeev et al., 2008). Ubiquitinylacia
je kfucova pre dalsi priebeh signalizacie, kde RIP1 mdZze pdsobit ako inhibitor alebo
iniciator apoptozy. Ak je ubiquitinylovany na Lys63, aktivuje MAPK kaskadu a NF-kB,
ktory funguje ako z&chranny protein. Aktivita clAPs je inhibovana proteinmi A20 a
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CYLD (Cylindromatosis deubiquitinase), ktoré posobia opacne. V tomto pripade je
ubiquitinylacia Lys63 dolezitd pre spustenie signélnej drahy. Podobne nastane
inhibicia aj ubiquitinylaciou Lys63 RIP1 pomocou CARP2 (Caspase 8/10-associated
ring protein 2), ktora umozni RIP1 interagovat s proteinom TAK 1 (Transforming
growth factor B-activated kinase 1) s naviazanymi proteinmi TAB 2 a 3. Nasledne je
aktivovany IKK-komplex, ktory obsahuje IKKa, IKKB a najvyznamnejsi IKKy/NEMO,
ktory fosforyluje IKB protein. Fosforylovany IkB je polyubiquitinylovany na Lys48 a
nasledne je degradovany v proteazomoch. To umoZiuje prechod NF-kB do jadra,
kde reguluje expresiu mnohych génov (Obr. 8). V tomto pripade Lys48 sluzi ako
znacka pre degradéciu IkB.

V pripade, kedy RIP1 nie je ubiquitinylovany na Lys63, TNFR1 prechadza do
cytoplazmy, kde vytvara komplex llIA. Viaze na seba proteiny TRADD a FADD,
nasledne pomocou kaspazy 8 Stiepi protein RIP1. Zaroven v cytoplazme mébze
vzniknut aj komplex 1B zloZzeny z FADD a RIP1, ktoré aktivuju kaspazy 8, a tym aj
celt apoptoticku signalizaciu (Wang et al., 2008) (Obr. 8).

Protein RIP3 sa podiefa na aktivacii apoptdézy nezavisle od kaspaz. AvSak
ukazalo sa, Ze u mysSi s deletovanym génom rip3 sa neprejavili Ziadne poruchy vo
vyvoji embrya, aktivacii NF-kB a apoptdézy (Newton et al., 2004). Viacero skupin
preukazalo, Ze RIP3 zohrava vyznamnu ulohu v programovanej nekroze-nekroptéze
(Declercq et al., 2009).

CYLD

claPs
/e v e

dcgrﬁdallon N !

TRADD-dependent complex 11A -A RIP1 kinase-dependent complex IIB

Casp. a8 or

@zs \ A \ /f% Q’“\

\_:I@ =

Apoptosis

Apoptos:s

(;chogen phosphnrylase
Glutamate ammenia ligase

Glutamate dehydrogenass 1
Oxidative phosphorylation

Reactive oxygen species

MNecroptosis

Obr. 8 Preh 'ad procesov prebiehajdcich po aktivacii proteinu RI P1

(Prevzaté z Declerq et al., 2009)

21



4.3 Adapterové proteiny obsahujice DED
(Death effector domain)

DED doménu obsahuju viaceré proteiny, okrem iného aj FADD a TRADD,
ktoré boli popisané vySSie. Medzi dalSie najvyznamnejSie zaradujeme DEDD,
DEDD2, PEA-15, Kaspazy 8 a 10 a ich regulator cFLIP. Ich vlastnosti su rozobrané
v nasledujucich odstavcoch.

V roku 1998 Stegh a jeho tim objavili dalSi adapterovy protein, ktory nazvali
DEDD (DED-containing DNA-binding protein) (Stegh et al., 1998). Dnes vieme, ze je
to asi 37kDa protein, DED sa nach&dza na N-konci a v Struktire sa nachadzaju dva
signaly NLS, ktoré po aktivacii CD95 umoznuju vstup DEDD do jadra, kde aktivuje
apoptézu pomocou jadrovej kaspazy 6. Nutna je aj pritomnost proteinu DEDAF. Tu
okrem toho dochadza k regulacii génovej expresie. Viaze sa na DNA a nukleozémy,
kde blokuje syntézu viacerych vyznamnych proteinov. DEDD mbéZe aktivovat
apoptézu aj pomocou cytozolovej kaspazy 3. Dokonca bolo dokazané, Zze DEDD
reaguje aj s kaspazami 8 a 10, pravdepodobne tu dochadza k translokacii do jadra
a inhibicii proteosyntézy (Alcivar et al., 2003). Dalej sa predpoklada, Ze pribuzny
protein DEDD2 vyvolava apoptézu pomocou C-koncovej sekvencie a v jadre reaguje
s proteinom DEDD. DEDD2 objavil v roku 2002 Roth a nezavisle aj Zhan.

Je zaujimavé, Ze DEDD2 interaguje s proteinom cFLIP, ale nereaguje
s kaspazou 8 a FADD (Roth et al.,, 2002). DEDD sa v cytoplazme vyskytuje
prednostne v diubiqutinylovanom stave a je naviazany na keratin 18 a prokaspazu 3.
Po iniciacii apoptozy sa aktivuje kaspaza 3, ktora proteolyticky degraduje keratin 18
a ten vytvara vnutrobunkové inklazie (Lee et al., 2002). Tym teda DEDD reguluje
organizaciu intermediarnych filamentov. Neskor sa ukazalo, Zze DEDD plni v bunke aj
iné funkcie. Viaze sa na mitoticky Cdkl/cyklin B1, atym inhibuje bunkovy cyklus
a dokonca aj velkost bunky (Arai et al., 2007).

Dalsim vyznamnym adapterovym proteinom obsahujicim DED je PED/PEA-15
(Phosphoprotein Enriched in Astrocytes 15). Je to 15kDa protein obsahujici jednu
DED doménu. V niektorych typoch buniek sa podiela na inhibicii apoptézy podobne
ako cFLIP. Bolo zistené, Ze je zodpovedny za inhibiciu FADD a TNFa signalizacie.
PEA-15 musi byt pre spravnu funkciu fosforylovany na Serl04 a Serll4 pomocou
proteinkindzy Ca a proteinkinazy B (Xiao et al., 2002). Fosforylovany PEA-15 sa
viaze na DISC, atym inhibuje apoptézu. Zaroven bolo potvrdené, Zze PEA-15
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neobsahuje KRKLH motiv bazickych AK, DED je na C-konci a helix a3 je kratSi ako u
FADDu (Kaufmann et al., 2002). PEA-15 reguluje aj bunkovla proliferaciu.
Fosforylovana forma sa viaze na FADD, nefosforylovana sa viaze na ERK/MAPK a
tym brani jeho akumulacii v jadre, ¢im inhibuje transkripciu proteinov regulujucich
bunkovy cyklus. PEA-15 viaze aj ribozomalnu S6 kindzu 2 (RSK2), ktora reguluje
proliferaciu pomocou p27"* a GSK3a (Valmiki et al., 2008). PEA-15 takisto reguluje
migraciu buniek. V mnohych nadorovych bunkach bola indikovana zvySena expresia.
Mechanizmus spociva v inhibicii Ras signalizacie integrinov, ktoré su klucové pre
invazivitu nadorovych buniek. Naopak u nadorov pfs a astrocytov bola expresia PEA-
15 znizena. Ako zaujimavost mdZzeme uviest eSte jeden protein CLARP (Caspase-
like apoptosis regulatory protein), ktory interaguje s kaspazou 8 a reguluje apoptézu
(Inohara et al., 1997). Je to vSak menej znamy protein a nezohrava taku vyznamnu
tlohu ako ostatné vySSie popisané proteiny.

Kaspazy (Cysteine-dependent Aspartate-specific Proteases) su najvyznamnejsie
proteiny apoptotickej signalizacie. Pomocou nich sa signal prenasa v podobe
kaskady bud vonkajSou, alebo vnutornou drahou apoptézy. Vo svojom aktivhom
mieste obsahuju Cys a substrat Stiepia za Asp. Su syntetizované ako prokaspazy vo
forme zymogénu, pretoZe ich aktivha forma by bola za beznych podmienok v bunke
nebezpecéna. TradiCne pozostavaju z N-koncovej prodomény, malej podjednotky ~10
kDa, velkej podjednotky 20 kDa a niektoré obsahuju spojkovy Uusek aminokyselin. Do
dnesSnej doby bolo popisanych 14 kaspaz u cicavcov. U ostatnych organizmov boli
popisané aj dalSie kaspazy. VSeobecne sa kaspazy delia na iniciatorové a
efektorové. Iniciatorové, ako kaspazy 2, 8, 9 a 10, sa podielaju na aktivacii dalSich
tzv. efektorovych kaspaz, najmé 3, 6, a 7. V tejto praci je rozobrana funkcia kaspaz 8
a 10, ktoré obsahuju DED a priamo interaguju s adapterovymi proteinmi. Regulacia
celého systému kaspaz je zabezpecena pomocou mnohych proteinov. Pre funkciu
iniciatorovych kaspaz 8 a 10 je vyznamnym aj protein cFLIP. Objavené boli aj
neapoptotické kaspazy, ako napriklad kaspaza 1, ktoré sa podielaju na aktivacii
zapalovych reakcii pomocou interleukinov.

Funkciou kaspaz je nielen regulacia apoptdzy, ale aj regulacia zapalovych
reakcii, spravneho vyvoja ainych procesov. VonkajSia apoptoticka draha je
zodpovedna za regulaciu nepotrebnych buniek v embryogenéze, pri maturacii
lymfocytov a pri eliminacii nadorovych buniek (Boatright et al., 2003). NajlepSim

prikladom je aktivacia pomocou CD95, kedy dochadza k naviazaniu FADD
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a napokon aj aktivacii prokaspazy 8 a u €loveka aj prokaspazy 10. Kedze tieto formy
su neaktivne, vo forme zymogénu, je tu potrebna urcita Struktdrna zmena. Kaspazy
sa viazu na FADD pomocou homofilnej interakcie N-koncovej DED.
NajvyznamnejSim procesom je dimerizacia kaspaz, ktora vedie kich aktivacii
a stabilizacii DISC komplexu. N-koncové DEDs su odstranené, ¢im umoZziuja
uvolnenie kaspaz do cytozolu. Efektorové prokaspazy existuju vo forme diméru
a aktivna forma vznikd konformaénou zmenou a odhalenim aktivneho miesta.
Zaujimava je najmé kaspaza 10, ktora u mySi nebola identifikovana. Existuje viacero
Spekulacii o funkcii kaspazy 10 u &loveka, ale pravdepodobne pini iné funkcie ako
kaspaza 8. Pri delécii génu pre kaspazu 10 sa prejavili autoimunitné ochorenia. Bolo
dokazané, ze dysfunkcia kaspazy 8 je pre bunku fatalna a zaroven sa zniZuje aj
expresia kaspazy 10, takZe jej schopnost nahradit funkciu kaspazy 8 je diskutabilna
(Kischkel et al., 2001). Ukazalo sa, Ze iniciatorové kaspazy mézu pravdepodobne
nahradit funkciu efektorovych kaspaz v pripade, kedy efektorové kaspazy nie su
dostato¢ne aktivované (Philchenkov, 2004).

Spbsob inhibicie iniciatorovych prokaspaz popisuje mnoho  Stadii.
NajvyznamnejSim regulatorom je protein cFLIP. Je exprimovany v troch formach,
ato cFLIP., c FLIPs a cFLIPg (Yu et al., 2008). L-long obsahuje tandemové DEDs na
N-konci a neaktivnu proteolyticki doménu na C-konci. S-short a R-Raji obsahuju iba
N-koncovu DED. Zatial ¢o S a R foma inhibuju apoptozu, L-forma je schopna za
uritych okolnosti a koncentracii aktivovat prokaspazy. PiSe otom Miechau, ktory
uvadza, ze cFLIP_ je Struktdrny homoldég kaspaz a inhibuje apoptézu tvorbou
heterodiméru s kaspazou 8, ale zaroven iniciuje proteolytickl aktivitu prokaspazy 8
atym aktivuje apoptdézu (Micheau et al.,, 2002). O inhibicii a aktivacii rozhoduje
mnoZstvo exprimovaného FLIPu. Pri vysokych koncentraciach kompetuje s kaspazou
8 a inhibuje apopt6zu. Pri fyziologickej koncentracii ~1% aktivuje kaspazu 8 (Chang
et al., 2002). cFLIP pIni v bunke aj dalSie funkcie. Proteolyticka uprava L-formy a S-
formy pomocou prokaspazy 8 zohrava dolezitd ulohu pri regulacii bunkovej
proliferacie, kde sa FLIP podiela na aktivacii ERK drahy a NF-kB drahy. Produkt
proteolytického Stiepenia cFLIPu, FLIP(p43) interaguje s proteinom TRAF2 a aktivuje
NF-kB drahu (Kataoka et al., 2004). Existuje aj dalSi inhibitor kaspazy 8. Je to
virusovy protein p35, ktory sa viaZze na aktivne miesto kaspazy pomocou N-koncovej
oblasti. Cys360 kaspazy 8 sa pomocou tioesterovej vazby viaze na Asp87 p35 (Riedl
et al., 2004).
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4.4 Adapterové proteiny obsahujuce CARD

(Caspase recruitment domain)

CARD doména je suCastou mnohych proteinov (obr. €. 7 v prilohe).
V suc€asnej dobe su najviac popisané proteiny Apaf-1 a Kaspaza 9. KedZe praca sa
zaobera proteinmi obsahujucimi DD a DED, ich vlastnosti su uvedené len
v strucnosti.

Apaf-1 (Apoptosis protease-activating factor) protein je vyznamnym ¢lenom
apoptotickej  signalizacie. Podmienkou aktivacie apoptdozy je existencia
proapoptotického signalu, napriklad poskodenie DNA, radiacia, posobenie cytostatik
alebo nedostatok zachrannych signalov. Vysledkom iniciacie je aktivacia aj tzv.
vnatornej apoptotickej drahy , kedy sa z medzimembranového priestoru mitochondrii
uvoliuje protein cytochrom c. Ten za spotreby ATP vytvara v cytoplazme
makromolekulovy komplex s molekulovou hmotnostou ~1,4 MDa  nazyvany
apoptozém. Je zloZzeny zo siedmich proteinov Apaf-1. Sucastou Apaf-1 je CARD
doména, do ktorej viaZze neaktivhu formu kaspézy-9, prokaspazu-9 (Pérez-Paya et
al.,, 2010). Procesy, ktoré vedu Kk vytvoreniu aktivne] kaspazy-9 su dodnes
nepreskimané. Kaspaza-9 existuje po Stiepeni asociovana s apoptozomom. Je
zloZzena z velkej 35 kDa podjednotky a malej 15 kDa (Jiang et al., 2000).

Dalej je zname, Ze po naviazani do apoptozému sa zvysi enzymaticka aktivita
kaspazy-9 2000 nasobne. Boli vytvorené dva modely, ktoré popisuju aktivaciu
kaspazy-9. Prvy model predpoklada, Ze po priblizeni sa viacerych prokaspaz
dochadza k autoproteolytickému Stiepeniu a aktivacii (Salvesen et al., 2004). AvSak
tento model nepopisuje procesy, ktoré vedu k ich aktivacii. Druh& predstava je
zalozend na tom, Ze kaspaza-9 je aktivovana dimerizaciou, ktora je ufahcena jej
naviazanim do apoptozomu (Renatus et al., 2001). Vdaka dimerizacii sa
pravdepodobne spustia konformacné zmeny, ktoré odhalia aktivne miesto.
Aktivovand kaspaza-9 funguje ako iniciatorovA kaspaza, ktora dalej aktivuje
efektorové kaspéazy 3, 6, a 7.

4.5 Patologické prejavy spojené s defektmi  expresie proteinov
rodiny DD
Na zéaklade mnohych genetickych manipulécii bolo potvrdené, Ze dysfunkcia

FADD a dalSich proteinov je fatalna pre priebeh proliferacie. D6kazom je Studia, pri
ktorej boli pripravené transgenné mysi, ktoré mali Asp mutaciu na Ser191. U mysi sa
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prejavila anémia, splenomegalia a dalSie velmi zavazné poruchy imunity, ktoré
suvisia s proliferaciou T Ilymfocytov (Hua et al, 2003). ZvySeny vyskyt
fosforylovaného FADD je pritomny aj v pfuacnych nadorovych bunkach. Zaroven sa tu
prejavuje zvySena expresia NF-kB, znizenie poctu buniek v G, faze bunkového cyklu
a zvySena expresia cyklinov (Chen et al., 2005). Neskér bolo dokazané, Ze rovnaky
princip plati aj pre nadory pfs (Matsuyoshi et al.,, 2006). S dysfunkciou PEA-15
suvisia dalSie zavazné abnormality. Bolo dokazané, Ze nadmerna expresia PEA-15
sposobuje aktivaciu proteinkinazy C, zniZenie produkcie inzulinu, ¢im sa vyvinie
diabetes Il. typu (Vigliotta et al., 2004). V roku 2005 bolo preukazané , Ze v nadoroch
pfs je PEA-15 nadmerne exprimovany pomocou proteinu AKT (Stassi et al., 2005).
Aj dalSie skupiny dokazali, Ze deregulacia v proteine PEA-15 je fatalna a spésobuje
vznik nadorov (Formisano et al.,, 2005). Jeho nadmerna expresia zvySuje pravde-
podobnost vzniku rakoviny koZze po pdsobeni chemickych iniciatorov. S dysfunkciou
kaspaz suvisi mnoho zavaznych abnormalit. Deregulacia expresie kaspaz 8 a 10
sposobuje viacero typov detskych nadorov a neuroendokrinné plicne nadory
(Harada et al., 2002). Strata expresie kaspazy 8 vyvolava vysokometastazujuce
ludské neuroblastémy (Hopkins-Donaldson et al., 2000). V nedavnej dobe boli
vyvinuté potencialne chemické inhibitory kaspaz vyuZzitelné v nadorovej terapii
(Philchenkov, 2004). Mutacie v génoch kodujucich kaspazu 10 sa prejavuju ALPS
syndromom Il typu (IIA). Podstata ochorenia bola popisana v roku 1999. Pacientom
bolo 11-ro¢né diev€a, u ktorého diagnostikovali adenopatiu, hepatosplenomegaliu,
hemolyticki anémiu a hypergamaglobulinémiu. Koncentracia lymfocytov bola
indikovana s 42% néarastom v porovnani so zdravym c¢lovekom (Wang et al., 1999).
V nasledujucich rokoch boli popisané dalSie pripady, spojené s velmi zavaznymi
poruchami imunitného systému. ALPS typu IIB vznika ako dosledok mutacii v génoch
pre kaspazu 8. Jeho fenotypové prejavy su velmi podobné typu IIA (Puck et al.,
2004).
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5. Zaver

Cieflom tejto bakalarskej prace bol popis vlastnosti a funkcii adapterovych
proteinov obsahujucich DD a DED. Je nepochybné, Ze prave adapterové proteiny
zohravaju vyznamnu ulohu v aktivacii a regulacii apoptotickej signalizacie. Ich
zapojenie do apoptotickej signalizacie je realizované pomocou povrchovych
receptorov smrti, ktoré prijimaju apoptoticky signal. Pomocou dalSich proteinov
vonkajSej apoptotickej drahy sa Siri az na efektorové kaspazy, ktoré proteolyticky
Stiepia jednotlivé bunkové zlozky. Adapterove proteiny sa nepodielfaju len na
regulécii apoptozy, ale aj dalSich vyznamnych drdh v organizme, ako su regulacia
proliferacie, spravneho embryonalneho vyvoja, zapalovych reakcii, regulacie
expresie mnohych génov av neposlednom rade aj mnohé regulacie na Urovni
imunitnych buniek. Pre ¢loveka ma apoptoza obrovsky vyznam z mnohych hladisk.
Na viacerych modeloch bolo ukazané, Ze deregulacie a dysfunkcie takmer vSetkych
proteinov apoptotickej signalizacie vedu k zavaznym defektom a abnormalitam.
VyraznejSie pochopenie procesov apoptézy na molekularnej Urovni by posunulo
su¢asné moznosti lieCby neurodegenrativnych, autoimunitnych alebo nadorovych
ochoreni u ¢loveka.

Aj napriek tomu, Ze zakladné molekularne aspekty apoptdzy su zname, eSte
stadle tu existuju otazky tykajuce sa najma ich regulacie, bunkovej Specifity a
prepojenia s dalSimi signalnymi drahami, napr. autofagocytézou apod. Internalizacia
receptorov smrti je nevyhnutna pre iniciaciu apoptézy. Ukazuje sa, Ze v niektorych
typoch buniek to neplati a vrdéznych receptoroch moZze viest Kk aktivacii
neapoptotickych drah. Daldim problémom je aktivacia iniciaénych kaspaz. Bolo
navrhnutych niekolko modelov, v dnesnej dobe sa uprednosthuje dimerizacia
prokaspaz, ktora vyvola ich aktivaciu. UvaZzuje sa aj o konformacnych zmenach,
ktoré by vznikli po interakcii DED adapterového proteinu s kaspazou. Dnes je zrejmé,
Ze receptory smrti aktivuju apoptotické aj iné signalne drahy. Predpoklada sa, Ze tato
odliSna funkcia je zabezpecena konformacnymi zmenami v ich Struktlre. Zatial tato
hypotéza nebola jednoznacne potvrdena. Stale aktualnejSou je predstava vyuzitia
apoptézy ako jedineéného nastroja v nadorovej terapii. NajvacSie nadeje boli
vkladané do ligandu TRAIL, ktory bol spociatku velmi U€inny. Ukazalo sa, Ze TRAIL
podporuje aj proliferaciu, migraciu a diferenciaciu buniek, a teda aj vznik maligneho

fenotypu. RieSenim by bolo zosilnenie proapoptotickej schopnosti TRAILu.
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Obr. 2 Preh lad interakcii ligandov a proteinov rodiny TNFR
V hornej €asti obrazku su znazornené jednotlivé ligandy, dole ich interakcie s proteinmi z rodiny TNFR. NajvyznamnejSie pre apoptotickd signalizaciu su receptory
smrti (Death receptors), ktoré obsahuju DD (Death domain) znazornenu ako &erveny obdiznik. Ciselnymi kédmi st oznagené jednotlivé proteiny z rodiny TNFSF
(Tumor necrosis factor superfamily) a TNFRSF (Tumor necrosis factor receptor superfamily) v proteinovej databaze PDB - http://www.pdb.org/pdb/home/home.do.
(Prevzaté z Tansey et al., 2009).
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Obr. 5 Porovnanie signalizacie pomocou CD95 recepto  rov (vlavo) a TRAIL-R (vpravo)
(Prevzaté z Giuccardi et al., 2009)

29



d FADD:CDg95, DR4, DR5 b TRADD: TNFR1, DR3, (DR&7)

THF-stimulated .
Pre-associated recruitment ‘r
TNF-R1 ‘r
PLASMA
MEMBRANE
Complex1
NF-kB
Activation Activation Receptosome
Pro=Casp B
ann _— Caspase 8
—| ‘
[imeH | ——— e . Topell Type|
n I]u]]] Caspase 810 Mitochondria yp yP
; yuag B
I Caspase 3 in
Caspase 3 o 5
cFLIP aspasa
claP-1 l
clAP-2 .
ﬁg | Apoptosis
| APOPTOSIS P
DIFFERENTIATION
PROLIFERATION
INFLAMMATION
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Zoznam pouzitych skratiek

AKT
AlF
ALPS
Apaf
Ask
Bak
Bax
Bcl
BH
Bid
CARD
CARP
Cdk
clAP
CLARP
CRD
DAXX
DcR
DD
DED
DEDAF
DEDD
DISC
DR
EDAR
EndoG
ERK
FADD
FasL
cFLIP
GSK3a
IFNy
IKK

JINK
MAPK
MC159
MEKK
MKK
NEMO
NFkB
NGFR
NK
NLS
OPG
PKB/AKT
PEA

Proteinova rodina, ¢lenovia ktorej su tiez nazvani

proteinkinazy B (PKB)
apoptosis-inducing factor

autoimmune lympho-proliferative syndrome
apoptosis protease-activating factor
apoptosis signal-regulated kinase

Bcl-2 antagonist killer

Bcl-2 associated X protein

B-cell CLL/lymphoma

Bcl homology

BH3 interacting domain
caspase-recruitment domain

caspase 8/10-associated ring protein
cyklin-dependent kinase

cytosolic inhibitor of apoptosis protein
caspase-like apoptosis regulatory protein
cysteine-rich domain

death domain-associated protein

decoy receptor

death domain

death effector domain

death effector domain-associated factor
DED-containing DNA-binding protein
death-inducing signaling complex

death receptor

ectodysplasin A receptor

endonuclease G

extracellular signal-regulated kinase
Fas-associated death domain

Fas ligand

caspase-8 (FLICE)-like inhibitory protein
glycogen synthase kinase 3

interferon y

IkB kinase

c-Jun NHa-terminal kinase
mitogen-activated protein (MAP) kinase
Molluscum Contagiosum virus protein 159
mitogen-activated prtotein/ERK kinase kinase
mitogen-activated protein kinase kinase
NF-kB essential modulator

nuclear factor kB

nerve growth factor receptor

natural killer

nuclear localisation signal

osteoprotegrin

proteinkinase B

phosphoprotein Enriched in Astrocytes
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PLAD

PRR

RIP

RLH

RSK6
Smac/DIABLO
SOD

SPOTS

TAB
TAK
TCR
TLR
TNF
TRADD
TRAF
TRAIL
TRAPS

preligand association domain

pattern-recognition receptor

receptor-interacting protein

retinoic acid-inducible gene I-like helicase

ribosomal S6 kinase

second mitochondria-derived activator of caspase
superoxide dysmutase

signaling protein oligomeric transduction structures
transforming growth factor-beta-activated protein kinase 1-
binding protein

transforming growth factor 3-activated kinase

T-cell receptor

Toll-like receptor

tumor necrosis factor

tumor necrosis factor receptor 1-associated death domain
TNF-associated factor

TNF-related apoptosis-induced ligand receptor
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