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ANOTACE

Spravna funkce signdlnich drah je kriticka pro spravnou funkci organismu. Dtlezitou
roli v jejich regulaci zastavaji eukaryotické protein kinazy. Cilem této prace je seznamit ¢tenaie
s aktualnimi poznatky v oblasti bunééné smrti, funkci kindz pfiapoptdze a s patologii
bunécné smrti podle doporuceni NCCD zroku 2018. Druha ¢ast je zaméfena na fungovani

MAPK kindz a jejich patologické stavy spojené s bunécnou smrti.

KLICOVA SLOVA
regulovana bunécna smrt, RCD, apoptdza, kinazy, MAPK, p38, ERK, INK

TITLE

Kinase pathways in regulation of apoptosis

ANNOTATION

The proper function of signalling pathways is critical to the proper function of the
organism. Eukaryotic protein kinases play an important role in their regulation. This work aims
to acquaint the reader with current knowledge in the field of cell death, the function of kinases
in apoptosis, and the pathology of selected kinase pathways. The first part elaborates on the
latest classification of individual types of cell death according to the NCCD recommendations
of 2018. The second part focuses on the functioning of MAPK kinases and their pathological

conditions associated with cell death.
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regulated cell death, RCD, apoptosis, kinases, MAPK, p38, ERK, INK
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

Akt — protein kindza B

ACD — ndhodnd bunécénd smrt

APAF-1 — Faktor aktivujici apoptotickou protedzu 1

Asn-x — Asparagin-AMK sekvence

ATF — Aktivacéni transkripéni faktor

ATP — adenosintrifosfat

Bad — BCL2 asociovany antagonista bunéné smrti

Bcl2 — B-bunéény lymfom 2

Bcl-XL — B-bunéény lymfomextra velky

Bid — agonista BH3 interagujici domény smrti

CARD - Kaspazova nadborova doména

CASP — kaspéza

DAMP — molekularni pochody spojené s ohrozenim/poskozenim
dATP — deoxyadenosintrifosfat

DD — doména smrti

DED - efektorova doména smrti

DISC — smrt indukujici signalizacni komplex

DNA - deoxyribonukleova kyselina

DR 4/5 — receptor smrti 4/5

FADD — FAS spojeny prostfednictvim domény smrti

FasL — FAS ligand

FGFR — fibroblastovy receptor rastového faktoru

IAP — inhibitory apoptdzovych proteinli

IkB — inhibitor jaderného faktoru kappa B

JNK — c-Jun NH2 terminalni kin4za

MAPK — mitogen aktivovana protein kinaza

MAPKK (MAP2K) — mitogen aktivovana protein kinaza kindza
MAPKKK (MAP3K) — mitogen aktivovana protein kindza kindza kinaza
Mcl-1 — Indukovany protein diferenciace bun€k myeloidni leukémie
MLK - kindzy se smiSenym ptivodem

NFkB — enhancer aktivovaného nukleového faktoru fetézce B bunék

PARP1 — Poly [ADP-rib6za] polymeraza 1



PI3K — Fosphoinositid 3-kindza

Puma — p53 upregulovany modulétor apoptozy

RCD - regulovana bunécna smrt

RIP — protein inaktivujici ribosomy

RIPK — receptor interagujici protein kinazu

TNF — nadorovy nekrézovy faktor

TRADD - Protein domény smrti asociovany s receptorem faktoru nekrédzy typu 1

TRAIL — Ligand indukujici apoptdzu souvisejici s TNF
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UvVOD

Spravny vyvoj bun€k a zivotni cyklus mnohobunéénych organismu je Gizce spjaty
s rovnovahou mezi bunécnym zivotem a smrti. Bunky jsou neustale vystavovany riznym
formam a intenzitam stresovych podnétii, na které musi reagovat. To vede k opakovani otazky
,,byt €1 nebyt®, respektive jestli je stres ptili§ velky, nez aby buiika mohla dale ptezit, nebo se
s nim jesté¢ dokaze vyrovnat. Buitky mohou zemfit nasledkem nadhodné bunééné smrti (ACD)
nebo biologicky kontrolovanym procesem regulované bunécné smrti (RCD). Zatimco ACD
je nekontrolovanym procesem, RCD zahrnuje strukturovanou signalni kaskadu s pifedem
definovanym mechanismem.

Apoptoza, jakozto jeden z podtypi RCD, je fyziologicky proces vedouci k zaniku
buiiky. Jedna se o zcela bézny a ve spravné mife nutny proces. Apoptdza hraje podstatnou roli
v rdmci imunitniho systému, uplatiiuje se jak v prenatdlnim, tak postnatalnim vyvoji jedince
a podili se i na udrzeni buné¢né homeostazy.

Rozhodovani, zda zit ¢i zemfit, je pro funkénost organismu velmi dilezité a jakadkoliv
jeho porucha muiize vést k patologickym staviim. K vyhodnocovani slouzi bufice n¢kolik
signalnich drah, které reaguji narozdilné formy a velikosti stresovych podnétid. Regulace
apoptotické bunécné smrti je realizovana primarné pomoci kinazovych drah. Mezi
nejdulezitéjsi kindzy patii naptiklad p38 a JNK, které hraji pro-apoptotickou roli, nebo ERK,
které naopak zajiStuji bunétné preziti. Kindzové drahy jsou velmi slozité, tzce vzajemné
provéazané a iniciované mnoha stimuly, aby se minimalizovala moZnost Spatného rozhodnuti,
a to jak pozitivniho — ve smyslu bunécné smrti, tak negativniho.

Patologické zmeény téchto drah, at’ jiz mutaci nebo vlivem toxind, mohou mit
za nasledek vazné duasledky pro organismus, které jsou v nékterych piipadech aZz fatalni.

Piikladem mtzZe byt vznik Alzheimerovy choroby, Parkinsonovy choroby, nebo nadort.

-13 -



1 Bunécna smrt
1.1 Historie

Ptestoze se o bunécnou smrt zajimal jiz Hippokrates, prvni podrobny popis zaznamenal
az Karl Vogt vpoloviné 19. stoleti piipozorovani umirajicich bunék béhem vyvoje
ropuch. Rozvoj vyzkumu bunééné smrti nastal pozdéji. V roce 1972 pouzili John Kerr, Andrew
Wyllie, a Alastair Currie termin apoptéza pro popis programované bunééné smrti, kterd byla
doprovazena morfologickymi zménami — t€émi se liSila od nekrozy. (Kerr & Wyllie, & Currie,
1972)

Apoptoza a jeji regulace je zdkladem mnoha fyziologickych i patologickych procest,
které zahrnuji udrzeni vnitini homeostazy, remodelaci tkani a onkogenezi (Singh & Letai, &
Sarosiek, 2019)

V 80. letech 20. stoleti Wyllie prokazal, Ze apoptdza je spojena se St€penim DNA
pusobenim endonukledz. Potvrzeni genetické kontroly apoptozy vedlo k intenzivnimu studiu
bunécné smrti nejen v oblasti cytogenetické, ale 1 biochemické a morfologické.

Na zaklad¢ studie vyvoje hlista Caenorhabditis elegans v 90. letech minulého stoleti.
byly v DNA zkoumaného ¢erva objeveny geny nazvané CED-3, CED-4, a CED-9, které jsou
zodpovédné za iniciaci, respektive inhibici apoptozy. Tento druh mé geneticky dany pocet 1090
somatickych bunék. Béhem vyvoje v hermafrodita pfesné 131 bunck podstupuje apoptdzu,
pii vyvoji v samce je to jen 59. Tento pocet bunck podstupujicich apoptdézu je neménny. Tyto
objevy byly pocatkem rozvoje vyzkumu molekuldrnich mechanismii v pribéhu apoptdzy.
(Hengartner & Ellis, & Horvitz, 1992)

Béhem poslednich 30 let probihd intenzivni vyzkum téchto mechanismt u fady
organismii véetné Clovéka. Diky intenzivnimu vyzkumu jsou neustile odhalovany nové
mechanismy buné&né smrti adochdzi k pravidelné aktualizaci déleni bun&fné smrti

v navaznosti na nové objevy. (Galluzzi et al., 2018)
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1.2 Déleni bunécné smrti

Fungovani mnohobunééného organismu zavisi na vyvazenosti mezi bunéénym ristem
a smrti. Ty jsou provazané s udrzovanim integrity tkani, spravnou funkci organt a eliminaci
poskozenych nebo dale nepotifebnych bunék, to vSe za ucelem udrzeni homeostazy organismu.

Starsi déleni bunécné smrti byla zalozena na morfologickych a strukturnich zménach,
ke kterym béhem bunééné smrti dochdzelo. Prvni systém klasifikace zahrnoval typy
I —apoptdza, II — autofagové dependentni smrt aIll. — nekrdza. Nekroza byla dlouho
povazovana za neregulovany proces, coz bylo béhem uplynulych let vyvraceno. (Galluzzi et
al., 2007)

Rizné klasifikace a nomenklatury dnes zptisobuji zmatek pti rozdélovani typt bunécné
smrti. Diky intenzivnimu vyzkumu a mnoha novym objeviim se vyskytla potieba pravidelné
sjednocovat pojmenovani novych procest, drah nebo samotnych latek ucastnicich
se podprogramt RCD. Z tohoto divodu byl ziizen vybor pro nomenklaturu bunééné smrti,
ktery od roku 2005 v ndvaznosti na nové objevy upravuje klasifika¢ni systém. Bohuzel, i ptesto
se v jednotlivych védeckych publikacich setkdime s nejednoznacnosti pojmenovani. (Yan &
Elbadawi, & Efferth, 2020)

V soucasné dobé plati doporuceni zroku 2018, které déli bunécnou smrt
na regulovanou (RCD) andhodnou (ACD). S pokrokem ve vyzkumu vime, ze jednotlivé
bunétné procesy jsou navzijem velmi provazané, Casto se isvymi signalnimi drahami
prekryvaji. Konecny osud buiiky je tak vysledkem souhry mnoha podprogramii bunééné smrti.

(Galluzzi et al., 2018)

1.2.2 ACD — Nahodna buné¢na smrt

Néhodna bunécna smrt je nasledkem velkého poskozeni buiiky, které presahuje veskeré
kontrolni mechanismy, a buiika tak umird nezavisle na aktivaci signaliza¢nich drah. Podle
nekterych Clenéni je ndhodna bunéénd smrt oznacovana jako nekréza. (Proskuryakov &
Konoplyannikov, & Gabai, 2003)

K ACD muze dojit v dusledku poskozeni, kdy je narusena integrita bun¢k,
a to predevsim fyzikalnimi nebo chemickymi vlivy (napf. plisobeni silnych detergentli, zmény
pH, extrémni teplota). V takovém piipad¢ je bunka pasivni obét, jednd se o energeticky
nezavisly a signalné netfizeny zplsob bunétné smrti. Morfologicky je charakterizovana
zvétSenim objemu bunék, otokem organel, prasknutim cytoplazmatické membrany a ztratou

intracelularniho obsahu bez kondenzace chromatinu. (Galluzzi et al., 2018) Takto usmrcené
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bunky uvoliiuji do okoli sviij obsah vcetné cytotoxickych latek, jako jsou naptiklad molekuly
spojené s ohrozenim nebo poskozenim buitkky DAMPs (danger/damage associated molecular
patterns), které¢ indukuji imunitni neinfekéni zanétlivou odpovéd’ organismu a mohou vést
ke smrti dalSich bun¢k v okoli, které by jinak primarni poskozeni piezily (Krysko et al., 2012).

Z pohledu definice jde o strukturni rozlozeni bunék vystavenych drsnym fyzikalné-
chemickym podminkdm bez ptisobeni specifickych molekuldarnich mechanismi. Pravé
nemoznost ovlivnit pribéh minimalizuje moZnosti pro terapeuticky vyzkum a lécbu. Smrt
nekrotickych bun€k neni vzdy zcela pasivnim procesem, existuje nékolik forem programované
nekrozy — nekroptoza, parthanatos, ferroptoza, pyroptoza a dalsi. Tyto typy bunécné smrti

fadime mezi regulované (Chen & Kang, & Fu, 2018)

1.2.3 RCD — Regulovana bunécéna smrt

K regulované bunééné smrti dochdzi vramci cilenych fyziologickych zmén
nebo v navaznosti na selhani adaptivni reakce  na poruchy extracelularniho
nebo intraceluldrniho prostiedi. Zcela fyziologicka forma RCD probihd napiiklad pii vyvoji
organti atkani, zatimco patologickd forma probihd disledku poruch intraceluldrniho
nebo extracelularniho mikroprostredi, kdy jsou poruchy a pusobici stres pfili§ intenzivni
pro adaptacni reakce bunky. Ta neni schopna se vyrovnat se stresem a obnovit bunécnou
homeostazu. (Galluzzi & Bravo-San Pedro & Kepp, & Kroemer, 2016)

Na rozdil od ndhodné bunétné smrti je velmi regulovana bunéénd smrt presné fizena
sadou signalizacnich kaskad, které jsou spoustény v navaznosti na pusobici stres
nebo piitomnost signalnich molekul. Tyto signalni drahy maji pfesn¢ definované biochemické,
funkéni a imunologické dopady na butiku.

Regulovand buné¢na smrt ma nékolik podtypi, které se od sebe lisi svou molekularni
charakteristikou. Cast t&chto podtypt se bézné vyskytuje v organismu b&hem vyvoje nebo jako
soucast imunitni odpovédi, ¢ast je disledkem pulsobeni specifickych toxinii a nesetkavame
se s ni u béznych fyziologickych stavl. Mezi zékladni typy patii apoptotickd buné¢na smrt,
kterou dale délime na vnitini apoptozu, vnéjsi apoptodzu a anoikis, a neapoptickd bunécéna smrt,
ktera zahrnuje autofagii, entézu, paraptézu, mitochondridlni bunéénou smrt (mitoptdza
a parthanatos), ferroptézu, imunitné reaktivni bunéénou smrt (pyroptéza a NET6za) a mnoho

dal$ich typd, jako je nekroptoza. (Yan & Elbadawi, & Efferth, 2020)
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Pro rozliSeni, zda bunka umira regulované nebo ndhodné, se vyuziva metoda vnéjsiho

zasahu — pokud jsme schopni farmakoaktivni latkou ovlivnit kaskddu vedouci k bunééné smrti,

jedna se o smrt regulovanou.
Diky své komplexnosti a provdzanosti mohou vést alterace molekularnich mechanismt

RCD k mnoha poruchdm buné¢ného Zivota (a smrti) a s nimi spojenym patologickym staviim,
mezi které patfi napiiklad Parkinsonova choroba, Alzheimerova choroba nebo rakovina.

Na druhou stranu moznost ovlivnit ¢asti molekularniho mechanismu RCD farmakologickymi

nebo genetickymi zasahy mitize pfispét k 1€cbé téchto nemoci a presné pochopeni téchto

mechanismu je tak aktivné zkoumanym odvétvim. (Galluzzi et al., 2018)
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Obrazek 1 - Piehled typt bunécné smrti

ICD-imunogenni buné¢na smrt, ADCD-autofagicky zavisla bunéna smrt, LDCD-
lysozomaln€ zavisld bunénd smrt, NETotic cell death-smrt netotickych bunék,
Entotic cell death-bunéna smrt entdézou, Parthanatos, Pyroptosis-pyroptoza,
Ferroptosis-ferroptoza, Necroptosis-nekroptdéza, MTP driven necrosis-nekroza tfizena
perforaci mitochondrialni membrany, Extrinstic apoptosis-vnéjsi apoptoticka cesta,
Instristic apoptosis-vnitini apoptoticka cesta, Pfevzato z: (Galluzzi et al., 2018)
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2 Vybrané typy RCD
2.1 Apoptoza

Apoptdza je proces, ktery zastavuje bunéCny rist a proliferaci a misto toho Tusti
v kontrolovanou smrt buiiky bez vyvolani zanétlivé odpovédi vylitim svého vnitrobunécného
obsahu do okoli. Apoptoza je nékdy také nazyvana bunéénou sebevrazdou, protoze k ni dochazi
zavelmi kontrolovanych signalnich drah. Tento proces je velmi podobny u vsech
mnohobunécnych eukaryotickych organismii. Z pohledu ¢lovéka jde o bézny a neustaly proces,
ktery denné podstoupi az 10° bunék. (Elmore, 2007)

Apoptdza je kaspazové dependentni bunééna smrt. V momenté, kdy bunika detekuje
kaspazy dale aktivuji efektorové kaspazy, které nasledné Stépi proteiny a maji za nasledek
fragmentaci DNA aktivaci endonukledz, rozklad jadernych proteint a cytoskeletu, vystaveni
ligandi znacicich buiiku pro fagocytézu na povrch bunééné membrany a v neposledni fadé
tvorbu apoptotickych télisek. (Martinvalet & Zhu, & Lieberman, 2005) (Poon & Lucas & Rossi,
& Ravichandran, 2014)

I{flf :ﬁe B f;n!‘;-ii ° °
C o @ P &
&%e‘ . :
Smrétovani Fragmentace jadra a DNA Tvorba apoptickych
burky Vypukovani membrany télisek

Obrazek 2 - Morfologicky prubeh apoptozy
Ptevzato a upraveno z: (Apoptosis Handbook, 2016)

Apoptéozu miZeme od ndhodné bunééné smrti — nekrdzy rozliit pozorovatelnymi
morfologickymi zmé&nami a molekuldrnimi technikami. Mezi morfologické zmény patii
smrStovani buiiky, kondenzace chromatinu, fragmentace jadra a extruze v bunééné membrané
(angl. blebbing). Ve finalni fazi apoptdzy dochazi k tvorbé apoptotickych télisek. Rozpoznani
apoptozy pomoci molekularnich technik zahrnuje detekci jadernych fragmentd, pozitivni

pfitomnost Annexinu v a dal$i metody. (Majtnerova, & Rousar, 2018)
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Podle piivodu signalu rozliSujeme dva druhy apoptdzy, vnitini cestu iniciovanou
v navaznosti na poSkozeni bunky, které sama odhali pomoci vnitrobunéénych senzort,
nebo vnéjsi cestu, ke které dochazi v disledku interakce mezi buiikami imunitniho systému
a poskozenou buiikou. Nazavér dochazi k rychlému odstranéni apoptotickych télisek
makrofagy nebo jinymi bunikami s fagocytarni aktivitou procesem zvanym efferocytoza.
(Green & Oguin, & Martinez, 2016)

Chyby v regulaci apoptozy, at’ uz piiliSna nebo nedostateCna regulace, mohou vést

k patologickym staviim, které maji za nasledek mnoha onemocnéni. (Dickson, 2004)

2.1.1 Vnitini cesta apoptézy

K tomuto typu bunééné smrti dochazi v disledku vnitrobunéénych i mimobunéénych
i v disledku chemoterapie nebo radioterapie. (Brenner, & Mak, 2009) Hraje také dulezitou
funkci ve vyvoji a eliminaci poskozenych bunck. Vnitini cesta apoptdzy je fizena sadou
signalnich proteini a fyzicky spojena s mitochondriemi, proto se velmi snadno aktivuje
v reakci na mitochondrialni oxidaéni stres. Prib¢h signdlnich drah je ovlivnén ¢leny rodiny Bel
navazanymi  na mitochondridlni membranu, které pilsobi jako pro-apoptotické
1 anti - apoptotické regulacni proteiny.

Bodem zlomu pfi vnitini cesté¢ apoptdzy je dysfunkce mitochondridlni membrany
a uvolnéni cytochromu C a aktivaci kaspaz-9 a kaspaz-3. Kaspaza-3 je zodpoveédna za typické
rysy vnitini apoptozy jako je fragmentace DNA. (D’Arcy, 2019)

Celistvost mitochondrialni membrany je fizena rodinou Bcl-2 proteinid. Tato skupina
zahrnuje vice neZ 20 strukturné ptibuznych proteinii, které nesou jednu az ¢tyfi homologni
domény Bcl-2 (BH). Proteiny Bcl-2 jsou rozdéleny do 3 rGznych podrodin na zakladé
pritomnosti domén BH a jejich schopnosti podporovat nebo inhibovat apoptdzu. Permeabilita
mitochondridlni membrany je ovlivnéna ¢leny rodiny Bcl navazanymi na mitochondrialni
membranu, zahrnujici jak proapoptotické regulacni proteiny Bax, tak anti-apoptotické regulaéni
proteiny Bcl-2. Rovnovéaha mezi pro-apoptotickymi a anti-apoptotickymi ¢leny rodiny urcuje,
zda se buiika zvladne adaptovat na plisobici stres, nebo podstoupi bunéénou smrt. (R. Green,

2018)
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Riistovy faktor

oe

Chemoterapie
Receptor ristového faktoru

Radioterapie

Vnitrobun&ény stres Cytoplazma
oxidativni stres, ischemie, atd.

(_Caspase-8)

Obrazek 3 - Prib¢h apoptdzy vnitini cestou

PI3K — Fosphoinositid 3-kindza, Akt — protein kindza B, Bad - Bcl2 asociovany
antagonista bunécné smrti, Bid-agonista BH3 interagujici domény smrti, Puma - p53
upregulovany modulétor apoptdzy, Bel2 — B-bunéény lymfom 2, Bel-XL - B-bunéény
lymfom - extra velky, Mcl-1 - Indukovany protein diferenciace bunék myeloidni leukémie,
APAF-1 - Faktor aktivujici apoptotickou protedzu 1, ATP — adenosintrifosfat, dATP —

deoxyadenosintrifosfat. Pfevzato a upraveno z: (Loreto, 2014)

Tabulka I - Pfehled ¢lent rodiny Bel

Funkce Doména BH Proteiny
Pro-apoptoticka multidomény BH BAK, Bax, Bcl-rambo, Bcl-xs, BOK
BH3 Bad, BID, Bik/Blk, BIM, Bmf, Noxa, PUMA,
Hrk/DP5
Proti-apoptoticka multidomény BH Bcl-2, Bel-10, BelAl, Bel-B, Bel-w, Bel-xi, Mcl-1
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Pro-apoptotické molekuly zvySuji permeabilizaci vné&j$i mitochondridlni membrany,
prokaspazu-9 za vzniku apoptozomového komplexu. Hydrolyza ATP apoptozomem aktivuje
kaspazu 9, a ta nasledné aktivuje kaspazovou kaskadu. Mitochondrie také uvoliiuje do cytosolu
proteiny zvané Smac/DIABLO. Ty nepfimo podporuji apoptdzu blokovanim Gc¢inkl skupiny
anti-apoptotickych proteinli nazyvanych inhibitory apoptézovych proteint (IAP). (Chalah, &
Khosravi-Far, 2008)

Vétsina chemoterapeutickych a cilenych rakovinovych terapii ni¢i nddorové bunky
generovanim signalizace smrti, kterd iniciuje vnitini apoptotickou cestu programované bunééné
smrti. Tento rozvoj apoptozy se lisi od extracelularnich signald, které jsou vytvareny
cytotoxickymi buikami imunitniho systému a vyvolavaji apoptdzu hlavné vnéjsi cestou.

Podle definice NCCD je vnitini apoptoza proces RCD, ke kterému dochézi v disledku
naruseni vnitrobunééného nebo extracelularniho prostiedi, aktery je charakterizovany
permeabilizaci vnéj$i mitochondridlni membrany a vykonany efektorovymi kaspazami, hlavné

kaspazou 3. (Galluzzi et al., 2018)

2.1.2 Vnéjsi cesta apoptozy

Vnéjsi cesta apoptdzy zacina vazbou ligandu na jeden z n€kolika receptort smrti, které
jsou ¢leny nadrodiny TNF — tumor nekrotickych faktorii. Navazani ligandu na receptor spousti
oligomerizaci receptoru a nabor dalSich proteinii obsahujicich smrtelné domény (DD), jako jsou
TRADD a FADD. Vzniklé komplexy vazou a aktivuji pro-kaspazy-8 a -10. Ligandy, které se
vazou na membranoveé receptory jsou napiiklad FASL, TNF-a, TRAIL a TWEAK, Tyto
ligandy mohou byt umistény v plazmatické membran€ okolich bunék nebo se mohou
vyskytovat samostatné jako cytokininy vyloucené naptiklad makrofadgem pfi objevu poskozené

bunky.
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Obrazek 4 - Piehled vnéjsi cesty apoptdzy

zkratky: FasL- FAS ligand, FGFR — fibroblastovy receptor rustového faktoru, FADD — FAS
spojeny prostfednictvim domény smrti, DR 4/5 — receptor smrti 4/5, TRAIL - Ligand indukujici
apoptozu souvisejici s TNF, TNF — nadorovy nekrozovy faktor, TRADD - Protein domény
smrti asociovany s receptorem faktoru nekrozy typu 1, RIP - protein inaktivujici ribozomy,
IkB - inhibitor jaderného faktoru kappa B, NFkB - enhancer aktivovaného nukleového faktoru
fetézce B bunék. Prevzato a upraveno z: (Loreto, 2014)

Jednotlivé signalni receptory sdileji podobné extracelularni domény bohaté na cystein
a maji cytoplazmatickou doménu asi 80 aminokyselin nazyvanou "smrtelnd doména" (DD).
Tato smrtelnda doména hraje klicovou roli pfi pfenosu signidlu smrti z povrchu bunky
do intracelularnich signalnich drah.

Trimerizace receptoru ma za nasledek nabor n¢kolika domén smrti, a nakonec nabor
a aktivaci kaspazy-8 a kaspazy-10. Ty pak bud’ zahdji apoptdzu piimo St€penim, a tim aktivaci
efektorovych kaspdz-3,6 a 7, nebo aktivuje vnitini apoptotickou cestu st€penim BID k vyvolani
ucinné bunééné smrti. (Wu & Che & Zheng, & Wu, 2014)

Apoptdza je proces, pii kterém bunky podléhaji programované smrti a je protivahou
proliferace. Bunécna proliferace spolu s vnitini a vnéj$i cestou apoptdzy jsou uzce spjaty
z dobrého diivodu. Pokud buiika nedokaze iniciovat vnitini cestu apoptdzy v disledku mutace

téchto aktiva¢nich mechanismi, dojde k iniciaci vnéjsi cesty apoptdzy, nebo alespon zastaveni
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mnozeni. Pokud ovSem i tato regulace selze, mize burka rist a délit se zcela nekontrolovang,
coz ma za nasledek rozvoj rakoviny (Bottone & Santin, & Aredia, 2013)

Podle definice NCCD je vnéjsi apoptoza varianta RCD iniciovana poruchami
extracelularniho mikroprostiedi detekovanymi receptory plazmatické membrany, propagovana

CASPS a vykonana zejména efektorovou CASP3. (Galluzzi et al., 2018)

2.2 Autofagové zavisla bunécéna smrt

Autofagove zavisld bunécna smrt (ADCD) je podprogram RCD, pfi kterém dochazi
k bunéénému zaniku v disledku autofagie. Autofagie je dynamicky recyklacni proces, ktery
slouzi pro odstranovani nefunkcnich nebo zbyte¢nych casti buiiky. Za normélnich okolnosti
podporuje pteziti bunky pfiplsobeni mnoha typl bunéénych stresti tim, Ze odstranuje
poskozené Casti buiiky. V extrémnim piipadé hladovéni buniky podporuje autofagie bunécné
preziti recyklaci bunéénych slozek, a tim udrzovanim spravné hladiny energie. Tento proces
ale muze vést az ke smrti buniky, pokud zacne autofagie degradovat zivotné dulezité proteiny
nebo molekuly souvisejici s jinymi typy RCD. (Das & Shravage, & Baehrecke, 2012)

Velmi ¢asto dochézi k bunééné smrti jinym podprogramem nez ADCD. Pokud bunka
zacne autofagicky odbouravat feritin, coz je protein ukladajici Zzelezo, dojde k uvolnéni zeleza
a oxidativnimu poskozeni, které vede k ferroptdze. Degradace proteinové tyrosinové fosfatazy
je jednim z inicidtorti apoptdzy. Obecné lze fici, Ze apoptotické a autofagické mechanismy jsou
béhem vyvoje bunécné smrti vysoce propojeny. Autofagie pii bunééné smrti neprobiha jako
samostatny proces, ale k zaniku buniky vede v kombinaci s ostatnimi typy RCD. (Denton & Xu,
& Kumar, 2015)

Podle definice NCCD je autofagové zavisla bunééna smrt podtypem RCD, ktera

je zavisla primarné na autofagickém aparatu, nebo jeho slozkach. (Galluzzi et al., 2018)

2.3 Pyroptoza

Pyropto6za je vysoce zanétliva forma RCD, kterd je spousténa poruchami extracelularni
nebo intracelularni  homeostazy  piiinfekci  patogeny a je pravdépodobné  soucésti
antimikrobialni a antivirové odpovédi. Takeé je soucasti smrtelného septického Soku. Projevuje
se specifickymi morfologickymi znaky, jako je zvlaStni forma kondenzace chromatinu lisici se
od apoptotickych RCD a bunécné ,,bobtnani“, které vrcholi permeabilizaci plazmatické
membrany. K fragmentaci DNA nedochazi. Probihd napfiklad piinapadeni bunky bakterii
salmonely nebo u T-pomocnych bun¢k napadenych virem HIV. (Jorgensen, & Miao, 2015)
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Na molekularni Grovni je pyroptdza zavisld na aktivaci jedné nebo vice kaspaz, jako

Pyroptoza tizena CASP1, kterd patii mezi vrozené imunitni reakce, zamezuje Sifeni
intercelularnich bakterii usmrcenim hostitelské bunky atvorbou tzv. “pore-inducted
intracellular traps” (PITs), které zadrzi stale zivé bakterie v membrané mrtvé bunky. Vzniklé
pasti mohou byt potom straveny efferocytézou. (Green & Oguin, & Martinez, 2016)

Pti chronickych patogennich onemocnénich zanétliva odezva neodstrani primarni
podnét, jak tomu je ve vétSin€ piipadl infekce nebo poranéni, a proto nésleduje chronicka
forma zanétu, kterd ptispiva k poskozeni tkané¢.

Podle definice NCCD je pyroptoza forma RCD, ktera kriticky zavisi na tvorbé port
v plazmatické membrané diky plsobeni ¢lenli proteinli rodiny gasdermind, Casto v dusledku

zanétlivé aktivace kaspaz. (Galluzzi et al., 2018)
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3 Kaspazy
3.1 Obecny popis

Kaspazy (Cystein ASparagové ProteAZY) jsou rodinou protedzovych enzymtl, které
hraji zasadni roli pifi programované bunécné smrti, imunitnich reakcich a vyvoji. Sviij nazev
dostaly diky jejich funkci cysteinovych proteaz. Pti aktivaci cystein v jejich aktivnim centru
atakuje a §tépi cilovy protein, dokud je nerozstépi na aminokyselinové zbytky.

Najdeme je v cytosolu builkky a délime je do ¢tyf skupin podle jejich funkénich
je zajisténa degradaci bunécnych ¢asti kontrolovanym zptsobem béhem apoptdzy a pyroptozy.

Diky tomu se minimalizuje zanétlivy ucinek na okolni tkan. (Shi, 2002)

Neaktivni (proforma) Aktivni
Iniciaéni kaspazy
Pro-kaspaza 8, 10 DED DED
Proteolytické Stépeni
T 1‘ a tvorba heterotetrameru
Pro-kaspaza 2, 9 CARD
Efektorové kaspazy 1‘ T*
Pro-kaspdza 3, 6, 7 . \ r
- Profc?ome_na Asn-x Asn-x /
Velka podjednotka Katalyticky
Malé podjednotka aktivni mista

Linker

Obrazek 5 - Piehled kaspaz Gi¢astnicich se apoptdzy

zkratky: DED — efektorovd doména smrti, CARD — Kaspdzovd naborova doména,
Asn - x — Asparagin-AMK sekvence, Pfevzato a upraveno z: (Apoptosis Handbook, 2016)

Kaspazy se skladaji z malé a velké podjednotky a pro-domény. V butice se vyskytuji
ve formé prokaspéaz — proenzymil neboli zymogeni, které jsou nejprve aktivovany odstiiZzenim
pro-domény a jejich ndslednou dimerizaci na svou biologicky aktivni formu, ktera tvofi
heterotetramer sloZzeny ze dvou malych a dvou velkych podjednotek. Iniciaéni kaspazy maji
také CARD doménu slouzici pro sjednocovani kaspaz do multiproteinovych komplexa,
nebo efektorovou doménu smrti (DED), kterd slouzi k navazéni na aktivacni protein a ke
spole¢né tvorbé smrt indukujiciho signalizacniho komplexu (DISC). (Riley & Malik &
Holohan, & Longley, 2015)
kaspazy — ty §tépi, atak aktivuji efektorové kaspdzy. Timto zplsobem dochazi k zesileni
afetézeni reakce, cozje dulezit¢ pro jednoznacnost procesu ajeho rychlost. Findlnim

vysledkem aktivace kaspaz je degradace bunécnych ¢asti na aminokyselinové zbytky, které
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mohou byt snadno fagocytovany. Kaspazy ovliviiuji také bunéénou proliferaci, diferenciaci

a starnuti. (Shalini & Dorstyn & Dawar, & Kumar, 2015)

Tabulka II - Pfehled kaspaz Gi¢astnicich se apoptdzy

Typ RCD Typ kaspazy Nazev

Kaspéza 2

Kaspéza 8

Inicia¢ni
Kaspaza 9
Apoptoza Kaspaza 10

Kaspéza 3

Efektorova Kaspaza 6

Kaspaza 7

Kaspaza 1

Kaspéza 4

Kaspéza 5

Pyroptéza Zangtliva
Kaspaza 11

Kaspéza 12

Kaspéza 13
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3.2 Role kaspaz v apoptoze

Béhem wvnitini apoptotické cesty se nasledkem stresu uvoliiuje cytochrom C
z mitochondrii do cytosolu. Volny cytochrom C se vdze na adaptorovy protein APAF-1, ktery
nasledné aktivuje kaspazu 9. Aktivovand kaspaza 9 Stépi a aktivuje efektorovou kaspazu 3,
ktera nasledné Stépi bunécné proteiny a zplisobuje tim apoptézu. Vnéjsi apopticka cesta je
z pohledu kaspaz aktivovéana extracelularnimi ligandy, které se vazi na receptory smrti a tvofi
spole¢n¢ s ni multiproteinovy komplex zvany DISC. Tento komplex na sebe navazuje
prokaspazu 8, ¢imz ji aktivuje. Ta poté Stépi a aktivuje efektorové kaspazy 3, 6 a 7. (Creagh,
2014) Efektorové kaspazy v buiice degraduji téméf 1000 riznych proteint. Cést téchto proteind
ma diilezitou homeostatickou roli a nasledky jejich degradace se tak velmi rychle projevi
na morfologickych nebo funkénich zménach. Ptikladem je protein PARP-1, slouzici v buiice
k opravé DNA, ktery po Stépeni kaspdzou tuto svou schopnost ztraci. (Shi, 2002)

Vnéjsi spoustéc apoptozy

Navazani
ligandu smrti

volny
cytochrom C

Ve——

vazany
l cytochrom C

)5

Mitochondrion

Obrazek 6 - Role kaspaz v apoptdze
zkratky: CASP — kaspaza, pro CASP — prokaspaza, Upraveno dle: (Galluzzi et al., 2018)

3.3 Patologie kaspaz

Diky tomu, Ze jsou kaspézy siln¢ provazené s bunécnou smrti, Ucastni se kontroly
bunécéného cyklu. Pokud v buiice dojde k mutaci, kterd by mohla vést k nefizené proliferaci
a bunka ji béhem bunécné kontroly objevi, spacha tizen¢ apoptotickou smrt. Kaspdzy zde hraji
roli ,.katd*, jsou odpovédné za funkéni destrukci buiiky. Pokud dojde k jejich nefunk¢nosti,

at’ v dsledku mutace genu, chybé¢ signdlnich drah nebo podobné, apoptotickd smrt nemulize
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prob&hnout a ¢asto dochéazi ke vzniku nadoru. Nedostatecna aktivace kaspaz je také problémem
pfi imunitni odpovédi na napadeni organismu, protoze nemusi dojit k aktivaci pftislusné
imunitni odpovédi. (Friedlander, 2003)

V piipadé hyperaktivace nékterych kaspaz, jako je CASP3, dochézi k opaku a apoptdza
probihd i u jinak zdravych bunck. Toto chovani se projevuje u Casti neurodegenerativnich
onemocnéni, jako je Alzheimerova nebo Parkinsonova choroba. Jejich zvySend aktivita je také

spojena s fadou autoimunitnich poruch. (Goodsell, 2000)
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4 Kinazy
4.1 Obecny popis

Protein kindzy jsou klicové regulatory bunécnych pochodii. Jde o enzymy, které
modifikuji substrat adici fosfatové skupiny procesem zvanym fosforylace. Z chemického
hlediska je tak fadime mezi fosfotransferazy. V buice katalyzuji ptenos fosfatové skupiny
z vysokoenergetickych molekul ATP na specificky substrat — protein, ktery po fosforylaci méni
svou aktivitu. V lidském organismu najdeme pies 500 riznych kindz, coz z nich déla jednu
z funk¢né nejrozmanitéjSich genovych rodin (Manning, 2002). Slouzi k regulaci aktivity téméeft
vSech bunéénych procest. Nejvyznamnéji se projevuji pii signdlni transdukci a koordinaci
komplexnich déjt, jako je naptiklad bunéény cyklus. Diky jejich rozsahlym G¢inkiim na buiiku
jsou samy silné regulovany, at’ uz vlastni fosforylaci a defosforylaci, aktivacnimi proteiny
nebo inhibiénimi proteiny. Jednotlivé signdlni drahy jsou velmi tzce spjaté anavzajem

se ovliviiuji. Zmény funkénosti nékterych kinaz vlivem naptiklad mutace nebo viru vedou

k naruSeni bunécné regulace, a tim mnoha patologickym staviim. (Roskoski, 2015)

HaN NH;

N o 0 Ne ey
Wz I ¢

- HO—P—0—F—0._

OH OH O

".‘H;H \_(

. - OH OH
KINAZA FOSFORYLOVANY :
'SUBSTRAT R

Obrazek 7 - Princip funkce kindz
zkratky: ATP — adenosintrifosfat, ADP — adenosindifosfat; Upraveno dle: (R. Green, 2018)

4.2 Déleni kinaz

Kinazy délime podle jejich aminokyselinového slozeni a charakteristickych vlastnosti
na skupiny, rodiny a podrodiny. De¢leni odpovidd podobnosti jejich katalytické domény,
pricemz se jejich podobnost zvySuje od skupin k rodinam. V lidském téle rozliSujeme 7 az 10
skupin, které spadaji do super rodiny eukaryotickych proteinkindz. V ramci skupin kinazy dale
délime dle jejich cilové substratové aminokyseliny na serin/threoninové, tyrosinové a atypické

kinazy.
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4.2.1 Serin/threoninové kinazy

Nejveétsi skupinou kindz jsou ty fosforylujici jak serin, tak 1ithreonin. Tyto
aminokyseliny maji identické spojeni OH skupiny na postrannim fetézci, aproto se
pii fosforylaci nerozlisuji. Fosforylovat 1ze ale pouze AMK substratu, které jsou umisténé
uvnitt fosfoakceptorového mista, jinak nazyvaného jako konsenzualni sekvence — sekvence
aminokyselin. Diky zptisobu vazani na cilovy substrat pomoci hydrofobnich sil a iontovych
vazeb muze jedna kinaza fosforylovat n¢kolik rznych proteinti-substratt, které sdili podobné
konsenzualni centrum. Regulace téchto kinaz je nejcastéji zajisSténa pomoci pseudosubstratu,
ktery ma stejné konsenzualni centrum jako substrat, ale postradd aminokyselinu, kterou by
kin4za fosforylovala. (Cohen, 2004)

Mezi tyto kinazy patii 6 skupin, které rozliSujeme podle jejich katalytickych domén

SERIN/THREONIN KINAZY

| |\ | |
cKi cMae G TKL STE CAMK

CK1a | MAPK PKA RAF STE7
= PKG MLK STE1 — CAMKT | |
CK1y CDK - “RODINY
TTBK L CLK PKC STE? CAMKL : ‘
| CDKL CASK

Obrazek 8 - Souhrn skupiny serin/threoninovych kinaz
Upraveno dle: (Sakkiah & Cao & Gupta, & Lee, 2017)
AGC

Tato skupina je pojmenovana po rodinach protein kinazach A, G a C (PKA, PKG
a PKC). Kindzy této skupiny fadime nejcastéji mezi intracelularni signalizacni kinazy, které
jsou modulovany cyklickymi nukleotidy, fosfolipidy a vapnikem. Zastupci této rodiny jsou
napiiklad PKG — protein kinaza G, kterd je soucasti signalni drahy oxidu dusné¢ho (NO)
zapojené do relaxace hladkého svalstva, RSK — ribozomalni S6 kinaza fosforylujici
cytoplasmatické ribozomy a tim regulujici jejich miru translace. (Lincoln & Dey, & Sellak,

2001)
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CMGC

Tato skupina je pojmenovana po sad¢ rodin CDK, MAPK, GSK3 a CLK. Ty maji
rozmanité funkce v fizeni bunécného cyklu. Piikladem mohou byt CDK — cyklin dependentni
kinazy, které se ucastni d€leni, kontroly metabolickych pochodi a dalSich bunécnych déji.
MAPK — mitogen aktivované protein kinazy jsou podrobnéji popsany dale. (Varjosalo &

Keskitalo & Van Drogen, & Gstaiger, 2013)

CAMK

Skupina pojmenovand po Ca?"/kalmodulin dependentni kinazy (CAMK). K jejich
aktivaci dochdzi v ndvaznosti na zvySeni intracelularni koncentrace véapenatych iontl Ca®"
a kalmodulinu. Kindzy této skupiny se ucastni bunééného cyklu, preusporadani bunécného
cytoskeletu, udrzeni homeostdzy ajsou také dilezitym medidtorem pfiprocesu uceni

a pamatovani. (Brzozowski, & Skelding, 2019)

CKl1

Do poctu mensi skupina kindz pojmenovana po kasein kindze 1. Skupina se sekvencné
velmi li§i od ostatnich seronin/threoninovych kinaz. Jejich funkce spociva v ptevodu signalt

a ovliviuji cirkadianni rytmy. (Cheong, & Virshup, 2011)

STE

Tato skupina ma tfi rodiny kindz (STE20, STE11 a STE7), které se navzajem aktivuji
a nasledné aktivuji MAPK kindzy. STE7 rodina kinaz pfimo fosforyluje MAPK a je znama také
jako  MAPKK nebo MAP2K. STEI11 fosforyluyje STE7, ajeznama jako MAPKKK
nebo MAP3K. STE20 je z vySe uvedenych rodin nejvétsi a je oznaCovana jako MAP4K. Pouze
cast STE11 se ucastni MAPK kaskad, zbyla ¢ast ma signalni Gi¢inky. (Sakkiah & Cao & Gupta,
& Lee, 2017)

TKL

Tato skupina kinaz se li§i od ostatnich serin/threoninovych kinaz a je sekvenci podobna
spise tyrosinovym kinazam. Funkéné fosforyluje serin/threoninové AMK. Jednotlivé rodiny
v ramci skupiny se od sebe velmi 1i$i, a maji proto Siroké spektrum plisobeni. Mezi rodiny této

skupiny fadime naptiklad RAF a MLK — mixed lineage kinases které funguji jako MAP4K,
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nebo také RIPK — receptor interagujici protein kindzu, ktera se vaze na TNF. (Sakkiah & Cao

& Gupta, & Lee, 2017)

1
OH O 0 HO—-P—0
|
OH O
H;C OH HO OH G on
NH 3
2 NH2 NH,
THREONIN SERIN FOSFOTHREONIN

Obrazek 9 - Aminokyseliny serin, threonin a jeho fosforylovana forma (McMurry, 2012)

4.2.2 Tyrosinové kinazy

Tyrosinové kindzy délime na dvé podskupiny, a to RTK — receptor-dependentni tyrosin
kindzy a CTK — cytoplazmatické tyrosin kinazy. V lidském téle najdeme vice nez 90 rliznych
tyrosinovych kindz. Vyvojové jsou mlads$i nez serin/threoninové kinazy a nevyskytuji
se u rostlin ani jednobunécnych organismdi.

Vétsina tyrosinovych kindz ma komplementarni fosfatazu, kterd ji zbavuje fostatové
skupiny, a tim se deaktivuje. Stejn€ jakou u serin/threoninovych kindz miize dochézek jejich
poskozeni, ¢imz se méni jejich aktivita, a tim i funkce v bunice. (Radha & Nambirajan, &
Swarup, 1996)

Ptikladem rodiny receptor dependentnich kinaz jsou PVR — receptory riistového faktoru
vaskularniho endotelu a desti¢ek. Ty hraji roli v angiogenezi a riistu tkani. Pikladem receptor
non-dependentni rodiny je TEC, kterd zprostiedkovava pienos signali z povrchu bunky
do intracelularnich signalnich drah.

V dnesni dob¢ jsou tyrosinové kindzy zkoumany hlavné pro svou moznosti ovlivnéni
prib&hu mnoha nemoci. Funkci téchto kindz ovliviiuje fada bakterii a virti jako Sarkoma virus,
papylomavirus a dalsi, které jsou spojeny s vyvojem rakoviny. (Schaller et al., 1992) Inhibitory
tyrosin kindz se uplatiiuji naptiklad v 1éCbe€ pacientd s metastazujicim gastrointestinalnim

nadorem. (Kris et al., 2003)
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Tyrosin

Obrazek 10 - Tyrosin  (McMurry, 2012)

4.2.3 Atypické kinazy

Tato skupina zahrnuje jinak nezatazené kinazy, které nejsou sekvenéné podobné vyse
zminénym skupindm. Podle nékterych kategorizaci je fadime zcela mimo super rodinu
eukaryotickych proteinkindz. Cast atypickych kindz dokaze fosforylovat viechny tfi
aminokyseliny, dalsi ale nemaji prokdzanou zadnou enzymatickou aktivitu. (Bossemeyer,

1995)
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4.3 MAPK Kkinazy v regulaci apoptozy

MAPK kinazy spadaji do skupiny CMGC serin/threoninovych kinaz. Podili se jak

na pozitivni, tak na negativni regulaci buné¢né smrti.

ERK2

O ERK ERK1

ERKS5

o JNK JNK1

p38a JINK2
p38p
MAPK p38 o
p38y
p385
ERKY7 © ERK7
ERK4
ERK o

ERK3

Obrazek 11 - Piehled rodiny Mitogen aktivovanych protein kindz

Upraveno dle: (Sakkiah & Cao & Gupta, & Lee, 2017)

Protoze vétSina téchto kinaz se v téle ucastni regulace stimulované rastovymi faktory,
jsou tyto kindzy nazyvany MAPK — mitogen aktivované protein kinazy. VSechny MAP kinazy
maji velmi podobnou strukturu a biochemické vlastnosti. Obecnym znakem je jejich aktivace
pomoci dvojité fosforylace na tripeptidovém motivu (Thr-X-Tyr) umisténém v aktivaéni
smyCce kinazy (T-smycka) prostfednictvim tfiiroviiové MAPK aktivacéni kaskady, ktera
zahrnuje MAPK, MAPK kinazu (MAPKK nebo MAP2K) a MAPK kinazu kinazu (MAPKKK
nebo MAP3K). Deaktivace MAPK je zprostiedkovana fosfatdzami defosforylaci v aktivaéni
smy¢ce. U savct bylo identifikovano 14 &lenit MAPK rozdélenych do 7 podskupin. Ctyfi z nich
jsou klasické podskupiny MAPK, které jsou aktivovany tfitiroviiovou kaskddou, jako
je extracelularné regulovana kinaza (ERK1/2), C-Jun N-terminalni kindza (JNK), p38 MAPK
a ERKS, atfi atypické MAPK podskupiny, jako je ERK3/4, ERK7/8 anemo-like kinaza
(NLK).

Aktivované MAPK zajistuji fosforylaci a aktivaci proteinovych kinaz aktivovanych
MAPK (MAPKAPK), jako jsou proteiny rodin RSK, MSK nebo MNK a MK2/3/5. (Sakkiah &
Cao & Gupta, & Lee, 2017)
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Aktivitu MAP kindz ovliviiuji dva hlavni faktory, ato signaly, které aktivuji
transmembranové receptory a proteiny s nimi spojené, a pak signaly, které inaktivuji fosfatazy
omezujici danou MAP kinazu. Takové signaly zahrnuji napiiklad oxidacni stres. (VIahopoulos,
& Zoumpourlis, 2004)

Diky mnozstvi roli, které jednotlivé kindzy v bunééném metabolismu zastavaji, je velmi
obtizné rozklicovat jednotlivé déje a piesné urcit, co ktera kindza zplisobuje a jaky je mezi nimi
vzajemny vztah. Neustdle se objevuji nové poznatky, které méni nebo upiesiiuji chovani

MAPK kindz a pomahaji tak 1épe pochopit slozitou regulaci bunéénych pochodii.

431  p38

Rodina p38 je tvofena ¢tyfmi kindazami o, B, y ao, které jsou aktivovany fadou
extracelularnich stresit a zdnétlivych cytokini. K jejich aktivaci dochazi diky mitogen
aktivovanym protein kinazdm kinazam 3, 4 a 6(MKK3/4/6). K aktivaci MKK3 a MKK6
dochdzi v dusledku fosforylace ASK1/2 (kindza regulujici signal apoptozy), TAKI1 (B-
aktivovana kinaza 1 transformujici riistovy faktor), MLK3 (smiSené¢ liniové kinazy), MEKK 1-
4 (MAPK/ERK kinaza kin4za) a TAO (tisic a jedna aminokyselina). (Bonney, 2017)

Je patrné, ze signalni udalosti probihajici v MAP3K jsou pomérné slozité. Rozmanitost
této MAP3K regulace poskytuje ale builkdm fadu mechanismi schopnych reagovat
na rozmanité podnéty.

Kinaza p38 se podili na regulaci HSP27, MAPKAPK-2 (MK2), MAPKAPK-3 (MK3)
a n¢kolika transkripénich faktori, véetné ATF-2, Statl, komplexu Max / Myc, MEF-2, Elk-1
a nepiimo aktivaci CREB pfi aktivaci MSK1. (Cuadrado, & Nebreda, 2010)

-35-



«» Kinaza GAP/GEF — Pfima stimulace

«» Fosfataza < GTPaza — P¥ima inhibice

© Transkripéni faktor @ G-protein -~ Vicekrokova stimulace

«» Kaspaza © Acetylaza -— Vicekrokova inhibice
Receptor © Deacetylaza ~> Pravdépodobna stimulace

© Enzym © Ribozomalni podjednotka - Pravdépodobna inhibice
Pro-apoptoticky protein —< Rozdéleni podjednotek
Anti-apoptoticky protein = Spojeni podjednotek

- Transkolakce

Obrazek 12 - Legenda k obrazktim 13, 14 a 15
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Obrazek 13 - Piehled p38 kinazy a jejich upstreamovych a downstreamovych cest

Ptevzato a upraveno z: (,,p38 MAPK Signaling”, 2012), "Ilustrace reprodukovana se svolenim
Cell Signaling Technology, Inc."
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4.3.2 JNK

C-Jun N-termindlni kindza, jinak nazyvand také stresem aktivovand protein kindza
(SAPK), je kodovana tremi geny (JNK1, INK2 a JNK3), které jsou umistény na ttech riznych
chromozomech. JNK1 a JNK2 jsou syntetizovany ve vSech tkanich, zatimco JNK3 je do zna¢né

miry omezena na mozek, srdce a varlata.
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Obrazek 14 - JNK kinaza a piehled jejich upsteamovych a downstreamovych cest

Ptevzato aupraveno z: (,,SAPK/JNK Signaling Cascades”, 2012), "Ilustrace
reprodukovéna se svolenim Cell Signaling Technology, Inc."

Tyto kinazy jsou aktivovany dvéma MAPKK — mitogen aktivovanymi protein kindzami
kindzami 4 a 7 (MKK4/7). MAP3K zahrnuji kindzu Raf, kindzu-1 regulujici apoptdzovy signal
(ASK1), MAP3K 1/4 (MEKK1/4), smisené liniové kinazy (MLK) a dalsi MAP3K aktivuji
MKK4 a MKK?7 v signélni draze JNK. (Bogoyevitch & Ngoei & Zhao & Yeap, & Ng, 2010)
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MAP3K jsou aktivovany rodinou GTP4az Rho, rodinou malych signaliza¢nich G
proteind, jako je naptiklad protein kontrolniho bunééného déleni 42(CDC42), a ¢leny rodin
Rac, Ras a Ras.

JNK v cytoplazmé aktivuje Bax protein. Nasledné se INK piesouva do jadra, kde mize
regulovat aktivitu vice transkripcnich faktord, véetné c-Jun, ATF2, STAT3, p53 a dalsi.
(Vlahopoulos, & Zoumpourlis, 2004)

4.3.3 ERK

ERK 1/2 kinazy jsou aktivovany fadou receptorii Ucastnicich se bunécného ristu
a diferenciace. Témito receptory mohou byt receptor tyrosin kindzy (RTK), integriny, a iontové
kandlky. Pfesny prib¢h signélni drahy je zavisly na typu podnétu. Aktivace ERK1/2 je spojena
s anti-apoptotickymi funkcemi, jako jsou kontrola proliferace a diferenciace bun¢k. ERK hraje
roli jak v inhibici pro-apoptotickych proteini (down regulace), tak v aktivaci anti-
apoptotickych proteini (up regulace) prostfednictvim transkripénich a posttranslacnich
mechanismi. (Kim, & Choi, 2016)

ERK signalizaéni cesty obvykle zahrnuji sadu adaptorovych proteinti (She, GRB2, Crk
atd.), které spojuji receptor s guaninovym nukleotidovym vyménnym faktorem (SOS, C3G
atd.) Tyto faktory ptenaseji signal na GTPazy (Ras, Rapl), které dale aktivuji kaskadu slozenou
z MAPKKK (Raf), MAPKK (MEK1/2) a MAPK (Erk). Aktivovany Erk dimer reguluje
v cytosolu MNKI1, ataké se presouvad do jadra, kde fosforyluje riizné transkripéni faktory
regulujici genovou expresi. Velmi dulezita je aktivace ribozomalni s6kinazy, jinak zvané
p90RSK.

Kinaze p90RSK v butice inhibuje aktivitu BAD proteinii a DAPK1 kinazy, které hraji
pro-apototickou roli. Déle zprostfedkovavd mitogenni a stresem indukovanou aktivaci
transkrip¢nich faktortt C/EBP, ETV1/ER, SRF a mnoha dalSich, reguluje translaci fosforylaci
spS6 a elF4B a zprostiedkovava bunécnou proliferaci, pteziti a diferenciaci modulaci savcéiho
targetu pro rapamycin (mTOR).

Hlavnim udélem ERK signdlnich cest je regulace bunééné translace v navaznosti

na pusobici stres a inhibice apoptdzy. (De Luca, & Maiello, 2012)
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Obrazek 15 - Prehled ERK a jejich upstreamovych a downstreamovych cest

Ptevzato aupraveno z: (,MAPK/Erk in Growth and Differentiation”, 2012), "llustrace
reprodukovéna se svolenim Cell Signaling Technology, Inc."
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5 Role kinaz pr¥i onemocnénich

Diky své vSudyptitomné roli MAPK fizené signalni drahy ovliviiuji naprostou vétSinu
déju spojenych s proliferaci, diferenciaci nebo apoptickou smrti bunky (Peti, & Page, 2013).
Patologické stavy téchto kindz jsou pfi¢inou rozvoje mnoha onemocnéni, véetné rakoviny
a neurodegenerativnich poruch, jako jsou Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba
a amyotroficka lateralni skler6za (Kim, & Choi, 2015). ERK hraji klicovou roli ve vyvoji
mnoha typti rakoviny stimulaci bunécné proliferace a metastazy. P38 pfispiva k zanétim
neurond a je také spojovdna s rezistenci vuci lé¢ivim pouzivanych pro lécbu u rakoviny

tlustého stfeva a jater.

5.1 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD) je nejrozsifenéj$i progresivni neurodegenerativni
onemocnéni u ¢loveéka. Dochdzi pii ni k dysfunkci paméti a kognitivni poruse. Hlavnim rysem
progrese Alzheimerovy choroby (AD) je tvorba senilnich plakl tvofenych amyloidem B (AB)
a vyskyt aberantni fosforylace proteinu tau spojeného s mikrotubuly v mozku postizenych
jedinct (Jakob-Roetne, & Jacobsen, 2009).

Bylo zjisténo, ze asi 5 % jedinc s familidrni formou AD mé& mutace v genech
pro amyloidni prekurzorovy protein (APP). APP je integrdlni membranovy protein typu I, ktery
je postupné Sté€pen o, B a y sekrecnimi enzymy. Samotny oxidaéni stres je klicovym rizikovym
faktorem pro patogenezi AD. Oxidativni stres indukovany AP ma za nasledek aktivaci p38
a naslednou hyperfosforylaci tau kinazy.

Jednim z lé¢ebnych targetil je inhibice kinazy p38. Jeji inhibice promoci proteinu CNI-
1493 méla za nésledek snizeni jiz pfitomnych senilnich plakii na mozku a zaroven omezila

produkci dalSich AP indukovanych proteinti. (Bach, & Mengel, 2011)

5.2 Parkinsonova choroba

Toto onemocnéni je druhou nejcastéjsi neurodegenerativni poruchou a postihuje az 5 %
jedinct starSich 85 let. Nemoc je charakterizovdna klinickymi ptiznaky klidového tiesu,
rigiditou aredukci rychlosti pohybu. Fyzické ptiznaky Parkinsonovy nemoci jsou
neuropatologicky indikovany ztratou dopamin-produkujicich neuronli a depozici Lewyho

télisek v mozku. Pohybova porucha vznika v disledku snizeného mnozstvi dopaminu.
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Podle vyzkumii provedenych na mysich kindzy JNK, ERK a p38 pfispivaji riznymi
zpisoby k dopaminogeni degeneraci charakteristické pro Parkinsonovu chorobu. (Goedert,
2001)

Mutace genu Parkin, ktery je nejcastéji mutujici gen pii PD, zplisobi jeho nefunkcnost.
To vede k degradaci neuronti diky hyperaktivaci JNK kinaz a zvySené apoptoze.

Hlavni proteinové kinazy spojené se zvySenym rizikem nemoci jsou domnéla putativni
kinaza 1 indukovand PTEN a opakovana kindza 2 bohata naleucin (LRRK2), PINKI1
a LRRK2. Tyto kinazy jsou regulovany jejich proteinovymi kindzami B (AKT) a JNK signalni
drahou (Kim, & Choi, 2015).

5.3 Rakovina

Neomezend bunécnd proliferace, diferenciace aabsence apoptézy je jednim
z charakteristickych znaki nadord. Kindzy diky své roli v bunééné regulaci zastavaji nemén¢é
podstatnou roli béhem tvorby a vyvoje nddor v lidském organismu. Deregulace kindzové
aktivity miize vést k dramatickym zménam v bunééném cyklu, deregulované kinazy jsou casto
povazovany za onkogenni a mohou byt kli¢ové pro preziti a Siteni rakovinnych bun¢k (Hunter,
& Cooper, 1985).

Existuje fada procesil, kterymi se kinazy podili narakovin€ — chybné regulovana
exprese at uz piima, upstreamovd nebo downstreamovd, aberantni fosforylace, mutace,
chromozomalni translokace a epigeneticka regulace.

RAS/RAF/MAPK signdlni draha jejednou znejdalezitéjSich signalnich drah
ovlivitujicich vyvoj zdravé buiiky a také tumorgenezi. Ras — Raf — MEK — ERK hraje ve vyvoji
rakoviny roli prostfednictvim stimulace proliferace a metastdzovani bun€k nadoru. Mutace
kindz K-Ras a B-Raf zplisobuje opakovanou aktivaci downstreamovych kinaz, jako jsou ERK
nebo mTOR, které podporuji bunéénou proliferaci (Diaz-Flores & Goldschmidt, & Braun,
2013). Hyperaktivita ERK a JNK kinaz byla detekovana u rakovinnych bunék pfi rakoviné
slinivky prsu a leukemii. JNK hraje také roli pfi vyvoji rakoviny kize diky spojeni se s dalSimi
signalnimi drahami a svou hyperaktivaci. Inhibice téchto kindz je zkouména jako potencialni
moznost 1écby. (Cheung, & Yu, 2014)

Pochopeni molekulédrnich mechanismi rezistence na léky u rakoviny je velmi dalezité
pro zlep3eni terapeutické uéinnosti protirakovinnych latek. Cést kinaz svym ptisobenim totiz

inhibuje svou aktivitou pouzivana 1é¢iva, nebo ¢ini rakovinné buiiky proti nim odolné.

_4] -



Ptikladem je p38 zodpovédny za rezistenci viici léCiviim jako jsou cisplatina, irinotecan
a 5-fluorouracil pouzivanych pfirakoviné tlustého stfeva (Grossi, 2014). Piirakoving jater
zpusobuje p38 rezistenci vii¢i multikinazovému inhibitoru sorafenibu, a zaroven aktivuje MER-
ERK signalizacni cestu. Pro efektivni 1é€bu je proto nutné také ptidat inhibitory p38.

Prestoze inhibitory signadlnich drah maji velky potencial pro lécbu raznych typi
rakoviny, jejich ucinnost je omezena mnoha mechanismy zplisobujicimi rezistenci na takto
zalozena lé¢iva. Diky své provazanosti je zastaveni signalni drahy pouze na jedné kinaze casto
nedostatecné a efektivni 1écba vyzaduje kombinaci inhibitorti, ¢imz se umérné zvysSuje

mnozstvi nezadoucich ucinkt (Kim, & Choi, 2015).
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6 Zavér

Regulovand bunécnd smrt hraje dilezitou roli béhem vyvoje, udrzovani tkanové
homeostazy, zanétu, imunitnich reakcich a pfi mnoha dalSich patologickych stavech.

Na jedné stran¢ zvysena aktivita RCD ptedstavuje primarni pfic¢inu u onemocnéni, jako
jsou infarkt myokardu nebo neurodegenerativni nemoci. Na druhé strané jsou poruchy
v signalnich kaskadach spojené se snizenou aktivitou RCD, a tim i nekontrolovanou proliferaci
nebo akumulaci bunék, spojeny s fadou autoimunitnich poruch a nékterych typt rakoviny.
Studium téchto molekularnich mechanismii signalnich drah je proto diilezitym a slibnym
terapeutickym cilem. Diky provazanosti téchto drah je vyvoj 1é¢iv cilenych pouze na jednotlivé
nedostate¢ny a vyzaduje komplexni ptistup — piikladem mutze byt inhibice apoptdzy, ktera ma
Casto zanasledek iniciaci nekroptézy jako zalozniho mechanismu. Provazanost téchto
signalnich drah je pfi¢inou kiehké rovnovahy mezi zdravym bunéénym zivotem, smrti
a patologickymi stavy.

Cim vice budeme chapat vzajemnou provazanost jednotlivych drah, pfi¢iny jejich
aktivace a roli dodnes méné znamych molekul, tim efektivnéji budeme schopni vytvaret nova
cilena 1é¢iva na mnoho 1 dnes nelécitelnych nemoci spojenych s patologii signalnich drah

bunécné smrti, coz je dozajista velka motivace pro dalsi vyzkum této oblasti.
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	ÚVOD
	Správný vývoj buněk a životní cyklus mnohobuněčných organismů je úzce spjatý s rovnováhou mezi buněčným životem a smrtí. Buňky jsou neustále vystavovány různým formám a intenzitám stresových podnětů, na které musí reagovat. To vede k opakování otázky...
	Apoptóza, jakožto jeden z podtypů RCD, je fyziologický proces vedoucí k zániku buňky. Jedná se o zcela běžný a ve správné míře nutný proces. Apoptóza hraje podstatnou roli v rámci imunitního systému, uplatňuje se jak v prenatálním, tak postnatálním v...
	Rozhodování, zda žít či zemřít, je pro funkčnost organismu velmi důležité a jakákoliv jeho porucha může vést k patologickým stavům. K vyhodnocování slouží buňce několik signálních drah, které reagují na rozdílné formy a velikosti stresových podnětů. ...
	Patologické změny těchto drah, ať již mutací nebo vlivem toxinů, mohou mít za následek vážné důsledky pro organismus, které jsou v některých případech až fatální. Příkladem může být vznik Alzheimerovy choroby, Parkinsonovy choroby, nebo nádorů.

	1 Buněčná smrt
	1.1 Historie
	Přestože se o buněčnou smrt zajímal již Hippokrates, první podrobný popis zaznamenal až Karl Vogt v polovině 19. století při pozorování umírajících buněk během vývoje ropuch. Rozvoj výzkumu buněčné smrti nastal později. V roce 1972 použili John Kerr,...
	Apoptóza a její regulace je základem mnoha fyziologických i patologických procesů, které zahrnují udržení vnitřní homeostázy, remodelaci tkání a onkogenezi (Singh & Letai, & Sarosiek, 2019)
	V 80. letech 20. století Wyllie prokázal, že apoptóza je spojena se štěpením DNA působením endonukleáz. Potvrzení genetické kontroly apoptózy vedlo k intenzivnímu studiu buněčné smrti nejen v oblasti cytogenetické, ale i biochemické a morfologické.
	Na základě studie vývoje hlísta Caenorhabditis elegans v 90. letech minulého století. byly v DNA zkoumaného červa objeveny geny nazvané CED-3, CED-4, a CED-9, které jsou zodpovědné za iniciaci, respektive inhibici apoptózy. Tento druh má geneticky da...
	Během posledních 30 let probíhá intenzivní výzkum těchto mechanismů u řady organismů včetně člověka. Díky intenzivnímu výzkumu jsou neustále odhalovány nové mechanismy buněčné smrti a dochází k pravidelné aktualizaci dělení buněčné smrti v návaznosti...
	1.2 Dělení buněčné smrti
	Fungování mnohobuněčného organismu závisí na vyváženosti mezi buněčným růstem a smrtí. Ty jsou provázané s udržováním integrity tkání, správnou funkcí orgánů a eliminací poškozených nebo dále nepotřebných buněk, to vše za účelem udržení homeostázy or...
	Starší dělení buněčné smrti byla založena na morfologických a strukturních změnách, ke kterým během buněčné smrti docházelo. První systém klasifikace zahrnoval typy I – apoptóza, II – autofágově dependentní smrt a III. – nekróza. Nekróza byla dlouho ...
	Různé klasifikace a nomenklatury dnes způsobují zmatek při rozdělování typů buněčné smrti. Díky intenzivnímu výzkumu a mnoha novým objevům se vyskytla potřeba pravidelně sjednocovat pojmenování nových procesů, drah nebo samotných látek účastnících se...
	V současné době platí doporučení z roku 2018, které dělí buněčnou smrt na regulovanou (RCD) a náhodnou (ACD). S pokrokem ve výzkumu víme, že jednotlivé buněčné procesy jsou navzájem velmi provázané, často se i svými signálními drahami překrývají. Kon...
	1.2.2 ACD – Náhodná buněčná smrt
	Náhodná buněčná smrt je následkem velkého poškození buňky, které přesahuje veškeré kontrolní mechanismy, a buňka tak umírá nezávisle na aktivaci signalizačních drah. Podle některých členění je náhodná buněčná smrt označována jako nekróza. (Proskuryak...
	K ACD může dojít v důsledku poškození, kdy je narušena integrita buněk, a to především fyzikálními nebo chemickými vlivy (např. působení silných detergentů, změny pH, extrémní teplota). V takovém případě je buňka pasivní oběť, jedná se o energeticky ...
	Z pohledu definice jde o strukturní rozložení buněk vystavených drsným fyzikálně-chemickým podmínkám bez působení specifických molekulárních mechanismů. Právě nemožnost ovlivnit průběh minimalizuje možnosti pro terapeutický výzkum a léčbu. Smrt nekro...
	1.2.3 RCD – Regulovaná buněčná smrt
	K regulované buněčné smrti dochází v rámci cílených fyziologických změn nebo v návaznosti na selhání adaptivní reakce na poruchy extracelulárního nebo intracelulárního prostředí. Zcela fyziologická forma RCD probíhá například při vývoji orgánů a tkán...
	Na rozdíl od náhodné buněčné smrti je velmi regulovaná buněčná smrt přesně řízena sadou signalizačních kaskád, které jsou spouštěny v návaznosti na působící stres nebo přítomnost signálních molekul. Tyto signální dráhy mají přesně definované biochemi...
	Regulovaná buněčná smrt má několik podtypů, které se od sebe liší svou molekulární charakteristikou. Část těchto podtypů se běžně vyskytuje v organismu během vývoje nebo jako součást imunitní odpovědí, část je důsledkem působení specifických toxinů a...
	Pro rozlišení, zda buňka umírá regulovaně nebo náhodně, se využívá metoda vnějšího zásahu – pokud jsme schopni farmakoaktivní látkou ovlivnit kaskádu vedoucí k buněčné smrti, jedná se o smrt regulovanou.
	Díky své komplexnosti a provázanosti mohou vést alterace molekulárních mechanismů RCD k mnoha poruchám buněčného života (a smrti) a s nimi spojeným patologickým stavům, mezi které patří například Parkinsonova choroba, Alzheimerova choroba nebo rakovi...

	2 Vybrané typy RCD
	2.1 Apoptóza
	Apoptóza je proces, který zastavuje buněčný růst a proliferaci a místo toho ústí v kontrolovanou smrt buňky bez vyvolání zánětlivé odpovědi vylitím svého vnitrobuněčného obsahu do okolí. Apoptóza je někdy také nazývána buněčnou sebevraždou, protože k...
	Apoptóza je kaspázově dependentní buněčná smrt. V momentě, kdy buňka detekuje poškození, iniciační kaspázy jsou aktivovány z jejich neaktivních pro-forem. Aktivní iniciační kaspázy dále aktivují efektorové kaspázy, které následně štěpí proteiny a maj...
	Apoptózu můžeme od náhodné buněčné smrti – nekrózy rozlišit pozorovatelnými morfologickými změnami a molekulárními technikami. Mezi morfologické změny patří smršťování buňky, kondenzace chromatinu, fragmentace jádra a extruze v buněčné membráně (angl...
	Podle původu signálu rozlišujeme dva druhy apoptózy, vnitřní cestu iniciovanou v návaznosti na poškození buňky, které sama odhalí pomocí vnitrobuněčných senzorů, nebo vnější cestu, ke které dochází v důsledku interakce mezi buňkami imunitního systému...
	Chyby v regulaci apoptózy, ať už přílišná nebo nedostatečná regulace, mohou vést k patologickým stavům, které mají za následek mnohá onemocnění. (Dickson, 2004)
	2.1.1 Vnitřní cesta apoptózy
	K tomuto typu buněčné smrti dochází v důsledku vnitrobuněčných i mimobuněčných podnětů, jako je poškození DNA, ischemie a oxidační stres, ale k její iniciaci může dojít i v důsledku chemoterapie nebo radioterapie. (Brenner, & Mak, 2009) Hraje také dů...
	Bodem zlomu při vnitřní cestě apoptózy je dysfunkce mitochondriální membrány a uvolnění cytochromu C a aktivaci kaspáz-9 a kaspáz-3. Kaspáza-3 je zodpovědná za typické rysy vnitřní apoptózy jako je fragmentace DNA. (D’Arcy, 2019)
	Celistvost mitochondriální membrány je řízena rodinou Bcl-2 proteinů. Tato skupina zahrnuje více než 20 strukturně příbuzných proteinů, které nesou jednu až čtyři homologní domény Bcl-2 (BH). Proteiny Bcl-2 jsou rozděleny do 3 různých podrodin na zák...
	Pro-apoptotické molekuly zvyšují permeabilizaci vnější mitochondriální membrány, což vede k uvolnění cytochromu C do cytosolu. Ten zde váže faktor Apaf-1 a iniciační prokaspázu-9 za vzniku apoptozomového komplexu. Hydrolýza ATP apoptozomem aktivuje k...
	Většina chemoterapeutických a cílených rakovinových terapií ničí nádorové buňky generováním signalizace smrti, která iniciuje vnitřní apoptotickou cestu programované buněčné smrti. Tento rozvoj apoptózy se liší od extracelulárních signálů, které jsou...
	Podle definice NCCD je vnitřní apoptóza proces RCD, ke kterému dochází v důsledku narušení vnitrobuněčného nebo extracelulárního prostředí, a který je charakterizovaný permeabilizací vnější mitochondriální membrány a vykonaný efektorovými kaspázami, ...
	2.1.2 Vnější cesta apoptózy
	Vnější cesta apoptózy začíná vazbou ligandu na jeden z několika receptorů smrti, které jsou členy nadrodiny TNF – tumor nekrotických faktorů. Navázání ligandu na receptor spouští oligomerizaci receptoru a nábor dalších proteinů obsahujících smrtelné ...
	Jednotlivé signální receptory sdílejí podobné extracelulární domény bohaté na cystein a mají cytoplazmatickou doménu asi 80 aminokyselin nazývanou "smrtelná doména" (DD). Tato smrtelná doména hraje klíčovou roli při přenosu signálu smrti z povrchu bu...
	Trimerizace receptoru má za následek nábor několika domén smrti, a nakonec nábor a aktivaci kaspázy-8 a kaspázy-10. Ty pak buď zahájí apoptózu přímo štěpením, a tím aktivací efektorových kaspáz-3,6 a 7, nebo aktivuje vnitřní apoptotickou cestu štěpen...
	Apoptóza je proces, při kterém buňky podléhají programované smrti a je protiváhou proliferace. Buněčná proliferace spolu s vnitřní a vnější cestou apoptózy jsou úzce spjaty z dobrého důvodu. Pokud buňka nedokáže iniciovat vnitřní cestu apoptózy v důs...
	Podle definice NCCD je vnější apoptóza varianta RCD iniciovaná poruchami extracelulárního mikroprostředí detekovanými receptory plazmatické membrány, propagovaná CASP8 a vykonána zejména efektorovou CASP3. (Galluzzi et al., 2018)
	2.2 Autofágově závislá buněčná smrt
	Autofágově závislá buněčná smrt (ADCD) je podprogram RCD, při kterém dochází k buněčnému zániku v důsledku autofagie. Autofagie je dynamický recyklační proces, který slouží pro odstraňování nefunkčních nebo zbytečných částí buňky. Za normálních okoln...
	Velmi často dochází k buněčné smrti jiným podprogramem než ADCD. Pokud buňka začne autofagicky odbourávat feritin, což je protein ukládající železo, dojde k uvolnění železa a oxidativnímu poškození, které vede k ferroptóze. Degradace proteinové tyros...
	Podle definice NCCD je autofágově závislá buněčná smrt podtypem RCD, která je závislá primárně na autofagickém aparátu, nebo jeho složkách. (Galluzzi et al., 2018)
	2.3 Pyroptóza
	Pyroptóza je vysoce zánětlivá forma RCD, která je spouštěna poruchami extracelulární nebo intracelulární homeostázy při infekci patogeny a je pravděpodobně součástí antimikrobiální a antivirové odpovědi. Také je součástí smrtelného septického šoku. P...
	Na molekulární úrovni je pyroptóza závislá na aktivaci jedné nebo více kaspáz, jako jsou CASP1, CASP3, CASP4, CASP5 a CASP11 v závislost na iniciačním mechanismu.
	Pyroptóza řízená CASP1, která patří mezi vrozené imunitní reakce, zamezuje šíření intercelulárních bakterií usmrcením hostitelské buňky a tvorbou tzv. “pore-inducted intracellular traps” (PITs), které zadrží stále živé bakterie v membráně mrtvé buňky...
	Při chronických patogenních onemocněních zánětlivá odezva neodstraní primární podnět, jak tomu je ve většině případů infekce nebo poranění, a proto následuje chronická forma zánětu, která přispívá k poškození tkáně.
	Podle definice NCCD je pyroptóza forma RCD, která kriticky závisí na tvorbě pórů v plazmatické membráně díky působení členů proteinů rodiny gasderminů, často v důsledku zánětlivé aktivace kaspáz. (Galluzzi et al., 2018)

	3 Kaspázy
	3.1 Obecný popis
	Kaspázy (Cystein ASparagové ProteÁZY) jsou rodinou proteázových enzymů, které hrají zásadní roli při programované buněčné smrti, imunitních reakcích a vývoji. Svůj název dostaly díky jejich funkci cysteinových proteáz. Při aktivaci cystein v jejich a...
	Najdeme je v cytosolu buňky a dělíme je do čtyř skupin podle jejich funkčních vlastností na iniciační kaspázy, zánětlivé kaspázy, efektorové kaspázy a ostatní. Jejich aktivace je zajištěna degradací buněčných částí kontrolovaným způsobem během apoptó...
	Kaspázy se skládají z malé a velké podjednotky a pro-domény. V buňce se vyskytují ve formě prokaspáz – proenzymů neboli zymogenů, které jsou nejprve aktivovány odstřižením pro-domény a jejich následnou dimerizací na svou biologicky aktivní formu, kte...
	K aktivaci efektorových kaspáz slouží například kinázy a aktivované iniciační kaspázy – ty štěpí, a tak aktivují efektorové kaspázy. Tímto způsobem dochází k zesílení a řetězení reakce, což je důležité pro jednoznačnost procesu a jeho rychlost. Finál...
	3.2 Role kaspáz v apoptóze
	Během vnitřní apoptotické cesty se následkem stresu uvolňuje cytochrom C z mitochondrií do cytosolu. Volný cytochrom C se váže na adaptorový protein APAF-1, který následně aktivuje kaspázu 9. Aktivovaná kaspáza 9 štěpí a aktivuje efektorovou kaspázu ...
	3.3 Patologie kaspáz
	Díky tomu, že jsou kaspázy silně provázené s buněčnou smrtí, účastní se kontroly buněčného cyklu. Pokud v buňce dojde k mutaci, která by mohla vést k neřízené proliferaci a buňka ji během buněčné kontroly objeví, spáchá řízeně apoptotickou smrt. Kasp...
	V případě hyperaktivace některých kaspáz, jako je CASP3, dochází k opaku a apoptóza probíhá i u jinak zdravých buněk. Toto chování se projevuje u části neurodegenerativních onemocnění, jako je Alzheimerova nebo Parkinsonova choroba. Jejich zvýšená ak...

	4 Kinázy
	4.1 Obecný popis
	Protein kinázy jsou klíčové regulátory buněčných pochodů. Jde o enzymy, které modifikují substrát adicí fosfátové skupiny procesem zvaným fosforylace. Z chemického hlediska je tak řadíme mezi fosfotransferázy. V buňce katalyzují přenos fosfátové skup...
	4.2 Dělení kináz
	Kinázy dělíme podle jejich aminokyselinového složení a charakteristických vlastností na skupiny, rodiny a podrodiny. Dělení odpovídá podobnosti jejich katalytické domény, přičemž se jejich podobnost zvyšuje od skupin k rodinám. V lidském těle rozlišu...
	4.2.1 Serin/threoninové kinázy
	Největší skupinou kináz jsou ty fosforylující jak serin, tak i threonin. Tyto aminokyseliny mají identické spojení OH skupiny na postranním řetězci, a proto se při fosforylaci nerozlišují. Fosforylovat lze ale pouze AMK substrátu, které jsou umístěné...
	Mezi tyto kinázy patří 6 skupin, které rozlišujeme podle jejich katalytických domén
	AGC
	Tato skupina je pojmenována po rodinách protein kinázách A, G a C (PKA, PKG a PKC). Kinázy této skupiny řadíme nejčastěji mezi intracelulární signalizační kinázy, které jsou modulovány cyklickými nukleotidy, fosfolipidy a vápníkem. Zástupci této rodi...
	CMGC
	Tato skupina je pojmenovaná po sadě rodin CDK, MAPK, GSK3 a CLK. Ty mají rozmanité funkce v řízení buněčného cyklu. Příkladem mohou být CDK – cyklin dependentní kinázy, které se účastní dělení, kontroly metabolických pochodů a dalších buněčných dějů....
	CAMK
	Skupina pojmenovaná po Ca2+/kalmodulin dependentní kinázy (CAMK). K jejich aktivaci dochází v návaznosti na zvýšení intracelulární koncentrace vápenatých iontů Ca2+ a kalmodulinu. Kinázy této skupiny se účastní buněčného cyklu, přeuspořádání buněčnéh...
	CK1
	Do počtu menší skupina kináz pojmenovaná po kasein kináze 1. Skupina se sekvenčně velmi liší od ostatních seronin/threoninových kináz. Jejich funkce spočívá v převodu signálů a ovlivňují cirkadiánní rytmy. (Cheong, & Virshup, 2011)
	STE
	Tato skupina má tři rodiny kináz (STE20, STE11 a STE7), které se navzájem aktivují a následně aktivují MAPK kinázy. STE7 rodina kináz přímo fosforyluje MAPK a je známá také jako MAPKK nebo MAP2K. STE11 fosforyluje STE7, a je známá jako MAPKKK nebo MA...
	TKL
	Tato skupina kináz se liší od ostatních serin/threoninových kináz a je sekvencí podobná spíše tyrosinovým kinázám. Funkčně fosforyluje serin/threoninové AMK. Jednotlivé rodiny v rámci skupiny se od sebe velmi liší, a mají proto široké spektrum působe...
	4.2.2 Tyrosinové kinázy
	Tyrosinové kinázy dělíme na dvě podskupiny, a to RTK – receptor-dependentní tyrosin kinázy a CTK – cytoplazmatické tyrosin kinázy. V lidském těle najdeme více než 90 různých tyrosinových kináz. Vývojově jsou mladší než serin/threoninové kinázy a nevy...
	Většina tyrosinových kináz má komplementární fosfatázu, která ji zbavuje fosfátové skupiny, a tím se deaktivuje. Stejně jakou u serin/threoninových kináz může docházek jejich poškození, čímž se mění jejich aktivita, a tím i funkce v buňce. (Radha & N...
	Příkladem rodiny receptor dependentních kináz jsou PVR – receptory růstového faktoru vaskulárního endotelu a destiček. Ty hrají roli v angiogenezi a růstu tkání. Příkladem receptor non-dependentní rodiny je TEC, která zprostředkovává přenos signálů z...
	V dnešní době jsou tyrosinové kinázy zkoumány hlavně pro svou možnosti ovlivnění průběhu mnoha nemocí. Funkci těchto kináz ovlivňuje řada bakterií a virů jako Sarkoma virus, papylomavirus a další, které jsou spojeny s vývojem rakoviny. (Schaller et a...
	4.2.3 Atypické kinázy
	Tato skupina zahrnuje jinak nezařazené kinázy, které nejsou sekvenčně podobné výše zmíněným skupinám. Podle některých kategorizací je řadíme zcela mimo super rodinu eukaryotických proteinkináz. Část atypických kináz dokáže fosforylovat všechny tři am...
	4.3 MAPK kinázy v regulaci apoptózy
	MAPK kinázy spadají do skupiny CMGC serin/threoninových kináz. Podílí se jak na pozitivní, tak na negativní regulaci buněčné smrti.
	Protože většina těchto kináz se v těle účastní regulace stimulované růstovými faktory, jsou tyto kinázy nazývány MAPK – mitogen aktivované protein kinázy. Všechny MAP kinázy mají velmi podobnou strukturu a biochemické vlastnosti. Obecným znakem je je...
	Aktivované MAPK zajišťují fosforylaci a aktivaci proteinových kináz aktivovaných MAPK (MAPKAPK), jako jsou proteiny rodin RSK, MSK nebo MNK a MK2/3/5. (Sakkiah & Cao & Gupta, & Lee, 2017)
	Aktivitu MAP kináz ovlivňují dva hlavní faktory, a to signály, které aktivují transmembránové receptory a proteiny s nimi spojené, a pak signály, které inaktivují fosfatázy omezující danou MAP kinázu. Takové signály zahrnují například oxidační stres....
	Díky množství rolí, které jednotlivé kinázy v buněčném metabolismu zastávají, je velmi obtížné rozklíčovat jednotlivé děje a přesně určit, co která kináza způsobuje a jaký je mezi nimi vzájemný vztah. Neustále se objevují nové poznatky, které mění ne...
	4.3.1 p38
	Rodina p38 je tvořena čtyřmi kinázami α, β, γ a δ, které jsou aktivovány řadou extracelulárních stresů a zánětlivých cytokinů. K jejich aktivací dochází díky mitogen aktivovaným protein kinázám kinázám 3, 4 a 6(MKK3/4/6). K aktivaci MKK3 a MKK6 dochá...
	Je patrné, že signální události probíhající v MAP3K jsou poměrně složité. Rozmanitost této MAP3K regulace poskytuje ale buňkám řadu mechanismů schopných reagovat na rozmanité podněty.
	Kináza p38 se podílí na regulaci HSP27, MAPKAPK-2 (MK2), MAPKAPK-3 (MK3) a několika transkripčních faktorů, včetně ATF-2, Stat1, komplexu Max / Myc, MEF-2, Elk-1 a nepřímo aktivaci CREB při aktivaci MSK1. (Cuadrado, & Nebreda, 2010)
	4.3.2 JNK
	C-Jun N-terminální kináza, jinak nazývaná také stresem aktivovaná protein kináza (SAPK), je kódována třemi geny (JNK1, JNK2 a JNK3), které jsou umístěny na třech různých chromozomech. JNK1 a JNK2 jsou syntetizovány ve všech tkáních, zatímco JNK3 je d...
	Tyto kinázy jsou aktivovány dvěma MAPKK – mitogen aktivovanými protein kinázami kinázami 4 a 7 (MKK4/7). MAP3K zahrnují kinázu Raf, kinázu-1 regulující apoptózový signál (ASK1), MAP3K 1/4 (MEKK1/4), smíšené liniové kinázy (MLK) a další MAP3K aktivují...
	MAP3K jsou aktivovány rodinou GTPáz Rho, rodinou malých signalizačních G proteinů, jako je například protein kontrolního buněčného dělení 42(CDC42), a členy rodin Rac, Ras a Ras.
	JNK v cytoplazmě aktivuje Bax protein. Následně se JNK přesouvá do jádra, kde může regulovat aktivitu více transkripčních faktorů, včetně c-Jun, ATF2, STAT3, p53 a další. (Vlahopoulos, & Zoumpourlis, 2004)
	4.3.3 ERK
	ERK 1/2 kinázy jsou aktivovány řadou receptorů účastnících se buněčného růstu a diferenciace. Těmito receptory mohou být receptor tyrosin kinázy (RTK), integriny, a iontové kanálky. Přesný průběh signální dráhy je závislý na typu podnětu. Aktivace ER...
	ERK signalizační cesty obvykle zahrnují sadu adaptorových proteinů (Shc, GRB2, Crk atd.), které spojují receptor s guaninovým nukleotidovým výměnným faktorem (SOS, C3G atd.) Tyto faktory přenášejí signál na GTPázy (Ras, Rap1), které dále aktivují kas...
	Kináze p90RSK v buňce inhibuje aktivitu BAD proteinů a DAPK1 kinázy, které hrají pro-apototickou roli. Dále zprostředkovává mitogenní a stresem indukovanou aktivaci transkripčních faktorů C/EBP, ETV1/ER, SRF a mnoha dalších, reguluje translaci fosfor...
	Hlavním údělem ERK signálních cest je regulace buněčné translace v návaznosti na působící stres a inhibice apoptózy. (De Luca, & Maiello, 2012)

	5 Role kináz při onemocněních
	Díky své všudypřítomné roli MAPK řízené signální dráhy ovlivňují naprostou většinu dějů spojených s proliferací, diferenciací nebo apoptickou smrtí buňky (Peti, & Page, 2013). Patologické stavy těchto kináz jsou příčinou rozvoje mnoha onemocnění, vče...
	5.1 Alzheimerova choroba
	Alzheimerova choroba (AD) je nejrozšířenější progresivní neurodegenerativní onemocnění u člověka. Dochází při ní k dysfunkci paměti a kognitivní poruše. Hlavním rysem progrese Alzheimerovy choroby (AD) je tvorba senilních plaků tvořených amyloidem β ...
	Bylo zjištěno, že asi 5 % jedinců s familiární formou AD má mutace v genech pro amyloidní prekurzorový protein (APP). APP je integrální membránový protein typu I, který je postupně štěpen α, β a γ sekrečními enzymy. Samotný oxidační stres je klíčovým...
	Jedním z léčebných targetů je inhibice kinázy p38. Její inhibice promocí proteinu CNI-1493 měla za následek snížení již přítomných senilních plaků na mozku a zároveň omezila produkci dalších Aβ indukovaných proteinů. (Bach, & Mengel, 2011)
	5.2 Parkinsonova choroba
	Toto onemocnění je druhou nejčastější neurodegenerativní poruchou a postihuje až 5 % jedinců starších 85 let. Nemoc je charakterizována klinickými příznaky klidového třesu, rigiditou a redukcí rychlosti pohybu. Fyzické příznaky Parkinsonovy nemoci js...
	Podle výzkumů provedených na myších kinázy JNK, ERK a p38 přispívají různými způsoby k dopaminogení degeneraci charakteristické pro Parkinsonovu chorobu. (Goedert, 2001)
	Mutace genu Parkin, který je nejčastěji mutující gen při PD, způsobí jeho nefunkčnost. To vede k degradaci neuronů díky hyperaktivaci JNK kináz a zvýšené apoptóze.
	Hlavní proteinové kinázy spojené se zvýšeným rizikem nemoci jsou domnělá putativní kináza 1 indukovaná PTEN a opakovaná kináza 2 bohatá na leucin (LRRK2), PINK1 a LRRK2. Tyto kinázy jsou regulovány jejich proteinovými kinázami B (AKT) a JNK signální ...
	5.3 Rakovina
	Neomezená buněčná proliferace, diferenciace a absence apoptózy je jedním z charakteristických znaků nádorů. Kinázy díky své roli v buněčné regulaci zastávají neméně podstatnou roli během tvorby a vývoje nádorů v lidském organismu. Deregulace kinázové...
	Existuje řada procesů, kterými se kinázy podílí na rakovině – chybně regulovaná exprese ať už přímá, upstreamová nebo downstreamová, aberantní fosforylace, mutace, chromozomální translokace a epigenetická regulace.
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