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Abstrakt

Taxany jsou tridou béZzné uZivanych protinddorovych 1éc¢iv zvlasté ucinnych u
nadorovych onemocnéni prsu, vajecniku, prostaty ¢i plic. Taxany se vazi se na [3-
tubulinovou podjednotku mikrotubulfi, ¢imz vedou kjejich stabilizaci a inhibici
depolymerizace. Takovéto mikrotubuly nejsou schopny tvorit funkéni mitotické
vieténko a dochazi k zablokovani bunécného cyklu v G2/M fazi a nasledné apoptodze.
Nékteré bunky si vSak k taxanim vyvinuly rizné mechanismy rezistence. Ty mohou
souviset s cilovym mistem pro vazbu taxang, tj. mikrotubuly nebo mohou byt vysledkem
zvySené exprese specifickych prenasect, které odcerpavaji taxany ven z bunky. Dalsi
typy rezistence jsou spojeny s procesem programované bunécné smrti (PCD), konkrétné
s proteiny, které se po aplikaci taxand podili na jejim zdarném pribéhu. K témto
proteinim patii rodina Bcl-2, kterd reguluje iniciaci PCD udrZovanim integrity
membrany mitochondrii a endoplasmatického retikula a jejichz aktivita mliZe byt taxany
pfimo ¢i nepfimo ovliviiovana. Vykonnou slozkou PCD jsou kaspazy, kde zvlasté
dilezitou se zda byt Kkaspaza-2 aktivovand vdisledku taxany-indukovaného
cytoskeletarniho poskozeni. V nékterych pripadech mohou taxany vést k bunécné smrti
nezavisle na kaspazach. Zvlastni tlohu ma protein p53, ktery se do apoptézy indukované

taxany zapojuje pouze pti aplikaci nizkych koncentraci taxanu.
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Abstract

The taxanes are a class of commonly used anticancer agents, which are very
effective in treatment of breast, ovarian, prostate or lung cancer. Taxanes bind to the (3-
tubulin subunit of microtubules and lead to their stabilization and inhibition of
depolymerization. Such microtubules lose their function to form mitotic spindle, thus
arresting cells in G2/M phase and resulting in apoptosis. Unfortunately some cells are
able to escape from taxanes-induced apoptosis by developing various mechanisms of
resistance including alteration in taxanes target microtubules or upregulation of specific
transporters that pump the drug out of cells. Other types of resistance are connected
with process of programmed cell death (PCD), especially with proteins that after taxane
application participate in its successful progress. Taxanes can directly or indirectly
modify the activity of Bcl-2-family proteins that control mitochondrial and endoplasmic
reticulum integrity, thus regulating the initiation of PCD. Caspases are executioners of
PCD and caspase-2 activated by cytoskeletal disruption seems to be especially important
in taxanes-induced apoptosis. In some cases can taxane treatment also result in caspase-
independent cell death. Special role has protein p53 that seems to be involved only in

apoptosis caused by low taxanes concentration.
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Seznam zkratek

ABC
Apaf-1
AIF

BH
dATP
DED

ER
FADD
Fas
GDP/GTP
IP3R
IAPs
JNK
HER2 /neu
MDR
MRPs
GTP-BD
PIDD
PTP
RAIDD
siRNA
SERCA
SMAC
UPR
VDAC
XIAP

(ATP)-binding-cassette

apoptoticky peptidazu aktivujici faktor-1

faktor indukujici apoptézu

Bcl-2 homologni

(deoxy)-adenosintrifosfat

Death effector domain

endoplasmatické retikulum

Fas-associated death domain

Apoptosis stimulating fragment
guanosindifosfat/guanosintrifosfat
inositol-1,4,5-trisfosfat receptor

proteiny inhibujici apoptozu

c-Jun-NHz-terminalni kinaza

receptor 2 pro lidsky epidermalni ristovy faktor
receptory mnohocetné 1ékové rezistence

proteiny spojené s mnohocetnou lékovou rezistenci
GTP-vazebna doména

p53-induced death domain

mitochondrialni pér (permeability transition pore)
RIP associated Ich-1/CED homologous protein with death domain
small interfering RNA

sarco/endoplasmic reticulum Ca2* ATPase

Second mitochondria-derived activator of caspases
unfolded protein response

napétové ovladany aniontovy kanal

X-linked IAP


http://www.farmakoterapie.cz/c2292/c-jun-nh2-terminalni-kinaza-2-hraje-vyznamnou-roli-u-epidermalnich-neoplazii

1 Uvod

PrestoZze v poslednich letech vyzkum v oblasti nadorové problematiky znacné
pokrocil, patfi naddorova onemocnéni spolecné s onemocnénimi cévni soustavy k
nejcastéjSim pri¢inam umrti v rozvinutych zemich. Kazdym rokem je nékterym typem
nadorového onemocnéni nové diagnostikovano priblizné 13 miliont lidf a progndzy jsou
takové, Ze v pristich dvaceti letech by se tyto pocty mohly témér zdvojnasobitl. Je tedy
Zadouci snazit se porozumét nejen mechanismim samotné kancerogeneze, ale i dale

rozvijet vyzkum v oblasti moZné nadorové terapie, ktery by v budoucnu pomohl sniZit

umrtnost a zlepsit kvalitu Zivota onkologickych pacienti.

Taxany jsou skupinou prirodnich ¢i syntetickych cytostatik rutinné pouzivanych
v 1écbé nékterych typl nadorovych onemocnéni. Prvni objeveny a dosud nejuzivanéjsi
taxanovy lék paclitaxel, obchodnim nazvem Taxol®, je rostlinny alkaloid izolovany
z kliry zapadoamerického tisu (Taxus brevifolia) a byl v podstaté nahodné objeven v 60.
letech 20. stoleti v ramci programu, jehoz tcelem bylo testovat tisice vzorki rostlin jako
potencialni protinddorové 1éky. Dalsi podobnou latkou je docetaxel, obchodnim nazvem
Taxotere®, ktery je semisynteticky pripravovan z prekurzoru ziskaného z jehlic tisu
cerveného (Taxus baccata). V poslednich letech se zacina objevovat tfada derivatl
taxanu, tzv. taxant druhé generace, které by v budoucnu mohly klasické taxany nahradit.
PrestoZe jsou tyto Cisté syntetické taxany zatim spiSe in vitro zalezitosti, uzZ dnes mnoho

studii poukazuje na jejich zvySenou ucinnost u rezistentnich nadorovych linif

v porovnani s taxany klasickymi.

Drive byly taxany diky unikdtnimu mechanismu, kterym indukuji buné¢nou smrt
pouzivany jako 1éky tzv. druhé volby tehdy, kdyZ selhavaly bézné chemoterapeutické
metody. Dnes jsou taxany béZzné podavany jak samostatné, tak i v kombinaci s dalsimi
chemoterapeutiky pfi nadorovych onemocnénich prsu, vajecniku, prostaty nebo plic a
jejich ucinnost u rady dalsich typd nadortl se testuje. Taxany spolecné s dalsimi bézné
uzivanymi cytostatiky vinca alkaloidy patfi do skupiny latek oznacované jako mitotické
inhibitory, nebot potlacuji dynamiku mikrotubularniho systému, ktery v burce zastava

fadu funkci vCetné mitézy a v dlisledku jejich naruseni dochazi k apoptodze.

Lhttp://www.wcrf.org/cancer_statistics/index.php



Presto, Ze je taxanim vénovana pozornost jiz delSi dobu a jsou predmétem
intenzivniho vyzkumu, presny mechanismus jejich ptlisobeni neni dosud zndm. Tato
prace si klade za cil shrnout dosavadni poznatky o mechanismech, kterymi se indukuje a

realizuje buné¢na smrt po aplikaci taxand.

2 Mikrotubularni systém bunky

Mikrotubuly jsou polymery sloZené z dimernich podjednotek a- a 3-tubulinu, které
v ramci buriky zastavaji radu funkci napt. v bunécné signalizaci, vezikularnim transportu
¢i bunécném déleni. BEhem mitdzy vytvari mikrotubuly bipolarni mitotické vreténko,
které se napojuje na chromozomy a podili se na jejich presné segregaci do dcerinych
bunék. o- i B-tubulin maji na C-terminadlnim konci vazebnou doménu pro
guanosintrifosfat (GTP-BD), ktery se k a-tubulinu vaZe ireverzibilné, zatimco na -
tubulinu mizZe byt GTP hydrolyzovano na guanosindifosfat (GDP). Vazba GTP ¢i GDP k (-
tubulinu zdsadné ovliviiuje konformaci tubulinovych dimerti a tim i stabilitu celého
mikrotubulu. Pti vazbé GTP maji dimerni podjednotky ,rovnou“ konformaci, vazby mezi
sousednimi protofilamenty jsou pevné a mikrotubuly stabilni. Po hydrolyze GTP se
jednotlivé dimery zaktivuji, ¢imZ se oslabuji interakce mezi protofilamety a dochazi
k depolymerizaci. Pro funkci mikrotubulti je nezbytna jejich vysoce dynamicka struktura

a jeji potlaceni je pro buriky casto letalni (shrnuto v Downing and Nogales, 1998).

2.1 Interakce taxani s mikrotubuly

Vazba taxanli k mikrotubulim je reverzibilni se stechiometrii jedna molekula
taxanu na tubulinovy dimer (Diaz and Andreu, 1993). Vazebné misto pro taxany se
nachazi na N-terminalnim konci -tubulinové podjednotky v blizkosti M-smycky, ktera
se podili na tvorbé lateralnich kontakti s -tubulinovou podjednotkou v sousednim
protofilamentu. Za nepfritomnosti taxani spolu interaguji aminokyselinové zbytky Gluzss
a Argzsz, nachazejici se oba na M-smycce stejné [3-tubulinové podjednotky. Po navazani
taxanu na B-tubulin dochazi k vytésnéni M-smycky smérem dold, zanika ptivodni vazba
a vznika nova mezi Argzg2 na M-smycce a Glusz na H1-S2-smycce sousedniho -tubulinu
(Mitra and Sept, 2008) (viz Obr. 1.). Diisledkem vazby taxanu na (-tubulin je tedy vznik
vazby mezi sousednimi tubulinovymi dimery, ktera vede kposileni vazeb mezi

protofilamenty a stabilizaci mikrotubuld.



Obr. 1. Interakce mezi M- a H1-S2-smyckou za nepfitomnosti taxanu (vlevo) a po jeho navazani (vpravo). Bez pfitomnosti
taxanu vznika na B-tubulinové podjednotce iontova vazba mezi Arg,g, a Glu,gg v ramci M-smycky (Zluté). Po navazani taxanu
je M-smycka posunuta smérem doll a vznikd nova vazba mezi Arg,s; na M-smycéce a Glusz na H1-S2-smycce (Cervené)

sousedniho B-tubulinu (pfevzato z Mitra and Sept, 2008).

Soucasné vede navazani taxanu ke zvySeni flexibility a dynamiky v okoli GTP-BD,
které dokaze kompenzovat a prekonat konformac¢ni zmény tubulinovych dimerd, které
nasleduji po hydrolyze GTP. Ty si tak zachovavaji ,rovnou“ konformaci i pfi navazani
GDP, ¢imZ omezuji tendenci mikrotubuli se depolymerizovat (Mitra and Sept, 2008).
Tuto teorii potvrzuji i vysledky Elie-Caille a kol. (2007), které ukazuji, Ze protofilamenta
s navazanymi taxany maji podobnou konformaci jako protofilamenta s navazanym GTP a

1i$i se tak od protofilament s navdzanym GDP.

Potlac¢eni konformacnich zmén spojenych s hydrolyzou GTP indukuji taxany jen
tehdy, pokud jsou ptidany k tubulinovym dimertim jiz pred nukleaci. Pokud jsou taxany
pridany k mikrotubullim az v priibéhu nukleace, dochazi pouze k nepatrnému posunu
pozice tubulinovych dimert mezi sousednimi protofilamenty (Arnal and Wade, 1995).
Tento jev lze vysvétlit posunutim M-smycky smérem dolG a zménou v laterdlnich
kontaktech mezi protofilamenty. ZmenSeni vzdalenosti a zména uhlu mezi
protofilametny vlivem taxant vede také ke sniZeni poctu protofilament v kruhu, kdy se
za pritomnosti taxani preferencné tvori mikrotubuly s 12 protofilamenty v kruhu

namisto béznych 13 (Andreu et al., 1994).

Taxany ovliviiuji mikrotubularni systém jiZ pti pouZiti nanomolarni koncentrace.
Urychluji polymeraci tubulinu, stabilizuji vzniklé mikrotubuly a brani jejich
depolymerizaci, ¢imZ narusuji jejich dynamickou nestabilitu. Takovéto mikrotubuly jsou

velmi stalé i v destabilizujicich podminkach, napt. za nizké teploty nebo za piitomnosti
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Ca%* (Schiff et al., 1979). Taxany také snizuji kritickou koncentraci tubulinovych dimert
nutnych pro iniciaci nukleace (Wilson et al, 1985) a dokaZi iniciovat nukleaci za

nepritomnosti GTP ¢i proteinii asociovanych s mikrotubuly (Schiff and Horwitz, 1981).

Diisledkem aplikace taxani je shlukovani mikrotubulli béhem interfaze a tvorba
multipolarniho mitotického vieténka béhem mitézy, které neni schopné zajistit
segregaci chromozomi a tim i postup do anafaze. Vysledkem je zastaveni bunéc¢ného

cyklu a akumulace bunék G2 /M fazi a zahajeni apoptozy (Yvon et al., 1999).

3 Rezistence nadorovych bunék k taxaniim

Rezistence nadorovych bunék je limitujicim faktorem uspésné chemoterapie.
V souvislosti s taxany bylo popsano nékolik mechanisml primarni (vrozené), predevsim
vSak sekundarni (ziskané) rezistence, ktera v pripadé relapsu nadorového onemocnéni
komplikuje 1é¢bu. Vznik rezistence nadorovych bunék k taxantim je davan do souvislosti
se zménami v metabolismu taxant, s cilovym mistem pro vazbu taxan, tj. mikrotubuly,
miZze byt vysledkem zvySené exprese specifickych prenaseci, které odcerpavaji taxany
ven z bunky ¢i mize byt disledkem mutaci a zmén v expresi proteint regulujicich a

realizujicich bunéénou smrt. Posledni tfi zminéné mechanismy budou diskutovany dale.

3.1 Rezistence k taxaniim spojena s mikrotubuly

3.1.1 Zmeény v expresi isotypu B-tubulinové podjednotky

B-tubulin je kdédovan Sirokou multigenovou rodinou. U obratlovci bylo
identifikovano minimalné Sest riznych isotypli B-tubulinu, které se exprimuji v
zavislosti na typu tkané. I a IVb tfida se nachazi ve vSech typech tkani, tridy II, Il a IVa
jsou exprimovany primarné v mozku, VI trida je charakteristickda pro bunky
hematopoetickych tkani a ma nizky stupen homologie s ostatnimi tfidami (shrnuto

v Sullivan, 1988).

U nadorovych bunék rezistentnich k taxaniim bylo pozorovano jednak sniZeni
samotné exprese [-tubulinu (Wang and Cabral, 2005) a také zmény v expresi B-
tubulinovych isotypli. Konkrétné napi. zvySena exprese II a III tfidy u karcinomu
slinivky (Liu et al.,, 2001), I, III a IVa tridy u ovarialniho karcinomu (Kavallaris et al.,

1997), I, Il a IV tridy u prsniho karcinomu (Galmarini et al., 2008) ¢i III a [Va tridy u
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nadoru prostaty (Ranganathan et al., 1998). Blade a kol. (1999) ve své studii dokazali, Ze
jediny tubulinovy isotyp, jehoZ zvySenou expresi lze indukovat rezistenci k taxaniim je
BIII-tubulin, coZ je vsouladu s pozorovanim, Ze tento isotyp je nejcastéji nadmérné
exprimovanym isotypem u bunék rezistentnich k taxanim a minimalné u bunék plicniho
karcinomu je mira jeho exprese vhodnym markerem predikujicim tispéSnost 1écby (Seve

etal., 2005).

Jednotlivé B-tubulinové isotypy maji rizny vliv na dynamiku a stabilitu
mikrotubuli. V porovnani s ostatnimi isotypy vyZaduji napf. mikrotubuly sloZené
primarné z BIII-tubulinu vyssi kritickou koncentraci tubulinu pro zahajeni nukleace.
Maji také nizsi polymeracni schopnost a jsou vice dynamické. Vzhledem k tomu, Ze
vazebné misto pro taxany se nachazi pouze na polymerovanych mikrotubulech,
predstavuji tak nadorové buiky s vyssi dynamikou mikrotubuli a méné stabilnimi
polymery selek¢ni vyhodu vici ac¢inku taxand (Kamath et al,, 2005). Tyto bunky navic
¢asto pro svou normalni funkci vyzaduji urcitou koncentraci taxant, které zvysSenou

dynamiku mikrotubulti ¢aste¢né inhibuji (Goncalves et al., 2001).

Na druhou stranu nékteré studie Zadny zasadni vliv zvySené exprese nékterych 3-
tubulinovych isotypli na rezistenci k taxanim neprokazaly (Dumontet et al., 1996) a
uloha jednotlivych B-tubulinovych isotypli ve vzniku rezistence je tak predmétem

dal$iho zkoumani.

3.1.2 Mutace v genech kdédujicich B-tubulinové podjednotky

Gen koédujici u vétSiny bunék majoritni BI-tubulin se nachazi v oblasti chromozomu
6p21.3 a sklada ze ¢tyr exontli. Vazebné misto pro taxany je kddovano exony 1 a 2,
zatimco 4 exon nese GTP-BD. Mutace, nejCastéji substituc¢ni ¢i delecni, nachazejici se
v téchto exonech jsou davany do souvislosti se vznikem rezistence nadorovych bunék
k taxantim. Napf. studie Hari a kol. (2006) ukazuje, Ze mutace ve vazebném misté pro
taxany (Asp26—Glu) snizuji afinitu k taxantim a soucasné vedou i ke zvySeni dynamiky
mikrotubul. Obdobné typy mutaci zvySujici mikrotubularni dynamiku detekovali
Giannakakou a kol. (1997) u ovarialniho karcinomu. Jedna se o substitu¢ni mutace
(Phez7o—Val) a (Alazesa—Thr). Dilezitou oblasti na Bl-tubulinu je rovnéz tzv. leucinovy
Klastr (Leuzis, 217, 228), ktery se podili na interakcich se sousednimi protofilamenty.

Mutace v této oblasti maji vliv na longitudindlni a lateralni kontakty v ramci mikrotubulu
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a mohou vést ke zvySeni dynamiky a tim prekonani suprese vyvolané taxany (Gonzalez-

Garay et al., 1999)

Bodové mutace v I-tubulinu jsou tedy dtlezitym bunécnym mechanismem vzniku
rezistence Kktaxanim a nékteré znich lze vyuzit i vklinické praxi jako nadorové
markery. Napf. Monzo a kol. (1999) pozorovali u pacientd s plicnim karcinomem
spojitost mezi mutacemi v GTP-ND ¢i vazebném misté pro taxany a horSim pribéhem

onemocnéni v diisledku rezistence k terapii.

3.1.3 Rezistence spojena s a-tubulinovou podjednotkou

PrestoZze taxany interaguji s [(-tubulinem, miize byt vznik rezistence také
dtsledkem mutaci a zmén exprese v a-tubulinu. Ke vzniku rezistence mtze v prvni radé
vést samotné zvySeni exprese al-tubulinu. SniZeni jeho exprese na transkrip¢ni trovni
opétovné vede k obnoveni senzitivity bunék ktaxantim (Han et al, 2007). Nékteré
mutace v a-tubulinu jsou také spojeny se zménou dynamiky mikrotubulll ¢i ovliviiuji
jejich interakce s regula¢nimi proteiny a mohou vést k taxanové rezistenci (Cabral et al.,

1981; Martello et al., 2003).

3.2 Rezistence k taxaniim spojena s ABC prenaseci

Mnohocetna 1ékova rezistence, kdy nadorové bunky vykazuji rezistenci
k cytostatikiim liSicim se jak strukturné, tak i mechanismem ucinku, je diisledkem
exprese ATP-dependentnich prenasSect. Tyto prenasece patri do rodiny ABC prenasSeci a
maji specifitu k hydrofébnim latkam prirodni povahy jako jsou taxany, vincalkaloidy ¢i
antracykliny. ABC prenaSece Cerpaji tyto latky ven zbunék, ¢imZ sniZuji jejich
intracelularni koncentraci a vedou tak ke vzniku rezistence (shrnuto v Gottesman et al,,

2002)

In vitro byla pozorovana rezistence nadorovych bunék ktaxanim v disledku
zvySené exprese genu ABCB1 kddujicim prenase¢ MDR1 (multi-drug resistance-1)
(Mechetner et al., 1998). Mira exprese tohoto pirenasece se i v klinické praxi ukazala byt
vhodnym ukazatelem ucinnosti terapie (Kamazawa et al., 2002). V MDR1 genu byl také
objeven jednonukleotidovy polymorfismus predurcujici citlivost nadorovych bunék k

svv/s

homozygotni kombinaci alel se substitu¢ni mutaci ve 21. exonu, ktera sniZuje aktivitu

13



tohoto prenaSece (Green et al., 2006). DalSimi prenaSeci vedoucimi ke vzniku rezistence
k taxantim jsou napt. MDR3 (Duan et al., 2004), MRP7 (Hopper-Borge et al.,, 2004) ¢i
MRP2 (Huisman et al., 2005).

Funkci ABC pienasect lze in vitro snadno blokovat pridanim inhibitord, jako jsou
verapamil ¢i cyklosporin A. V Klinické praxi se ale podani inhibitorli nesetkalo
s vyznamnéjsim uspéchem, nebot jsou tyto latky efektivni az v davkach, které jsou pro
clovéka toxické (Seiden et al., 2002). Vhodnym feSenim do budoucna se zda byt inhibice
exprese téchto prenasSect na transkripéni drovni pomoci malych interferujicich RNA

(siRNA), jejichZ uziti in vitro je velmi ispésné (Duan et al., 2004).

a Overexpression of
the efflux proteins

Defects in
apoptotic pathways

€ Overexpression of
Bliltubulin and/or MAP

d Interactions of microtubules
Docetaxel with other cytoskeletal proteins

Obr. 2. Bunééné mechanismy rezistence k taxaniim. Mechanismy rezistence k taxanim mohou byt vysledkem A) zvysené
exprese ABC prenasecll transportujici taxany ven z bunék (nap¥. ABCB1, MRP1), B) mutaci v B-tubulinu vedouci ke zméné
afinity vazby k taxandm ¢i zméné dynamiky mikrotubuld, C) zmén v expresi B-tubulinovych isotypl (zvySeni exprese BllI-
tubulinu) vedouci ke zméné dynamiky mikrotubull, D) zmén ve schopnosti mikrotubull interagovat s proteiny
asociovanymi s mikrotubuly a/nebo E) mutaci ¢i zmén v expresi proteint Ucastnicich se apoptotickych drah (pfevzato

z Seruga et al., 2011).
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4 Programovana bunécna smrt v nadorovych bunkach po aplikaci

taxan( a souvisejici mechanismy rezistence

Programovand bunéc¢na smrt (PCD) je souhrn regulovanych procesii vedoucich
k zaniku buriky v diisledku ontogenetického programu ¢i buné¢ného poskozeni. Aplikace
taxani vede kPCD, kterd miize prechdzet od apoptdzy, ktera je procesem
kontrolovanym na nékolika urovnich az k nekréze, ktera je procesem ryze pasivnim.
Pochopeni mechanismd, kterymi taxany indukuji a realizuji bunécnou smrt, mize
pomoci pri vyvoji ucinnéjSich chemoterapeutik, pripadné pri reSeni problematiky
spojené se vznikem rezistence k taxantim. V nasledujicich kapitolach budou popsany
proteiny ucastnici se apoptézy v disledku aplikace taxand (p53, proteiny Bcl-2 rodiny,

kaspazy) a soucasné budou diskutovany i dal$i neapoptotické typy bunécné smrti.

4.1 p53vapoptdze indukované taxany

Protein p53 je transkrip¢ni faktor, ktery se v burikach aktivuje v odpovéd’ na radu
stresovych stimulli (poSkozeni DNA, deprivace nukleotidii, hypoxie). Po aktivaci se p53
translokuje z cytosolu do bunécného jadra, kde indukuje expresi nékolika protein,
napr. proteinu p21, Bax (viz kapitola 4.2.2) a PIDD (viz kapitola 4.4.1.1). Tyto proteiny se
ucastni jednak inhibice progrese bunécného cyklu a v pripadé vaznéjSiho poskozeni
indukuji apoptézu (shrnuto v Levine et al.,, 1997). Funkci p53 je tedy branit nadorové
transformaci a mutace v tomto proteinu jsou jednim z hlavnich mechanismd, kterymi si
nadorové buiiky zajistuji schopnost replikovat se nezavisle na bunééném poskozeni a
uniknout apoptéze Vzhledem k tomu, Ze gen pro p53 je priblizné u 70% nadorovych
bunék mutovan, jevi se Casto klasicka chemoterapeutika, ktera poskozuji DNA a indukuji
p53-dependentni apoptdzu, jako neucinna. Taxany, které indukuji apoptozu poSkozenim
mikrotubularniho systému a nezavisle na p53, se tak zdaji byt vhodnou alternativou

1écby nadord, které jsou ke klasické chemoterapii rezistentni.

V apoptoéze indukované taxany dochazi k zastaveni bunécného cyklu béhem mit6zy
v diisledku inhibice funkce mitotického vieténka a je pozorovatelna akumulace bunék
v G2/M fazi. Znakem p53-dependentni apoptdzy je oproti tomu zastaveni bunécného
cyklu v G1 fazi, které je dlisledkem genové exprese a aktivace proteinu p21 iniciované
proteinem p53. Protein p21 funguje jako inhibitor komplexi cyklinti a cyklin-

dependentnich kinaz regulujicich progresi buné¢ného cyklu a soucasné inhibuje aktivitu
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prolifera¢cniho antigenu bunécného jadra (PCNA), ktery indukuje prechod do S-faze

bunécného cyklu skrze aktivaci DNA-polymeraz (shrnuto v Levine et al., 1997).

V prvni fadé je nutné zminit, Ze nadzory na dtilezitost p53 v apoptéze indukované
taxany nejsou jednoznacné. VétsSina studii se sice shoduje na tom, Ze p53 se apoptédzy
indukovana taxany neucastni, jednak protoZe nebyla pozorovana jeho aktivace u
rezistentnich ani u senzitivnich bunék (Ehrlichova et al., 2005) a soucasné mutace ci
inhibice jeho exprese nijak signifikantné neovliviiuji miru apoptézy (Reinecke et al.,

2005).

Nékteré studie vSak ukazuji, Ze p53 alespon caste¢né do apoptdzy indukované
taxany zasahuje, a to zejména pri podani nizkych koncentraci taxanu. Nizké koncentrace
taxanl totiZ nejsou casto dostacujici pro uplnou inhibici funkce mitotického vieténka.
K zastaveni v G2/M fazi a nasledné apoptéze dochazi tak pouze u malé populace bunék,
zatimco vétSina bunék miuZe dale pokracovat v bunécném cyklu. Tyto bunky vsak
v diisledku aberantni mit6zy maji zménény pocet molekul DNA ¢i jiné poskozeni, které
vede k aktivaci p53. Nasledna aktivace p21 vede k zastaveni bunécného cyklu v G1 fazi a
miiZe dochazet k indukci apoptézy (Tan et al., 2002). V souladu s timto zjiSténim jsou
pozorovani, kdy pfi pouZiti nizkych koncentraci taxanu vedou mutace p53 k nadorové
rezistenci, nebot' u bunék nemtize v nasledujicim bunécném cyklu dojit k aktivaci p53-

dependentni apoptozy (Liu et al., 2013).

Uloha p53 vapoptéze indukované taxany je tedy stile nejasna. Zda se, Ze pti
podani béznych koncentraci taxanti nehraje p53 v apoptdze prilis diilezitou roli. Zato pri
nizkych koncentracich, kdy se buiitkdm podari uniknout cytotoxickému efektu taxant je

p53 zvlasté dilezity, pro aktivaci p21 a pripadné i p53-dependentni apoptozy.
4.2 Proteiny Bcl-2 rodiny

Skupina proteinii Bcl-2 rodiny se ucastni regulace iniciace vnitini apoptotické drahy. U
savcl bylo identifikovano minimalné 12 ¢lent, které lze podle funkce rozdélit do dvou
hlavnich skupin. Bcl-2, Bcl-X. a Bcl-w patii do skupiny antiapoptotickych clent.
K proapoptotickym ¢lentim patii napt. Bax, Bak, Bok, Bim, Bad ¢i Bid. Tyto proteiny lze
dale délit podle poctu BH (Bcl-2 homolognich) domén na multidoménové (Bcl-2, Bax,
Bak) a na proteiny obsahujici pouze BH3 doménu, tzv. BH3-only proteiny (Bim, Bad, Bik)

(viz Obr. 3.). Kromé BH domén maji nékteré proteiny Bcl-2 rodiny na C-terminalnim
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konci hydrofobni usek vytvarejici helikalni transmembranovou doménu (TM), ktera jim

umoznuje interagovat s bunénymi membranami (shrnuto v Youle and Strasser, 2008).

Podrodina Bcl-2

Ecl-2, Bel-X;, Bel-w,
Mcl-1

Al

L — j EHZ e TM = Diva/Roo

Podrodina Bax

e[| |- ] | ||| ] BHZ ] TM_Jum  Bax, Bak, Bok

BBHA FBH3Y Bel-X,

Podrodina BH3-only

{EN Bad, Bid, Puma

ITE—{Tr ~ Bik, Bim, Hrk,

Noxa

Obr. 3. Proteiny Bcl-2 rodiny (Pfevzato z Roset et al. 2007)

Proteiny Bcl-2 rodiny tvoii prostrednictvim svych BH domén homodimery c¢i
heterodimery, ¢imZ navzajem reguluji svou aktivitu. Pomér proapoptotickych a
antiapoptotickych clenti Bcl-2 rodiny a typy interakci mezi nimi rozhoduji o indukci

apoptozy a odpovédi buiiky na apoptoticky signdl (shrnuto v Youle and Strasser, 2008).

4.2.1 Vliv taxanti na protein Bcl-2

V souvislosti s taxany je nejvice prostudovana uloha antiapoptotického Bcl-2
proteinu. Bcl-2 je lokalizovan ve vnéjSi membrané mitochondrii a endoplasmatického
retikula, kde reguluje jeji integritu (vice viz kapitoly 4.3 a 6). U nadorovych bunék je
Casto pozorovana deregulace hladiny Bcl-2 proteinu, ktera ovliviiuje senzitivitu bunék
k chemoterapii, ale jeho role je zna¢né kontroverzni. U nadorovych bunék rezistentnich
k taxantim bylo nejcastéji pozorovano zvyseni bazalni hladiny Bcl-2 proteinu (Gazzit et
al., 1998). Méné casto pak i jeji sniZeni ¢i uplna absence Bcl-2 proteinu (Ferlini et al,,
2003), které jsou vsak spiSe ojedinélymi ptipady. Tato zavislost citlivosti bunék na
hladiné Bcl-2 proteinu poukazuje na moznost jeho vyuZiti v klinické praxi jako nddorovy

marker determinujici ispéSnost taxanoveé terapie (Yoshino et al., 2006).
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Aktivita Bcl-2 proteinu je po aplikaci taxani nejcastéji modulovana na
posttranslacni urovni skrze fosforylaci, ktera vede kinaktivaci jeho antiapoptotické
funkce a ztraté schopnosti chranit buniku pred iniciaci apoptézy (Haldar et al., 1996).
V souvislosti s taxany byla pozorovana fosforylace proteinu Bcl-2 kindzou Raf-1, ktera
muze byt pfimo stimulovdna taxany (Blagosklonny et al, 1996) a JNK (c-Jun-NHz-
termindlni kinaza) (Srivastava et al, 1999), kterda miiZze byt aktivovdna pfes
endoplasmatické retikulum, ¢i v disledku cytoskeletarniho poskozeni. V posledni dobé
se, ukazuje, Ze JNK vede k fosforylaci Bcl-2 v priibéhu mitézy, kdy zvysuje citlivost bunék
k apoptotickym stimullim a jeho inaktivace tak nemusi byt pouze diisledkem taxanové
terapie, ale miiZze se jednat o bézny fyziologicky proces (Yamamoto et al, 1999).
V souladu svySe popsanym mechanismem modulace aktivity Bcl-2 proteinu jsou
zjisténi, Ze mutace ve fosforylacni doméné Bcl-2 a neschopnost bunék jej inaktivovat,

mohou vést ke vzniku rezistence k taxaniim (Srivastava et al., 1999).

Jiné studie naopak popisuji fosforylaci Bcl-2 proteinu jako nezbytnou pro aktivaci
jeho antiapoptotické funkce. Zatimco hladina nefosforylovaného Bcl-2 proteinu je
v cytosolu udrZovana na nizké Urovni fizenou degradaci v proteazomu, vede fosforylace
Bcl-2 kinhibici jeho degradace, zvySeni cytosolické hladiny a moZnosti uplatnit sviij
antiapoptoticky efekt. V tomto pripadé vedou mutace ve fosforylacni doméné ke zvyseni
citlivosti k taxaniim, v disledku neschopnosti aktivovat jeho antiapoptotickou funkci

(Brichese et al., 2002; Ito et al., 199).

Studie Rodi a kol. (1999) vedla k objeveni homologni oblasti na Bcl-2 proteinu
s B-tubulinem, poukazujic tak na moznost taxani interagovat kromé mikrotubuli také
pifimo i s Bcl-2 proteinem a vést kjeho inaktivaci. Ferlini a kol. (2009) naznacuji, Ze
taxany napodobuji aktivitu proteinu nur77, ktery reguluje bunécnou proliferaci a
apoptézu a podobné jako taxany ovliviiuje aktivitu Bcl-2 proteinu a soucasné interaguje i
s B-tubulinem. Pritomnost nékolika vazebnych mist pro taxany vramci bunky je
disledkem evolucni strategie rostlin, které za icelem piekonani selek¢niho tlaku cilené
modulovaly a kombinovaly biologické aktivity svych molekul a mohly tak piisobit na vice

arovnich.
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4.2.2 Vliv taxanti na dalsi vybrané cleny Bcl-2 rodiny

Bcl-X.. je dalsim antiapoptotickym clenem Bcl-2 rodiny. Podobné jako u Bcl-2 je
aplikace taxand spojena sjeho fosforylaci, kterd vede kinhibici jeho antiapoptotické
funkce a indukci apoptdzy. Jeho zvySena exprese dokaZe u nadorovych bunék vést

k taxanové rezistenci (Chun and Lee, 2004; Lebedeva et al., 2000)

Antiapoptoticky efekt Bcl-2 a Bcl-Xi spociva vinhibici multidoménovych
proapoptotickych ¢lenii Bcl-2 rodiny, napt. proteinti Bax a Bak. Bax se nachdazi v cytosolu
prevazné jako monomer a jeho exprese miize byt iniciovana proteinem p53. Aktivace
Bax vede kjeho translokaci do mitochondrii, kde se prostiednictvim své TM domény
stava integralnim membrdnovym proteinem. Protein Bak se primarné vyskytuje
v mitochondridlni membrané, kde interaguje s proteinem Bcl-X.. Inaktivace Bcl-Xi vede
k jeho uvolnéni a translokaci do cytosolu (shrnuto v Youle and Strasser, 2008). Indukce
apoptézy je tedy castecné zavisla na rozruseni Bcl-Xi/Bak interakci a neschopnost

burnky tyto interakce narusit mize byt pri¢inou taxanové rezistence (Flores et al., 2012).

Bax a Bak po své aktivaci vytvari mitochondridlni péry, ¢imz vedou k
permeabilizaci vnéjsi mitochondridlni membrany a uvolnéni proapoptotickych faktord,
které spousti vnitini apoptotickou drahu. Zejména dtleZitym se v apoptdze indukované
taxany zda byt protein Bax, nebot' sniZeni jeho exprese vede u mnoha pozorovanych
bunék k vyvinuti rezistence (Schuyer et al., 2001), zatimco inhibice exprese proteinu

Bak rezistenci k taxanim nezpusobuje (Janssen, et al., 2007).

BH3-only proteiny jsou proapoptitickymi c¢leny Bcl-2 rodiny. Nachazeji se
vriznych bunéénych kompartmentech, kde funguji jako primarni senzory
apoptotickych signald. Aktivované BH3-only proteiny primarné neutralizuji
antiapoptotické cleny Bcl-2 rodiny a jejich prostrednictvim tak vedou k aktivaci
multidoménovych proapoptotickych ¢lent Bcl-2 rodiny (shrnuto v Youle and Strasser,
2008). Jednim z BH3-only proteinti aktivovanym v apoptdze indukované taxany je napf.
protein Bid, ktery se vyskytuje v cytosolu, kde mtize byt stépen inicia¢nimi kaspazami-2
(Ho et al., 2008) ¢i -8 (Huisman et al., 2002) na aktivni formu tBid (truncated Bid). Tento
protein ale pravdépodobné nehraje v apoptdze indukované taxany prili§ dileZitou roli,
nebot’ inhibice jeho exprese nedokaZe zpisobit rezistenci k taxanlim (Janssen et al.,

2007). Velmi dilezitym proteinem se naopak zda byt protein Bim, ktery je za
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normalnich podminek vazadn na mikrotubularni dyneinovy komplex a po aktivaci je
uvolnén do cytosolu, kde moduluje aktivitu antiapoptotickych ¢lent, ale dokaZze i pfimo
interagovat s proteiny Bax a Bak. SniZenim ¢i uplnou inhibici genové exprese proteinu

Bim lze indukovat rezistenci k taxanové terapii (Janssen et al., 2007)

4.3 Taxany a jejich efekt na mitochondrie

Permeabilizace vnéjSi mitochondridlni membrany doprovazena poklesem
membranového potencialu a uvolnénim propapoptotickych molekul
z intermembranového prostoru vdlsledku aplikace taxant, je klicovou udalosti
v zahdjeni vnitfni apoptotické drahy (André et al, 2002; Pan et al, 2001). K témto
proapoptotickym molekulam patii cytochrom ¢, SMAC/Diablo, AIF a endonukleaza G.
Zatimco posledni dva zminéné proteiny se translokuji do jadra, kde se podili na
fragmentaci DNA, cytochrom ¢ a SMAC/Diablo se primo podili na aktivaci efektori

apoptézy - kaspaz (viz kapitola 4.4.1.3).

Cytochrom ¢ ma v mitochondriich funkci elektronového prenasece v respiracnim
fetézci, zatimco v cytosolu se vaze na protein Apaf-1, dATP a prokaspazu-9, ¢imzZ se
vytvoii heptamericky komplex zvany apoptozom vedouci k aktivaci kaspazy-9.
V nékterych pripadech vsSak kuvolnéni cytochromu c po aplikaci taxani nedochazi
viibec (Kovar et al., 2009) nebo k nému dochazi pouze u rezistentnich bunéc¢nych linii
(Ehrlichova et al, 2005). Posledni dvé zminéné studie naznacuji, Ze uvolnéni
cytochromu ¢ v apoptéze indukované taxany neni nezbytné a bunécna smrt se muze
realizovat jinymi mechanismy neZ pres mitochondrialni apoptotickou drahu. Janssen a
kol. (2007) také zjistili, Ze nadorové buriky deficientni na protein Apaf-1 jsou k taxantim
rezistentni. ZvySenim jeho exprese lze vsak citlivost k taxantim opét obnovit (Perkins et

al, 2000).

Regulace integrity mitochondrialni membrany se primarné ucastni proteiny Bcl-2
rodiny. Aplikace taxant inhibuje funkci antiapoptotickych <¢lenli a umoZiuje
proapoptotickym clenim Bax a Bak oligomerizovat a vytvaret v mitochondrialni
membrané kandly (viz Obr. 4.). Dal$i moZnosti vedouci k mitochondrialni permeabilizaci
je otevieni mitochondridlnich pért (PTP), které je taktéz regulovano proteiny Bcl-2
rodiny, zejména samotnym Bcl-2, ktery interaguje s napétové ovlddanym aniontovym

kanalem (VDAC), ktery je jednim z proteina tvorici PTP. Fosforylace Bcl-2 po aplikaci
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taxand vede ke zméné konformace VDAC a tim i celého PTP a indukuje jeho otevieni
(Kidd et al,, 2002). André a kol. (2002) popisuji, Ze k uvolnéni cytochromu c a dalSich
proapoptotickych faktorG vdisledku aplikace taxant dochazi pravé pres

mitochondrialni pér.

Taxany

) caspase
o —> aclivation

o
cytochrome ¢

Obr. 4. Uloha proteinid Bcl-2 rodiny v regulaci iniciace vnitini apoptotické drahy. Za normalnich podminek je aktivita
proapoptotickych proteind Bax a Bak inhibovana antiapoptotickymi ¢leny Bcl-2 rodiny (vlevo). Po apoptotickém stimulu
(vpravo) dochazi nejprve k aktivaci BH3-only protein(, které inaktivuji antiapoptotické proteiny a umoznuji tak oligomerizaci
protein Bax a Bak a ndslednou tvorbu kandll vedouci k permeabilizaci mitochondridlni membrany a uvolnéni

proapoptotickych molekul (pfevzato a upraveno z Rautureau et al., 2010).

Nedavné studie vedly ke zjiSténi, Ze nedilnou soucasti mitochondridlni membrany
je také PB-tubulin, ktery je vazany na VDAC. Plsobeni taxant tak nemusi vést
k permeabilizaci mitochondridlni membrany pouze nepfimo prostirednictvim proteint
Bcl-2 rodiny, ale miize byt stimulovana i pfimou interakci taxanii s mitochondridlnim B-

tubulinem, ktery pies VDAC indukuje otevieni PTP (Carre et al., 2002).

4.4 Aktivace kaspaz po aplikaci taxanu

Hlavni vykonnou sloZkou apoptdzy je proteolyticky systém zahrnujici nejméné 10
¢lenli rodiny cysteinovych protedz - kaspaz. Intracelularni kaspazy existuji ve formeé
zymogenl (prokaspdaz), které se aktivuji proteolytickym Stépenim. Aktivované kaspazy
mohou nasledné aktivovat jiné kaspazy ¢i Stépit specifické substraty, které vedou

k charakteristickym znaklim apoptézy jako je kondenzace chromatinu, fragmentace
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DNA, zmensSovani objemu burky a jeji rozpad na apoptoticka téliska, které jsou in vivo
fagocytovany bunikami imunitniho systému. Kaspazy lze rozdélit do dvou hlavnich trid:
inicia¢ni kaspazy (-2, -8, -9 a -10) a efektorové, také znamé jako exekutivni kaspazy (-3,

-6 a -7) (shrnuto v Thornberry and Lazebnik, 1998).
4.4.1 Iniciacni kaspazy aktivované taxany

4.4.1.1 Kaspaza-2

Kaspaza-2 je evolu¢né nejvice konzervovanou savci kaspazou, jejiz presna
fyziologicka funkce neni dosud znama. Nékteré studie naznacuji, Ze se jedna o apikalni
kaspazu, ktera se aktivuje v diisledku poskozeni cytoskeletu, napi. plisobenim taxant a
je hlavni inicia¢ni kaspazou aktivujici dalsi inicia¢ni a exekutivni kaspazy (Jelinek et al.,
2013). Soucasné vsak miize byt aktivovana aZ v pozdéjsich fazich apoptézy kaspazou-3
za UucCelem amplifikace apoptotického signalu (Li et al., 1997). Kaspaza-2 se pres Stépeni
propapoptotickych proteini Bax a Bid mize napojit na mitochondridlni apoptotickou
drahu (Ho et al., 2008) a Stépenim proteinu Golgin-160 a spektrinu vést k desintegraci
Golgiho aparatu a tvorbé apoptotickych télisek.

K aktivaci kaspazy-2 mize dochazet nékolika mechanismy. V souvislosti
s taxanovou tarapii byla pozorovana jeji aktivace vramci proteinového komplexu
znamého jako PIDDosom, ktery je tvoreny proteinem PIDD, RAIDD a prokaspazou-2 (Ho
et al, 2008). Dale milze byt aktivovana JNK kinadzou v disledku stresové reakce
endoplasmatického retikula (Mhaidat et al., 2008). Existuji vSak pravdépodobné i dalsi

mechanismy jeji aktivace (Jelinek et al., 2013).

Aktivace kaspazy-2 je vapoptoéze indukované mechanismy castou udalosti
pozorovanou u rady bunécnych linii Casto i odliSného plivodu. Dochazi kni u bunék
hematopoetického ptivodu (Wang et al., 2004) a u rady nadort ptivodem z epiteld, napf-.
karcinomu prostaty (Luo et al., 2010) ¢i prsu (Jelinek et al., 2013; Kovar et al., 2009). U
karcinomu prostaty byly pro dopravu taxanu do bunék pouzity hydroxyapatitové
partikule, které v porovnani s béznym zplisobem podani vedly k vyraznéjsi aktivaci
kaspazy-2 a vyssi mire apoptozy (Luo et al.,, 2010). Na jeji dilezitou tlohu v souvislosti
s taxanovou terapii vSak poukazuji i dalSi studie. Napt. Mhaidat a kol. (2007) prokazali
na bunkach melanomu, Ze aktivace kaspazy-2 je po aplikaci taxant primarni udalosti a

jeji ¢innosti pak dochazi k permeabilizaci mitochondrialni membrany a aktivaci vnitini
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apoptotické drahy. Napojeni na tuto drahu bylo prekvapivé nezavislé na proteinu Bid,
ale zavislé na proteinu Bax, jehoz aktivaci kaspaza-2 stimulovala. Soucasné bylo
prokazano, Ze inhibici aktivity kaspazy-2 dochazi k vyraznému poklesu miry apoptdzy a

burnky se stavaji k taxanlim alespon ¢astecné rezistentni (Ho et al., 2008).

4.4.1.2 Kaspaza-8 a-10

IniciaCni kaspazy-8 a -10 jsou spojené s indukci vnéjsi apoptotické drahy a jsou
aktivovany pres tzv. receptory smrti umisténé v cytoplasmatické membrané. Jednim
z dllezitych receptorli je napt. FAS receptor, ktery ma na cytoplasmatické strané
konzervovanou sekvenci znamou jako doména smrti. Po stimulaci receptoru
apoptotickym signalem (Fas ligandem) se na tuto doménu navaze protein FADD (FAS
associated death domain), prokaspazy-8 ¢i -10 a dochazi kjejich aktivaci (shrnuto v

Thornberry and Lazebnik, 1998).

Taxany jakoZto vysoce hydrofobni latky se do bunék dostavaji prostou difuzi a
nebyla u nich prokdzana indukce apoptézy pred receptory smrti. Presto taxay do vnéjsi
apoptotické drahy mohou zasahovat a to bud za ucelem amplifikace apoptotického
signalu napf. pres aktivaci kaspazy-3, kterd aktivuje kaspazu-8 (Wieder et al., 2001)
nebo primou stimulaci proteinu FADD. Tento typ aktivace pies FADD byl v souvislosti
s taxany pozorovan u kaspazy-10 (Park et al., 2004). Dalsi zptisob aktivace kaspazy-8 po
aplikaci taxant pozorovali Mielgo a kol. (2009). Kaspaza-8 nese na svém N-terminalnim
konci dvé efektorové domény smrti (DED), které jsou homologni k proteinu FADD a pres
které dochazi kjejich interakci. Podobna homologni oblast byla objevena i na
mikrotubulech, coZ poukazuje na moZnost aktivace kaspazy-8 pres interakci ptrimo
s mikrotubuly. VySe zminéna studie objevila, Ze mutace Lysiss ve DED doméné kaspazy-
8 vede k oslabeni schopnosti kaspazy-8 interagovat s mikrotubuly a inhibici jeji aktivace,

coz vy vysledku vede ¢asteCné taxanové rezistenci.

Aktivace kaspazy-8 byla po podani taxand pozorovana napi. u karcinomu prsu
(Jelinek et al., 2013; Kovar et al., 2009, B-lymfomu (Wang et al., 2004), karcinomu Stitné
zlazy (Pan et al., 2001), karcinomu plic (Oyaizu et al., 1999) a jeji aktivace nasledné

vedla ke Stépeni proteinu Bid a tim indukci vnitfni apoptotické drahy.

Aktivace kaspazy-10 neni obecné v apoptoze indukované taxany pozorovana tak

Casto jako aktivace kaspazy-8 a jeji uloha v apopéze tedy ziejmé neni tak dilezita.
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Nékteré studie navic dokazuji, Ze taxany indukovana apopto6za je na kaspaze-10 uplné
nezavisla (Janssen et al., 2007). Proto je ponékud prekvapujici studie Park a kol. (2004),
kdy podani taxant vede u leukemickych bunék primarné k aktivaci kaspazy-10, ktera
nasledné aktivuje kaspazu-8 a dalSi exekutivni kaspazy, nezavisle vSak na uvolnéni
cytochromu c. Inhibice kaspazy-10 vede k vyraznému poklesu celé apoptotické kaskady.
Tato studie tedy naznacuje, Ze prinejmensim u nékterych bunécnych linii miize mit
kaspaza-10 rozhodujici ulohu vindukci apoptotické kaskady a souCasné miize piimo

aktivovat exekutivni kaspazy.

4.4.1.3 Kaspaza-9

Vnitini apoptotickd draha je primarné spojena s aktivaci inicia¢ni kaspazy-9,
ktera nasledné aktivuje kaspazy efektorové. K jeji aktivaci po aplikaci taxanti dochazi
nejcastéji pres multimerni proteinovy komplex apoptozom (viz kapitola 4.3) a byla
pozorovana u fady bunécnych linii, napt. u leukemickych bunék (Perkins et al., 2000), u
karcinomu prsu (Jelinek et al, 2013) ¢i karcinomu Stitné Zlazy (Pan et al, 2001).
Kaspaza-9 vsak miize byt v taxany indukované apoptéze aktivovana i kaspazou-4 pres
endoplasmatické retikulum a byt tak nezavisld na uvolnéni cytochromu c a tvorbé

apoptozomu (viz kapitola 6).

V souvislosti staxany bylo pozorovano, Ze aktivita kaspazy-9 miize byt
regulovana proteinem SMAC/Diablo, ktery se spolecné s cytochromem c uvoliiuje
z mitochondrii (McNeish et al, 2002). Tento protein vede k neutralizaci proteint
z rodiny inhibitort apoptézy (IAP), které inhibuji aktivitu kaspaz. K témto proteinim
patii napt. survivin ¢i XIAP (X-linked IAP), ktery interaguje s kaspazami-9, -3 a -7.
Protein survivin neinteraguje skaspazami piimo, ale milZe inhibovat aktivitu
SMAC/Diablo nebo vytvaret komplex s proteinem XIAP a zvysit tak jeho schopnost vazat
kaspazy a inhibovat jejich aktivitu (Song et al., 2003). V souvislosti se survivnhem bylo

zjiSténo, Ze zvySeni jeho exprese mize vést k taxanové rezistenci (Zaffaroni et al., 2002).

Kaspaza-9 by teoreticky méla mit v apoptéze indukované taxany primarni roli,
protoZe taxany neplsobi na receptory smrti, ale spousti vnitini drahu apoptozy.
Piekvapiva jsou tedy zjisténi, Ze k apotodze po aplikaci taxant dochazi i u bunécnych linii,

kde se kaspaza-9 neaktivuje (Ofir et al., 2002) a je tedy vidét, Ze taxany dokazi vést
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kbunécné smrti i jinymi mechanismy, napf. nekrdozou C¢i pres endoplasmatické

retikulum (viz kapitoly 5 a 6).

4.4.2 Exekutivni kaspazy-3, -6 a -7 aktivované taxany

Cinnosti exekutivnich kaspaz dochazi kprogresi apoptézy a objeveni
charakteristickych apoptotickych znaki. Kaspaza-3 a -7 maji podobnou substratovou
specifitu a vysledkem jejich Stépeni dochazi napt. ke sniZeni reparacni schopnosti
buiiky, fragmentaci DNA a tvorbé apoptotickych télisek. Substratem kaspazy-6 jsou
jaderné laminy, které po nastépeni vedou krozpadu jaderného obalu a kondenzaci
chromatinu. Hlavni a nejcastéji aktivovanou exekutivni kaspazou je kaspaza-3. K jeji
aktivaci dochazi nejcastéji pies mitochondridlni apoptotickou drahu aktivaci kaspazou-
9, ale miZe byt aktivovdna i napt. kaspazou-8 (shrnuto v Thornberry and Lazebnik,

1998).

Aktivace kaspazy-3 je Castym jevem i v apoptéze indukované taxany. Jeji aktivace
kaspazou-9 byla pozorovana napi. u osteosarkomu (Lu et al., 2005a), leukemickych
bunék (Lu et al., 2005b), plicniho karcinomu (Wiegel et al., 2000). U plicniho karcinomu

byla pozorovana jeji aktivace kaspazou-8 (Oyaizu et al., 1999).

Na vyznam kaspazy-3 vrealizaci apoptozy po aplikaci taxani ukazuji i dalsi
studie. Pomérné castym jevem u nadorovych bunék je konstitutivni aktivace ci
amplifikace nékterého z receptorti ucastnicich se regulace proliferace, napt. HER2 /neu
¢i Src, kterd je spojena se vznikem rezistence ktaxanim a tim padem s horsim
priabéhem nadorového onemocnéni. Inhibice téchto receptorii vsak vede k obnoveni
senzitivity nadorovych bunék k taxanlim praveé pies zvySenou aktivaci kaspazy-3 (Ueno

et al,, 2000; Chen et al., 2005).

Kaspaza-3 vede kaktivaci kaspazy-6 a -7, které maji vtaxany indukované
apoptdze spiSe vedlejsi ulohu. Aktivace kaspazy-7 byla pozorovana naprt. u karcinomu
délozniho c¢ipku (Tai et al, 2013), prsu (Jelinek et al., 20013) a neuroblastomu
(Rigamonti et al., 2000). K aktivaci kaspazy-6 dochazelo napt. u leukemickych bunék
(Park etal.,, 2004) a retinoblastomu (D'Anneo et al., 2010).
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Obr. 5. Taxany indukovana aktivace kaspaz. Taxany primarné indukuji spusténi vnitfni mitochondrialni drahy, kdy nejprve
dochazi k uvolnéni cytochromu c, ktery spolu s Apaf-1 aktivuje kaspazu-9. Kaspaza-9 nasledné aktivuje exekutivni kaspazu-3,
ktera vede k progresi apoptdzy. Aktivita kaspaz-9 a -3 mUzZe byt regulovana proteiny z rodiny IAPs. Taxany rovnéZz mohou
aktivovat pres protein FADD kaspazu-8, kterd pres protein Bid vede k aktivaci vnitfni apoptotické drahy nebo muze ptimo
aktivovat kaspazu-3. Bid mulzZe byt také aktivovan kaspazou-2, kterd muZe byt aktivovdna taxany v dusledku

cytoskeletarniho poskozeni (pfevzato a upraveno z Andersen et al., 2005).

5 Neapoptotické mechanismy bunécné smrti indukované taxany

Apoptoéza a apoptéze podobné mechanismy bunécéné smrti jsou bezesporu
nejdiilezitéjsi a nejlépe popsané drahy vedouci k eliminaci nddorovych bunék po aplikaci
taxanli. Taxany vSak vzavislosti na koncentraci, kterd je buiikdm aplikovana a
genetickém pozadi naddorovych bunék mohou indukovat i dalsi alternativni mechanismy
bunécné smrti. Vysledny mechanismus bunécné smrti navic nemusi byt striktné jednoho
typu a jednotlivé drahy bunécné smrti se mohou rizné doplihovat. Dva z téchto
alternativnich mechanisml bunécné smrti (nekréza a mitoticka katastrofa) pozorované

po aplikaci taxanti budou popsany dale.
5.1 Nekroza

Na rozdil od prisné regulovaného mechanismu apoptozy je nekroza vice
chaotickym a na kaspazach nezavislym zptisobem bunécné smrti. Nekrotickou smrt Ize

rozdélit do dvou typt. Klasicka nekréza je diisledkem ndhlého a nevratného poskozeni
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buiilky napi. plsobenim vysoké teploty, detergentli ¢i toxickych latek. Jako
programovana nekréza je oznacovan mechanismus bunécné smrti, kdy byl prvotné
spustén apoptoticky program, nasledné zastaveny na urovni aktivace kaspaz a dokoncen
na kaspazach nezavislym mechanismem. U obou typl nekr6zy dochazi v konecné fazi k
prasknuti cytoplasmatické membrany a uvolnéni bunécného obsahu do extracelularniho

prostoru, kde zptsobuje zanétlivou reakci (shrnuto v Leist and Jaattela, 2001).

Nekrotickd smrt po aplikaci taxani byla pozorovana v zavislosti na jejich
koncentraci a na fazi bunécného cyklu, ve které byly taxany bunkam aplikovany.
Mailloux a kol. (2001) pozorovali, Ze pii podani vysokych (mikromolarnich) koncentraci
taxanu dochazelo k nekréze, zatimco podani nizsich (nanomolarnich) koncentraci vedlo
k apoptotickému zplisobu smrti. Pri¢ina je pravdépodobné takova, Ze vysoké
koncentrace taxanti vedou k okamzité stabilizaci mikrotubuldrniho systému a tim
inhibici vSech jeho funkci, zatimco nizké koncentrace nemaji tak vyrazny efekt a jejich

v 7

ucinek se projevi spise azZ béhem bunécného déleni.

K indukci nekrézy také pomérné piekvapivé vedlo pridani taxant béhem G2 faze
bunécného cykluy, i kdyz jejich aplikace v G1 a S fazi indukovala apoptézu. Liao and Lieu,
(2005) se domnivaji, Ze podani taxanl béhem G2 faze vede Kk mitochondridlnimu
poskozeni drive, neZ mliZou byt uvolnény proapoptotické faktory, v disledku cehoz

dochazi spise k nekréze nez k apoptdze.

Ani jeden zautor vsSak blize nespecifikuje, o jaky typ nekrdzy se jedna. Je
pravdépodobné, Ze pii aplikaci vysokych koncentraci taxanti dochazi spise ke klasické
nekréze, zatimco nekr6za vyskytujici se pri aplikaci taxant béhem G2/M faze je
pomérné atypicka a je tedy mozné, Ze se jedna spiSe o tzv. programovanou nekrézu.
Otazka vyhody nekrotické smrti v klinické praxi je sporna. Na jednu stranu miiZze lokalni
zanét stimulovat buiiky imunitniho systému k likvidaci nddoru. Na stranu druhou miize

rozsahlejsi zanétliva reakce vést systémové toxicite.
5.2 Mitoticka katastrofa

Termin mitoticka katastrofa oznacuje buné¢nou smrt, pri které dochazi k destrukci
buiiky v priibéhu mitézy nebo kratce po ni. Casto je dfisledkem aberantni segregace
chromozomi a je pro ni charakteristicka pritomnost dekondenzovanych chromozomij,

multinukleace (pritomnost vétsSiho poctu jader v disledku nepiesné cytokineze) a
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mikronukleace (v disledku vytvoreni jaderného obalu kolem jednotlivych chromozomti)

(shrnuto v Castedo et al., 2004).

Z vySe uvedeného popisu mitotické katastrofy se zda, Ze taxany, které ovliviuji
¢innost mitotického vieténka a brani tak dokoncCeni mitézy, by mohly indukovat
bunécnou smrt pravé pies mitotickou katastrofu. Tento typ bunétné smrti ale neni
v souvislosti s taxany priliS bézny a je spiSe pozorovan pri podani nizkych koncentraci
taxanu. Vysvétleni je takové, Ze mitoticka katastrofa se prednostné vyskytuje u bunek,
které nejsou schopny zastavit bunécny cyklus v G2/M fazi, napt. v disledku mutaci
v kindzach, které G2/M blok reguluji (Castedo et al, 2002). Taxany indukovana
mitoticka katastrofa se tedy u vétSiny bunék nevyskytuje, protoZe tyto bunky jsou

schopny G2 /M blok indukovat.

Vzhledem to mu, Ze mitoticka katastrofa a apoptéza maji nékolik spole¢nych znakl
(permeabilizace mitochondridlni membrany, aktivace kaspaz, zejména -2 a -9), je
pomeérneé tézké od sebe jednotlivé drahy oddélit a je také bézné, Ze mitoticka katastrofa
vyusti v apoptozu. V souvislosti s taxanovou terapii byla mitotickd katastrofa hlavnim
mechanismem bunécné smrti u bunék plicniho karcinomu deficientnich na Bcl-2
protein a se sniZenou expresi kaspazy-3 (Morse et al., 2005). Ve vétSiné pripadd, napft. u
karcinomu prsu (Blajeski et al., 2001), plic (Torres and Horwitz, 1998) a prostaty
(Fabbri et al, 2008) byla mitotickd katastrofa doprovazena apoptézou a byla

pozorovana aktivace kaspazy-2 a -3.

6 Taxany a endoplasmatické retikulum

Endoplasmatické retikulum (ER) je mistem proteosyntézy, sbalovani proteint a
kromé mitochondrii je dal$i bunécnou organelou, ktera mize iniciovat apoptozu.
Apoptotické stimuly zpomaluji funkce ER, dochazi k akumulaci nesbalenych proteinti a
aktivaci buné¢né odpovédi UPR (unfolded protein response). Tato odpovéd zahrnuje
aktivaci tfi signalnich drah, jejichZ prvnimi ¢leny jsou transmembranové receptory
PERK (PKR-like endoplasmic reticulum kinase), ATF6 (activating transcription factor 6)
a IRE1 (inositol-requiring enzyme 1). Tyto signalni drahy vedou k aktivaci proteini
realizujicich UPR, napt. molekularnich chaperonii, ATF4 (activating transcription factor

4), INK ¢i transkripcniho faktoru iniciujictho apoptézu CHOP (CCAAT/-enhancer-binding
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protein homologous protein). Cilem UPR je snizit hladinu nesbalenych proteinti a
obnovit normalni funkci ER. Pokud stresové stimuly pretrvavaji, indukuje ER apoptdézu

prostiednictvim uvolnéni Ca2+ do cytosolu (shrnuto v Szegedi et al., 2006).

Pro udrzovani nizké cytosolické hladiny Ca2* je dilezitd rovnovaha mezi aktivhim
transportem Ca?* do ER prostirednictvim SERCA pumpy a pasivnim uvoliovani pres
inositol-1,4,5-trisfosfat receptor (IP3R). Bylo zjiSténo, Ze taxany dokazi stimulovat
uvolnéni Ca2+ prostrednictvim IP3R a to hned nékolika mechanismy. Podobné jako PTP
v mitochondriich je aktivita IP3R inhibovana antiapoptotickym Bcl-2 proteinem (Zong et
al, 2003) a jeho fosforylace indukovana taxany inhibujici jeho funkci tak umoziuje
uvolnéni Ca2+ z ER (Bassik et al, 2004). Uvolnéni CaZ* ale miiZe probihat i jinymi
mechanismy, nebot knému dochazi i u Bcl-2 deficientnich bunék (Pan and Gollahon,
2001). Napfr. byl objeven dalsi vazebny protein pro taxany - NCS1 (neuronal Ca%* sensor
1), ktery je soucasti IP3R a vazba taxanl by mohla pfimo stimulovat uvolnéni Ca2+
(Boehmerle et al., 2006). Uvolnéni Ca2* nemusi mit roli pouze na pocatku apoptotické
kaskady, jeho uvolnéni v pozdéjsich fazich apoptdézy je spojeno s amplifikaci
apoptotického signalu. Stimulace IP3R k uvolfiovani Ca2* v této pozdéjsi fazi apoptdzy

mtuze byt realizovana cytochromem c ¢i kaspazou-3 (Boehning et al., 2003).

Kinetika uvoliiovani Ca?* z ER a jak moc bude ER do apoptdzy zasahovat zavisi na
aplikované koncentraci taxant. Nizké koncentrace taxant hladinu cytosolického Ca2*
prili§ neovliviiuji a kapoptoéze dochazi Ca2*-nezavislym mechanismem. Oproti tomu
vysoké koncentrace taxani maji na ER pirimy efekt, dochazi krychlému naristu
cytosolické hladiny Ca%* a dochazi k Ca%*-dependentni apoptéze (Pan and Gollahon,
2013). Cytosolické Ca2* je opétovné prijato mitochondriemi, kde vede ke sniZeni
membranového potencialu a dochazi k uvolnéni proapoptotickych molekul. Ca2+ také
mohou primo vést k aktivaci Ca2*-dependentnich enzymi, napft. calpainu ¢i kaspazy-4,
které vedou k aktivaci kaspazy-9 a calpain miiZe soucasné stépit i protein Bid (Liao et al.,

2008) (viz Obr. 6).
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Obr. 6. Napojeni apoptotickych signalti ER na mitochondrialni drahu. Stresové stimuly vedou u ER ke spusténi UPR, kterd
vede k aktivaci trasmembranovych receptord (PERK, ATF6, IRE1). Spusténim téchto signélnich drah dochazi k translaci
chaperond, aktivaci JNK a proteinu CHOP, ktery reguluje aktivitu protein Bcl-2 rodiny a tim i integritu mitochondridlni
membrény. Uvolnéni Ca”" z ER vede k aktivaci kaspazy-4 a calpainu, které nasledné mohou aktvivovat kaspazu-9 (pfevzato a

upraveno z Ma and Hendershot, 2004).

7 Zavér

Cilem této bakalaiské prace bylo shrnout dosavadni poznatky o indukci a priibéhu
programované bunécné smrti po aplikaci taxand. I presto, Ze jsou taxany znamé
priblizné od poloviny 20. stoleti a jsou predmétem vyzkumu mnoha védeckych skupin,
vime o mechanismech, kterymi vedou k eliminaci nddorovych bunék prekvapivé stale
velmi malo a vysledky jsou casto kontroverzni. Tyto rozpory vyplyvaji jednak
z odliSného genetického pozadi jednotlivych nadorovych linii, ale mohou byt také

zplisobeny uzitim riznych taxanovych 1€kt (paclitaxel, docetaxel, derivaty taxanii).

Je zndmo, Ze taxany indukuji bunécnou smrt pres stabilizaci mikrotubuld, ktera vede
k zastaveni bunécného cyklu a nasledné apoptdze. V regulaci iniciace apoptozy hraji
dilezitou dlohu zejména proteiny Bcl-2 rodiny, které reguluji integritu membrany
mitochondrii a endoplasmatického retikula a jejich aktivita miize byt primo ¢i nepfimo
modulovdna taxany. Vlastni pribéh apoptozy pak realizuji kaspazy, kde se zvlast
dilezitou jevi kaspaza-2, kterd se aktivuje v diisledku cytoskeletarniho poskozeni.

Sporna je uloha proteinu p53. Presto, Ze se obecné véri, Ze apoptoza indukovana taxany
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je na p53 nezavisla, nékteré studie dokazuji, Ze zejména pri podani nizkych koncentraci

taxanu je jeho role diilezita a mutace v p53 mohou vést k nddorové rezistenci.

Objasnéni mechanismi, kterymi taxany indukuji a vedou k buné¢né smrti, miize
pomoci pii vyvoji uc€innéjSich chemoterapeutik, pripadné pri Feseni problematiky
spojené se vznikem rezistence ktaxanlim. Vhodnou kombinaci taxant s dalSimi
cytostatiky ¢i chemoterapeutickymi postupy miize dochazet ke zvysSeni efektivity
nadorové terapie. Naptiklad je znamo, Ze taxany zvysuji u€innost radioterapie, nebot u
nadorovych bunék vedou kzastaveni G2/M fazi, ve které jsou buiky nejvice

radiosenzitivni. Problematikou taxani bych se rada zabyvala i béhem svého

magisterského studia.
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