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Anotace

Tato bakalarska prace je vénovana popisu role kaspdz v procesech bunécné
smrti. V prvni ¢asti prace jsou charakterizovany kaspazy, vcetné jejich struktury
arozdeleni. Dale je popsana jejich klasifikace, a také je vysvétlen mechanizmus jejich
aktivace. Hlavni Cast prace pojednava o roli kaspaz v procesu programované bunécné
smrti apoptdzy a Vv procesu nekrotické bunééné smrti. V praci je také popsana tiloha
vybranych kaspaz ve fyziologickych i patologickych procesech, jakymi mohou byt
zanét nebo hojeni ran. Dale je uveden mozny vliv inhibice kaspaz na fyziologické
procesy Vv organizmu. Popsano je i to, jakou ulohu hraji kaspazy u pyroptozy
a u nekterych dalSich typl bunécné smrti, vCetné aktivace na kaspazach nezavislé

bunééné smrti.
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Annotation

This bachelor thesis is dedicated to the description of the role of caspases
in processes of the cell death. In the first part of the thesis caspases are characterized
including their structure. The next part of the thesis describes the classification
of caspases and also explains the mechanism of their activation. The main part
of the thesis deals with the role of caspases in the process of programmed cell death
called apoptosis and in the process of necrotic cell death. This bachelor thesis also
describes the role of selected caspases in physiological and pathological processes such
as inflammation or wound healing. Further, the possible effect of caspases inhibition
on physiological processes in the organism is discussed. There is also described the role
of caspases in pyroptosis and the caspases role in other types of cell death including

activation of caspase-independent cell death.
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Uvod

Kaspazy jsou dulezité enzymy, které se podileji na fizeni zanétu a nékterych
typlt bunééné smrti. Jednotlivé kaspazy je mozno klasifikovat do nékolika skupin podle
toho, jakych d&ji se v organizmu ucastni nebo dle struktury jejich prodomény.
Aby mohly byt kaspazy u¢inné, musi byt aktivovany. Aktivace mize probihat dvéma
zpusoby, prvni zpisob je vyvolany smrticim signalem, nebo smrticim receptorem,
druhy zplisob mize byt zprostiedkovan mitochondriemi  nebo  stresem
endoplazmatického retikula.

Apoptoza je fyziologicky proces, ktery je dilezity pro udrZzeni homeostazy,
ve kterém maji kaspazy nezastupitelnou roli. Kaspazy maji rovnéz dulezitou ulohu
pii zanétu, v procesech starnuti, pfi hojeni ran nebo pii tvorbé nadorti a vzniku
nékterych onemocnéni. K piechodu od apoptoézy k nekrdze, tedy trvalému poSkozeni
bunck Skodlivymi podnéty, miize dochazet pfi inhibici aktivity kaspazy, stejné tak jako
nedostateCna exprese muze vést k programované nekroze. Kaspazy se dale ucastni
zanétlivé formy bunécné smrti neboli pyroptdzy a ovliviiuji autofagii, kterd muize byt
také oznacovana jako bunééné ,,samonatraveni®.

Kaspazy, vsak v n¢kterych pfipadech nejsou nepostradatelné pro proces bunééné
smrti. V takovych situacich se tedy jedna o aktivaci na kaspazach nezavislé bun&éné

smrti. Pfikladem na kaspazach nezavislého typu bunééné smrti je Parthanatos.
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1. Kaspazy

Kaspazy jsou enzymy, které patii do skupiny asparat-specifickych cysteinovych
proteaz. Odtud pochazi i nazev kaspaza resp. z angl. caspases - cytosolic aspartate
specific cystein proteases. Kaspazy jsou syntetizovany jako inaktivni prekurzory
enzymul, neboli zymogeny, které mohou byt aktivovany vazbou na apoptoticky
aktivacni faktor-1 (APAF-1) nebo proteolytickym $tépenim jinou kaspazou. Tento
proces je oznacovan jako autoaktivace (Fickova and Nagy, 2007). Zymogeny obsahuji
N-koncovy peptid neboli prodoménu, spole¢né s jednou velkou podjednotkou (p20)
0 velikosti 20 kDa a jednou malou podjednotkou (p10) o pfiblizné velikosti 10 kDa
(Thornberry and Lazebnik, 1998). Kaspazy se podileji na fizeni zanétu a buné¢né smrti,
oznacované jako apoptoza. Aktivace kaspaz vede k produkci aktivnich cytokint
podporujicich zanét a k podpote vrozené imunitni odpovédi na rizné vnitini 1 vnéjsi
podnéty. Porucha regulace kaspéz je zdkladem fady onemocnéni véetné rakoviny. Dale
ma také spojitost se zanctlivymi onemocnénimi a s onemocnénimi, jako je diabetes,
dna, periodicky syndrom spojeny s kryopyrinem, Kawasakiho onemocnéni,
autoimunitni lymfoproliferativni syndrom, Alzheimerova choroba a dal$i onemocnéni.
V ptipad¢ lepsiho pochopeni toho, jak tyto enzymy funguji a jak je lze regulovat,
by mohlo dojit k zefektivnéni 1écby vySe zminénych onemocnéni (Mcllwain et al.,

2013).

1.1 Rozdéleni kaspaz

Celkem bylo identifikovano 14 kaspaz. Kaspazy jsou klasifikovany do nékolika
skupin a to z nékolika pohled. Prvni zptisob jejich déleni je podle toho, ¢eho se
V organizmu Ucastni. Z tohoto pohledu rozliSujeme dv¢ hlavni skupiny. Prvni skupinu
tvoti kaspazy podilejici se na apoptoze, tam patii kaspazy-3, -6, -7, -8 a -9 u savci, ty
kaspazy-8 a -9 a exekutorové: kaspazy-3, -6 a -7. Druhou skupinu tvoii kaspazy
ucastnici se zanétu, tam fadime kaspazy-1, -4, -5, -12 u lidi a kaspéazy-1, -11, -12 u mysi
(obr. 1). Funkce kaspazy-2, -10 a -14 nejsou tak snadno kategorizovany (Mcllwain
et al., 2013). Dalsi déleni kaspaz je zalozeno na struktuie prodomény. Z tohoto pohledu

.....

.....
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radime kaspazy-2, -8, -9, -10. Kaspazy s kratkou prodoménou, obsahujici 20 az 30
aminokyselin, se nazyvaji efektorové kaspazy: kaspazy-3, -6, -7. Dlouhé prodomény
prokaspaz obsahuji strukturalni motivy, které patii k tzv. nadfazené doméné smrti
(Martinon et al., 2001; Weber and Vincenz, 2001). Smrtici domény obsahuji 80 az 100
aminokyselin a podileji se na transdukci apoptotického signalu. Do této nadfazené
domény patii smrtici doména (DD), smrtici efektorovd doména (DED) a kaspazova

aktiva¢ni doména (CARD) (Fesik, 2000).
H Mala podjednotka
E Velka podiednotka
Apoptoza O CARD
L DED

Iniciaéni Exekutorove Zanétlivé

i
L

1L
1 1
1L

11
11
11
11

Kaspdza 6

Kaspaza 7

Kaspaza 14 000

Kaspiza 8 |

Kaspéza 10 |
Kaspdza 9 |
Kaspéza 2
Kaspéral |
Kaspdza4 |
Kaspéza 5

Kaspdza 12-V ¢
Kaspaza 12-M [/

Obrazek €. 1: Struktura domén lidskych kaspaz,
Doména pro ziskavani kaspazy - CARD, Smrtici efektorova doména — DED

(Ptevzato a upraveno z: Mcllwain et al., 2013).

1.2 Struktura kaspdz
Kaspazové zymogeny jsou jednofetézcové proteiny s N-koncovymi
prodoménami piechdzejicimi v konzervované katalytické domény. Vyskytuji se jako

monomery nebo dimery, coz je rozhodujici vlastnost definujici jejich aktivacni
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mechanizmy. Béhem aktivace a dozravani je katalytickd doména St€pena na velkou
podjednotku « a malou podjednotku g, které spolu vzajemné uzce interaguji (obr. 2).
V aktivni formé jsou kaspazy dimery se symetrickou katalytickou doménou aff’a’
s dvéma aktivnimi misty v molekule (Denault et al., 2006). Velka podjednotka obsahuje
katalytické zbytky cysteinu a histidinu, zatimco mald podjednotka dodava nékolik
zbytkll tvoficich drazku pro vazbu substratu. Nestrukturované oblasti spojujici
prodomény a katalytické domény nebo oblasti spojujici dvé podjednotky jsou casto

objektem (auto)proteolyzy béhem dozravani (Pop and Salvesen, 2009).

Mal4 podjednotka

Aktivni misto a

ieho inhibitor Velki podjednotka

Obrazek €. 2: Struktura kaspazy,

(Ptevzato a upraveno z: Julien and Wells, 2017).

1.3 Aktivace kaspaz
Obecné existuji dva zpusoby, kterymi mohou byt kaspazy aktivovany. Prvni
zpusob je indukovany smrticim signdlem nebo zprostiedkovany smrticim receptorem.
Druhy zpisob je vyvolany stresem nebo zprostiedkovan mitochondriemi (Fan, et al.,
2005).
Aktivace zprostiedkovana smrticim receptorem se tyka kaspazy-8 a -10.
Signalizace bunécné smrti prostfednictvim Fas ligandu (FasL) a faktoru-2 nadorové

nekrozy (TNF-2), jsou specificky rozpozndvany odpovidajicimi smrticimi receptory
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jako je membranovy protein CD98 (Fas) nebo receptory pro nddorovy nekroticky faktor
(TNFR-1), které se nachazeji v plazmatické membrané. Po navazani dochazi k aktivaci
smrticich receptorii. Fas mize byt navazan na Fas asociovany protein s doménou smrti
(FADD) a zptsobovat agregaci a odhaleni DED. Tyto odhalené DED poté¢ interagu;ji
s DED v prodoméné prokaspazy-8, coz vyvola oligomeraci kaspazy-8 lokalizované
na cytosolové stran¢ plazmatické membrany. Poté vznikne masivni komplex znamy
jako smrt indukujici signdlni komplex (DISC). Nasledn¢ dochazi k autoaktivaci
prokaspazy-8 na kaspazu-8. Aktivace prokaspazy-2 probiha taktéz pomoci smrticiho
receptoru. Dochazi k vazbé smrticich signali na odpovidajici smrtici receptory
na plazmatické membrang, ¢imz dochazi k jejich aktivaci. Nasledné dochazi k aktivaci
prokaspazy-2 na kaspazu-2 (Fan et al., 2005).

Aktivace zprostfedkovand mitochondriemi se tyka kaspdzy-8 a -9. Kazda
ztéchto cest aktivace je mirn€ odlisnd. Kromé vytvofeni komplexu DISC
po autoaktivaci, muze byt aktivovana prokaspaza-8 jesté cestou zavislou
na cytochromu c. Poté co je cytochrom ¢ uvolnén z mitochondrii do cytosolu, je
kaspaza-6, kterd se nachazi v cytosolu, schopna aktivovat prokaspazu-8. Pii této
aktivaci nedochazi k interakci s FADD ani k tvorbé komplexu DISC (Cowling et al.,
2002).

Pfi bunéfném stresu, naptf. pii poSkozeni DNA, dochazi k aktivaci
proaptotickych proteinti v cytosolu a dojde k otevieni permeabilnich pfechodnych poru
mitochondrii. V disledku toho se do cytosolu uvolni cytochrom c¢ lokalizovany
vV mitochondriich. S ptitomnosti deoxyadenosintrifosfatu (dATP)
nebo adenosintrifosfatu  (ATP) oligomeruje APAF-1. Spoleéné s cytosolickou
prokaspazou-9, dATP a cytochromem c, mlZe vést oligomerizovany komplex APAF-1
K tvorbé masivniho komplexu ozna¢ovaného jako apoptozom. Po jeho vytvoreni muze
dojit k aktivaci prokaspazy-9. Aktivovana kaspaza-9 muze aktivovat prokaspazu-3
a prokaspazu-7. Aktivovand kaspaza-3 miize aktivovat prokaspazu-9 a tim se vytvaii

pozitivni zpétna aktivace (Arnoult et al., 2003; Fan et al., 2001).
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2. Apoptoza

Apoptéza, nebo také programovand bunéénd smrt predstavuje aktivaci
U apoptotickych bunék dochazi k cytoplazmatické a jaderné kondenzaci, poskozeni
DNA, tvorbu apoptotickych télisek, udrzeni celistvé bunééné membrany a vystaveni
povrchovych molekul (obr. 3) (Fink and Cookson, 2005). Apoptoza je zakladnim
fyziologickym procesem, ktery hraje zdsadni roli ve vyvoji a udrzovani tkanové
homeostazy. Proces programované bunééné smrti neni, na rozdil od nekrozy,
doprovazen vznikem zéanétlivé reakce. Pribéh apoptozy je regulovan sérii signdlnich
kaskad. Kaspazovy kaskadovity systém hraje zasadni roli v indukci, transdukci
a amplifikaci intracelularnich apoptotickych signala (Fan et al., 2001).

Apoptoza je povazovana za zivotné dilezitou soucast riznych procest, véetné
fyziologické obmény bunék, spravného rozvoje a fungovani imunitniho systému, atrofie
zavislé na hormonech, embryonalniho vyvoje a chemicky indukované bunééné smrti.
Apoptdza, kterd probihd v piilis velkém nebo naopak malém rozsahu mize vypovidat
o mnoha lidskych stavech, vetné neurodegenerativnich onemocnéni, ischemického
poskozeni, autoimunitnich poruch a mnoha druhi rakoviny. Schopnost modulace
bunécné smrti ma velky terapeuticky potencial, i proto se vyzkum i nadédle zamétuje
na objasnéni a analyzu procesti bunééného cyklu a ptidruzenych signalnich cest. Ackoli
mnoho klicovych apoptotickych proteinti bylo identifikovano, molekularni mechanizmy

pusobeni nebo necinnosti téchto proteint zlstavaji stale neobjasnény (Elmore, 2007).
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(Ptevzato a upraveno z: Fink and Cookson, 2005).

2.1 Kaspaza-1
Kaspéaza-1 patii mezi kaspazy, které se nejcastéji UcCastni zdnétu. OvSem jeji
zvySend aktivita mize zpusobit i neapoptoticky typ programované bunééné smrti, ktera
se nazyva pyroptoza (Fink and Cookson, 2006). Mysi, které maji poSkozenou kaspazu-1
vykazuji zvySenou tvorbu nadort kolorektalniho karcinomu. V tomto ptipad¢ neni

mechanizmem tvorby nadoru regulace zanétu, ale spiSe zvySena proliferace stievnich
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epitelidlnich bun¢k v pocateCnim stadiu vzniku nddoru a snizend apoptodza
U pokroc¢ilého stadia nadoru (Hu et al., 2010).

Mysi, s poskozenou kaspdzou-1, vSak mohou mit mutaci 1 v kaspaze-11.
Pti zachovani aktivity kaspazy-11 prostiednictvim transgenni exprese umélého
bakterialniho chromozomu, se soucasné poskozenou kaspazou-1, dojde k zanétlivé
reakci. Tudiz kaspédza-11, spiSe nez kaspaza-1, je kaspazou, kterd je zodpoveédna

za zanét (Kayagaki et al., 2011).

2.2 Dvoji role kaspazy-8

Kaspaza-8 hraje dulezitou roli pfi aktivaci zprostiedkované smrticim receptorem
neboli vnéjsi draze apoptdzy. Vaze se s FADD a vytvaii DISC. Je zajimavé, Ze u mysi
pii odstranéni kaspazy-8, FADD, nebo FLICE inhibi¢niho proteinu (FLIP) regulujiciho
DISC, dochazi ke smrti embryi zpisobené riiznymi vadami. Nékteré z téchto defektt
vypadaji, jako kdyby byly pfibuzné apoptoze. Piikladem je vada vyvoje svali
sluchového tstroji pii absenci kaspazy-8 (Varfolomeev et al., 1998), porucha vyvoje
sluchu pii absenci FLIP a dalsi vady (Yeh et al., 2000). Nicméné tkanové specifické
delece kaspazy-8 odhalily nové funkce této kaspazy, které se zdaji byt s apoptdzou
nesouvisejici. Funkce kaspazy-8 je rovnéz dulezitd pro homeostazu T-bunék (Salmena
et al., 2003) a pti zanétu ktize a hojeni ran (Kovalenko et al., 2009; Lee et al., 2009; Li
et al., 2010). Ovsem n¢které z vad, které vedou k imrti embryi, spojenych se ztratou
kaspazy-8, nejsou ndsledkem naruseni apoptozy, ale spiSe defektnim potlacenim
receptorové interakce serin-threonin-kinazy 3 (RIPK3) zavislé na nekroze. Zda se tedy,
ze kaspaza-8 ma dvoji roli, a to podilet se na aktivaci apoptozy a potlacovat nekrozu

(Kaiser et al., 2011; Oberst et al., 2011; Zhang et al., 2011).

2.3 Kaspaza-10
Mitochondrialni proteiny funguji jako jedny ze zékladnich reguldtort apoptozy.
Mitochondrialni adenylatkindza 2 (AK2) zprostfedkovavd mitochondridlni apoptdzu
vytvofenim komplexu AK2-FADD-kaspaza-10 (AFAC10). Béhem apoptozy se AK2
translokuje do cytoplazmy, zatimco je tento proces inhibovan v buitkkich APAF-1
vlivem proteinu B-bunééného lymfomu 2 (Bcl-2) a velkého proteinu B-bunééného
lymfomu (Bcl-XL), které patii k antiapoptotickym proteinim. Pfidanim vycisténého

AK2 proteinu do bunéénych extraktl, dojde nejdiive k vyvolani aktivace kaspazy-10
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prostfednictvim FADD a nasledné k aktivaci kaspazy-3, ovsem bez ovlivnéni kaspazy-
8. Komplexy AFACI10 jsou detekovany v bunkéach, které podléhaji vnitini cesté
bunécné smrti a AK2 podporuje spojeni kaspazy-10 s FADD. Studie naznacuji, ze AK2
pusobici spolecné¢ s FADD a kaspazou-10, zprostiedkovava novou vlastni apoptotickou

drahu, ktera se mtze podilet na tvorbé nadoru (Lee et al., 2007).

2.4 Kaspaza-12 a jeji spojitost s apoptozou vyvolanou stresem

endoplazmatického retikula

Kaspaza-12  je  lokalizovana v endoplazmatickém  retikulu  (ER)
a zprostiedkovava apoptozu pod stresem ER. To hraje klicovou roli pfi mnoha
onemocnénich nervového systému, jako je napiiklad Alzheimerova choroba. Stres ER
je hlavné vyvolan akumulaci bilkovin, pfedevS§im nesbalenych nebo neupravenych,
Vlumen ER a/nebo nerovnovdhou homeostazy vépenatych iontli. Pravé syntéza
a skladani proteini a uvoliiovani vapenatych iontt patii mezi hlavni funkce ER (Fan,
et al., 2005).

U né&kterych bunécnych typl bylo dokazéano, Ze stres ER muze vést k apoptoze
do niz je zapojena kaspaza-12. V apoptdze zprostiedkované napiiklad tunicamycinem
se zpracovava prokaspaza-12 na svém N-konci, coz je nezbytné nejen k translokaci
aktivni kaspazy-12 do jadra, ale také k vyvolani buné¢né apopt6zy. Pii stresu ER miize
byt aktivace prokaspazy-12 indukovana jinymi kaspazami. Induktory stresu mohou vést
k translokaci kaspazy-7, lokalizované v cytosolu, na povrch ER. Kaspaza-7 aktivuje
prokaspazu-12, tim Ze rozd€li svou prodoménu. Tento zplisob aktivace miize byt pouZit
pii prodlouzenych apoptézach vyvolanych stresem ER (Rao, et al., 2001). Funkce
mitochondrii se vtomto typu apoptézy ruzné lisi. Prokaspaza-12 je specificky
aktivovana jako induk¢ni kaspdza pii apoptoze spousténé stresem ER U myoblastické
bunééné linie C2CI12. Aktivovana kaspaza-12 poté aktivuje prokaspazu-9
Vv cytosolickych extraktech. Aktivovana kaspaza-9 dale aktivuje prokaspazu-3, -6 a -7.
V téchto noveé objevenych kaspazovych cestach nebylo zjisténo, ze by se z mitochondrii
uvolnoval cytochrom c, coZ zna¢i, Ze cytochrom c neni zapojen do aktivace prokaspazy-

9. Prokaspaza-9 je tedy substratem kaspazy-12 (Morishima, et al., 2002).
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2.5 Spojitost kaspaz a apoptozy s procesy starnuti

Aktivace kaspazy nastavd béhem procesu starnuti, coz obvykle byva
doprovazeno poklesem tolerance napéti a funkéni sily. Tato zvySend aktivita kaspazy
zrychluje starnuti akutnim zanétem. ZvySena aktivita kaspaz ma také za nasledek
odstranéni kmenovych bunék, zatimco u onemocnéni jako je ischemie, zpusobuje ztratu
vysoce diferencovanych bunék, napiiklad neuroni a kardiomyocytd, coz se ¢asto mize
tykat kaspazy-9. Tim dochézi k funk¢énimu poklesu a redukci regeneracni schopnosti.
Pokles apoptéozy muze vSak také urychlit proces starnuti, Dochdzi totiz k zabranéni
odstranovani poskozenych a starych bunék, zvyseni genetické nestability a oxida¢niho

stresu vlivem reaktivnich forem kysliku (ROS) (obr. 4) (Shalini et al., 2015).

Starnuti

1

SniZend odezva na stres
Fyziologicky a metabolicky pokles

Alkutni zinét > Zvyieni ROS

Ztrdta progenitorové kmenové Geneticki nestabilita

buiiky
Ztrdta diferencovanych post- Hromadéni poskozenych
mitotickych bunék bunék

Aktivovana kaspadza Inhibovana kaspadza

Obrazek €. 4: Procesy vedouci k bunéénému starnuti.
Reaktivni formy kysliku - ROS

(Ptevzato a upraveno z: Shalini et al., 2015).

Starnuti je popisovano jako proces, pii kterém dochazi k progresivnimu poklesu
funkce jednotlivych organa nebo i celého organizmu, a ktery je z velké ¢asti zpiisoben
hromadénim poSkozenych bunék. Od té¢ doby, co byly kaspazy objeveny a apoptdza
byla popsana jako slozity mechanizmus procesu bunécné smrti, je apoptéza spojovana

S procesem starnuti organizmu.
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Apoptdza je zapojena do procesu starnuti dvéma zpisoby. Prvni zpiisob spociva
V odstranéni nezadoucich bunék nebo bunék s porusenou funkci z mnohobunééného
organizmu, ¢imz dochézi k udrzovani normalni rovnovahy celého organizmu. Druhy
zpusob je zaloZen na odstranéni funkéné vyznamnych postmitotickych bun¢k, jako jsou
neurony nebo kardiomyocyty. Tim vSak muze dojit k urychleni patologickych zmén
souvisejicich s fadou onemocnéni spojenych s procesem starnuti (Shalini et al., 2015).

Zvyseni oxidacniho stresu a nizky stupeil zanétu jsou charakteristické pro proces
starnuti, spojeného s aktivitou kaspazy-1 (Salminen et al., 2012). V jinych studiich bylo
pozorovano, ze po aplikaci inhibitoru kaspazy-1 do mozkové komory potkanti dojde
ke zlepSeni jejich paméti. Ze zavéru studie tedy vyplyva, ze inhibice kaspazy-1 muze
zpomalit patologické stavy spojené s procesem starnuti (Gemma et al., 2005). Ztrata
svalové hmoty souvisejici s vékem, nazyvana jako sarkopenie, je spojena se sniZenou
diferenciaci kmenovych bunék, které jsou také oznacovany jako satelitni buiiky (SC),
do myofibril. Ve studii, ktera se zabyvala porovnanim aktivity kaspaz u mladych
a starSich jedincl,, byla pozorovana zvySend rychlost apoptézy a zvySena aktivita
kapazy-2, -6, -7 a -9, a to u starSich SC, coZ svéd¢i o zvySené nachylnosti lidskych SC
starSich jedinct K podstupovani apoptdézy. Tim dochazi ke snizovani bunéénych
populaci kmenovych bun€k, coz ma za nasledek zvySenou ztratu nebo az poskozeni

svalové hmoty (Fulle et al., 2013).

2.6 Role kaspaz pri tvorbé nadorti

Kaspazy mohou byt aktivovany v nadorech riiznymi cestami. Napiiklad béhem
ristu nadoru dochédzi ke spouSténi apoptézy v malignich bunkéach, pficemz cilem
je potlaceni rustu nadoru a snaha zastavit onkogenni bujeni (Menéndez et al., 2010).
Terapie na lécbu rakoviny jsou Casto vyvijeny tak, aby vyvolavaly bunéfnou smrt
nadorovych bun¢k, proto mize byt aktivace kaspazy povazovéna za zadouci vysledek.
V poslednich letech byla odhalena neocekavana negativni vlastnost kaspaz, a to, ze by
mohly byt zapojeny do podpory vzniku nddorti. Vysoka hladina aktivity kaspazy
v nadorovych buiikach byla spojena se Spatnou progndzou u pacient trpicich rakovinou
(Jdger et al., 2010). Kaspazy podilejici se na apoptéze fidi nejen proliferaci nadort
a deleni bun€k, ale ovliviiuji 1 maligni zmény, jako je napiiklad tvorba metastaz,
angiogeneze, koordinovany rust a akumulace nadorové asociovanych makrofagt (Ford

etal., 2015).
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Kaspazou vyvoland mitogenni signalizace pifi tvorbé nadorG naznacuje
souvislost s hojenim a regeneraci ran. Nadory jsou definovany jako rany, které se nikdy
nehoji (Dvorak, 2015). Tento poznatek se tyka podobnosti ran a nadord, jako je
vaskularni a stromalni modifikace, zanéty a angiogeneze. Kaspazou zprostiecdkovana
tvorba mitogennich signall, kterd je vyhodna pro stimulaci regeneracnich procesu,
muze byt inhibovana nadory za tvorby onkogenniho rastu. Proto je zajimavé, ze n¢které
tkan€, které maji prospéch z apoptotické signalizace pro regeneraci, jsou vice nachylné
na rust nadoru vyvolaného kaspazou (Patel et al., 2015). Rust nadoru muze byt fizen
I signalem, ktery je zprostiedkovan kaspazou z okolnich bunék. Tyto buiiky mohou byt
jiného bunécného typu, nez je samotny nador. Napiiklad umirajici endotelové bunky
mohou podporovat proliferaci bunéénych linii gliomu. Tento uc€inek je zprosttedkovan

kaspazou-3 (Mao et al., 2013).
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3. Nekroza

Nekroza je typem bunééné smrti vyplyvajicim z poruch prostiedi. Casto je
doprovazena nekontrolovatelnym uvoliiovanim bunécného obsahu, ¢imz dochazi
k vyvolani zanétlivé reakce v misté, kde nekroticka bunéfna smrt probéhla (Fink
and Cookson, 2005) (obr. 5). Jedna se o nevratné poSkozeni bunék v dusledku styku se
skodlivymi podnéty, které vedou téméf vzdy ke smrti bundk (obr.3). Skodlivymi
podnéty mohou byt bakterie, viry, plisn€, paraziti, hypoxie nebo extrémni podminky
jako je teplo, ¢i rizné druhy zafeni vetné ultrafialového. Bunky podstupujici nekrozu
vykazuji dva hlavni typy mikroskopického nebo makroskopického vzhledu. Prvnim
typem je ,tekutd nekréza“, ktera je také nazyvana jako kolikvac¢ni. Pro tu je
charakteristické ¢astecné nebo uplné rozpousténi mrtvé tkané a transformace
na kapalnou viskézni hmotu, coz je déno aktivitou hydrolytickych enzymu, které
zpusobuji rozpouSténi bunéénych organel. Enzymy zodpovédné za zkapaliiovani
pochazeji z bakterialnich hydrolytickych enzymt nebo z lysozomalnich hydrolytickych
enzymu. Pfi kolikvacni nekroze také dochéazi ke ztrat€¢ bunécného profilu. Druhym
hlavnim typem je koagulaéni nekrdza, pro kterou je typické, ze si zachovava normalni
architekturu nekrotické tkané i nékolik dni po smrti bun¢k (Adigun and Bhimji, 2017).

Nekteré studie naznacuji, ze 1 vyskyt nekrdzy je ptisné regulovan. Nekroza muize
zahrnovat i procesy jako je mitochondrialni dysfunkce, zvySena tvorba reaktivnich
kyslikovych slou€enin, deplece ATP, proteolyza kalpainli a katepsinli a rand ruptura
plazmatické membrany. Kromé toho inhibice specifickych proteinti podilejicich se
na regulaci apoptdzy nebo autofagie miize zmeénit typ bunécné smrti pravé na nekrdzu.
Nekroticka bunécna smrt je ¢asto asociovana s ischemii, traumaty a nékterymi formami

neurodegenerativnich onemocnéni (Golstein and Kroemer, 2007).
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Obrazek €. 5: Vyvolani zanétu vlivem regulované bunécné smrti,

LB

Receptor rozpoznavajici vzor - PRR, Faktor nadorové nekrozy - TNF, Receptor
pro nekroticky nadorovy faktor - TNFR
(Ptrevzato a upraveno z: Pasparakis and Vandenabeele, 2015).

3.1 Role kaspaz pri nekroze

Inhibice aktivity kaspazy vyvolava ptechod od apoptdzy k nekrdze. Inhibitory
apoptozy zcela zabranuji spontdnni apoptdze a inhibuji peptidazovou aktivitu lidského
apoptotického proteinu CPP32/kaspaza-3 vykazovanou apoptotickymi buiikami.
Potlaceni apoptdzy vSak neni spojeno s dlouhodobym zvySenim piezivani bunék,
ale naopak S pfechodem od apoptotické smrti k nekrotické form¢ smrti, coZz naznacuje,

Buiiky mysiho fibrosarkomu L929 oSetfené faktorem nddorové nekrézy (TNF)
podléhaji rychle nekréze v disledku nadmérné tvorby reaktivnich kyslikovych
meziprodukti. Kdyz byl modifikator A cytokinové odpovédi (CrmA), cozZ je inhibitor
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virového piivodu kaspazového typu, nadmérné exprimovan v bunikach fibrosarkomu,
tak se stal 1000krat citlivéj$i na bunéfnou smrt zprosttedkovanou TNF. ZvySena
citlivost TNF, byla pozorovédna, pokud byly buiky pfedbézné oSetieny inhibitorem
kaspazy-1 nebo kaspazy-3. Dva Sirokospektré inhibitory tvorily navic bunky citlivejsi.
Ptitomnost jednoho z inhibitort také vedla k rychlejsimu zvySeni produkce kyslikovych
radikalti zprostiedkovanych TNF. Tyto vysledky naznacuji zapojeni kaspaz do ochrany
pfed TNF- indukovanou tvorbou kyslikovych radikalti a nekrézou (Vercammen et al.,
1998).
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4. DalSi formy bunécné smrti

Regulovand, programovana bunééna smrt je zasadni pro vSechny mnohobunécéné
organizmy. Nejlépe prostudovanou formou programované bunééné smrti je apoptdza
(Tait et al., 2014), ktera byla popsana jiz v piedchozich kapitolach, stejné tak jako
nekroza (Adigun and Bhimji, 2017). V poslednich letech bylo objeveno, Ze existuji
I jiné, neapoptotické formy bunééné smrti, jako je pyroptoza a nekroptdza. Tyto
neapoptotické zpisoby bunécné smrti mohou byt spuStény nezdvisle na apoptdze
nebo pokud by apoptéza sclhala. Dale byly objeveny dalsi, atypické formy bunééné
smrti, mezi které patii autofagie a autofagickd bunécnd smrt, bunénd smrt nezavisla
na kaspazach (Tait et al., 2014), onkoza, mitoticka Kkatastrofa, entoza, anoikis,
excitotoxicita, paraptoza, pyronekroza, kornifikace a Wallerianskd degenerace

(Kroemer et al., 2009).

4.1 Pyroptoza

Pyroptéza je prozanétlivd forma regulované bunécné smrti, kterd se spoléha
na enzymatickou aktivitu zanétlivych protedz, které patii do aspartat-specifickych
cysteinovych proteaz, jsou tedy fazeny mezi kaspazy. Termin pyroptoza, byl poprvé
pouzit v roce 2001, a je odvozen z feckého slova pyroptosis, pricemz koten slova pyro-,
se vztahuje K horecce nebo ohni, a koncovka —ptosis, oznacuje pad. Celé oznaceni tak
vystihuje zanétlivou povahu této formy bunééné smrti (Vande Walle and Lamkanfi,
2016), ktera je dana aktivaci kaspazy-1. Kaspaza-1 byla vSak pivodné objevena jako
interleukin-1 beta- konvertujici enzym a v ramci tzv. inflamazému vede k uvolinovani
prozanétlivych cytokint, interleukinu-1 (IL-1) a interleukinu-18 (IL-18) (Brough
and Rothwell, 2007).

Buiikky podstupujici pyroptozu maji nékteré znaky spolecné s apoptotickymi
bunikami, piestoze apoptdza neni spojena s lyzou, tedy rozkladem buné¢k a je obecné
povazovana za imunologicky tichou. Barveni annexinem-V, fragmentace DNA,
kondenzace chromatinu, aktivace kaspazy-3 a -7 a S§tépeni poly (ADP-ribozy)
polymerazy 1 (PARP1) jsou povazovany za typické znaky apoptdzy. Tyto projevy vSak
nemuseji byt nutné biomarkery selektivni vi¢i apoptoze (Vande Walle and Lamkanfi,
2016). Pyroptéza muze byt vyvolana i mikrobidlnimi infekcemi, byla naptiklad
pozorovana u makrofagl, infikovanych Salmonella typhimurium, dale ji mohou

vyvolavat i neinfek¢ni stimuly, jako jsou latky produkované béhem infarktu myokardu
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(Frantz et al., 2003). Apoptotické bunky jsou pozitivni na annexin-V, protoze kaspazou
zprostfedkovand inaktivace fosfatidylserinu (PS) flipdzy a soubéznd aktivace
fosfolipidové skramblazy podporuji ¢asnou a aktivni translokaci PS na vnéjsi strané
plazmatické membrany. Dochdzi tak k prasknuti membrany pyroptotickych
bun¢k, adiky tomu k odhaleni vnitini ¢asti plazmatické membrany. V dusledku toho
pak mize dojit k vazbé annexinu-V na PS vnitini strany plazmatické membrany.
Predpoklada se také, ze pyroptdéza je doprovazena tvorbou poért v plazmatické
membrané, zavislych na aktivité kaspazy-1, které jsou velké 1 az 2 nm. Pory vedou
k transmembranovému toku iontl, cytoplazmatickému otoku a nakonec osmotické 1yze
bunky. Pravé tyto pory umoziuji molekuldam s malou molekulovou hmotnosti, jako je
propidium jodid (PI), aby snadno vstoupily a zabarvily pyroptotické buiiky. Barveni
annexinem-V tedy neumoznuje rozliSovat mezi apoptotickou a pyroptotickou bunéénou
smrti, ale kombinované barveni sannexinem-V a Pl muze byt pouzito k rozliSeni
mezi témito rdzné regulovanymi procesy bunécné smrti (Vande Walle and Lamkanfi,
2016).

4.1.1 Role kaspaz pri tvorbe inflamazomii

Pyroptoza je typicka pro ,,profesiondlni* fagocyty myeloidni linie, mezi které se
fadi makrofagy, dendritické buiiky a neutrofily, byla ovSem pozorovana také u T-
lymfocytt, koznich bunék, epitelidlnich bunék, endotelidlnich bunék a neuronti. Jednim
z vysvétleni mize byt vyssi hladina kaspaz u téchto typti bunc¢k. To se tykd zejména
kaspaz podilejicich se na zanétu, jako jsou kaspazy-1 a -11 u mysi a kaspazy-1, -4 a -5
u lidi. Kaspaza-1 je syntetizovana jako inertni cytosolovy zymogen, ktery se stava
aktivnim po jeho naboru do inflamazomut (Vande Walle and Lamkanfi, 2016), coz je
skupina cytosolickych multiproteinovych komplexd (Franchi et al., 2012). Tvorba
inflamazémt vyzaduje jako senzor specifické receptory rozpoznavajici vzory (PRR).
Tyto receptory maji velmi rozmanitou roli v imunitnim systému, detekuji unikdtni
mikrobidlni struktury, mikrobidlni nukleové kyseliny, slozky mikrobidlni bunécné stény
a dalsi latky. PRR mohou byt d€leny do dvou skupin, dle jejich subcelularni lokalizace.
Do prvni skupiny patii receptory podobné genu ,, Toll“ (TLR) a lektinové receptory
typu C (CLR), ty jsou ulozeny v plazmatické membrané a endozomech. Do druhé
skupiny patii receptory podobné genu ,,Nod“ (NLR), receptory podobné kyseliné
retinové (RLR) a senzor chybéjici v melanomu 2 (AIM2) (Takeuchi and Akira, 2010).
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Za Ucelem zahdjeni zanétu a obrany dojde k tomu, ze se inflamazémy spojuji,
dale dochazi k aktivaci prokaspazy-1 na kaspazu-1, uvolnéni IL-1 a IL-18 a vyvolani
pyroptozy (obr. 3). Kaspaza-1 a lidské kaspazy-4 a -5 také zpisobuji pyroptotickou
bunécnou smrt makrofagl, které jsou infikovany vakuolarnimi Gram-negativnimi
bakteriemi. Rozklad patogeni obsahujicich vakuoly je zprostfedkovan guanylat
vazajicim proteinem (GBP), ktery umoznuje prostup lipopolysacharidu (LPS)
do cytoplazmy. Cytoplazma se piimo vaze k doméné CARD kaspazy-11, ta spousti jeji
oligomeraci a aktivaci. Vyvolani pyroptdzy prostfednictvim LPS je podporovano
kaspazou-11, u lidi kaspazou-4 a -5, bez nutnosti pfitomnosti kaspazy-1. Kaspaza-11
nicméné zapojuje Nlrp3 inflamazom k podpofe produkce cytokini zavislych
na kaspaze-1, jelikoz samotné kaspaza-11 neni schopna pfimo podporovat zrani IL-13
alL-18. Tato cesta byvd pravé proto oznacovana jako ,non-kanonicka*“ Nlrp3

inflamazémova draha (Vande Walle and Lamkanfi, 2016).

4.2 Nekroptoza

Nekroptoza, byva oznacovana jako specializovana cesta programované nekrdzy
(Galluzzi and Kroemer, 2008). N¢kolik dikazi naznacuje, ze nekroza muze byt
programovanym procesem a pokud tomu tak je, tak ji tedy mizeme oznacovat jako
nekroptozu. Mezi dikazy patii, ze nekréoza muize byt regulovana genetickymi,
epigenetickymi a farmakologickymi faktory, mtize byt indukovana ligandy, které se
vazou na specifické plazmatické membranové receptory a dale nekrotickd bunétna smrt
mize pfispét ke sprdvnému vyvoji embrya a udrZovani homeostdzy ve tkéanich
dospélého jedince (Golstein and Kroemer, 2007). Inaktivace kaspaz, mtze kromé toho
zpusobovat 1 posun od apoptozy bud’ k morfologii bunécné smrti, kterd ma smiSené
nekrotické a apoptotické vlastnosti nebo k plnohodnotné nekroze (Kroemer et al.,
2009).

Termin nekroptdza je v poslednich letech uzivan k oznacovani konkrétniho
jednoho typu programované nekrdzy zavisejici na aktivité receptorové interakce serin-
threonin- kinaza 1 (RIP1) (Kroemer et al., 2009). RIP1 muze podporovat piechod
mitochondridlni  propustnosti zavislé na komplexu s pfechodnou podrovitou
permeabilitou (PTPC) (Golstein and Kroemer, 2007). Propustnost mitochondrialni
membrany pfispivad ke smrti bun¢k. Mluze byt odvozena z pfechodu mitochondrialni

propustnosti, ktery nejdfive ovliviluje vnitfni mitochondridlni membranu,
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nebo z propustnosti  vnéj§i mitochondridlni membrany, kterd je zprostfedkovana
proapoptotickymi proteiny Bcl-2 (Kroemer et al., 2007). Mysi fibrosarkomové bunky
L929 podstupujici nekroptdozu nemaji prostupnou vnéjsi mitochondrialni membranu
(Golstein and Kroemer, 2007). Nekroptoza je také spojena s rychlou poruchou
mitochondridlni funkce, ¢imz dochazi ke zvySené tvorbé ROS. Mitochondridlni
dysfunkce zptisobi pokles intraceluldrniho ATP. Cely tento proces mulze vyvrcholit
bioenergetickou krizi, kterA muze ptedstavovat kone¢ny krok nekroptozy (Galluzzi
and Kroemer, 2008).

4.2.1 Spojitost mezi nekroptozou a apoptozou

Programovand bunénd smrt je dulezitda pro spravny vyvoj a udrzovani
imunitniho systému a jeho reakce na podnéty z vnitiniho 1 vnéj$iho prostiedi. Apoptoza
a nekroptdéza jsou hlavni cesty programované bunééné smrti, které jsou dulezité
pii vyvoji. (Han et al., 2011). Tyto dvé programované bunééné smrti mohou nastat
soucasné (Zhang et al., 2015) nebo se mohou navzajem potlacovat. Nekroptoza muze
také slouzit jako alternativa, pokud je apoptdza z né€jakého diivodu blokovana a tudiz
nemuze probihat (Han et al., 2011). Nejpodrobnéji charakterizovana draha, ktera vede
Kk nekroptdze je zahajovana zapojenim TNFRI1. V zavislosti na typu buriky, aktivaénim
stavu bunky a riznych faktorech mikroprostiedi mize TNF vést bud’ k pteziti builky,
k apoptoze nebo k nekroptoze. O tom, kterou cestou se proces bude ubirat, rozhoduje
slozita sit’ signalt, které mohou prepinat mezi odliSnymi typy odpovédi (Wilson et al.,
2009).

Regulovand bunétnd smrt vyvolava zanét, protoze pii odumirdni epitelialnich
bunck ve tkanich tvoficich bariéry miiZze dochazet k naruSeni pravé téchto bariér,
cozumozni komenzalnim, ale 1 jinym mikrobim napadnout tkan. Rozpozndni
molekularnich vzort spojenych s mikrobidlnimi patogeny pomoci PRR na myeloidnich
bunikach nebo buiikach pojivové tkan¢, vyvolava produkci cytokinii a chemokinti, které
aktivuji a pfitahuji imunitni buniky. Cytokiny mohou vyvolat odumirani dalSich
epitelidlnich bunék, ¢imZz muze dojit ke vzniku chronického zanctu. Stale vSak neni
zcela jasné, zda apoptdza a nekroptdza maji stejnou schopnost vyvolat poskozeni tkané

(obr. 5) (Pasparakis and Vandenabeele, 2015).

31



4.2.2 Role kaspaz v nekroptoze

Jednou z funkci kaspazy-8 je regulace nekroptdzy ve stievnim epitelu a koncové
¢asti tenkého stieva. U mysi, kterym chybéla pravé kaspaza-8, dochazelo samovolné
k zanétlivému poskozeni tkané stfevniho epitelu a byly vice nachylné k zanétim travici
trubice. Dale nem¢ly Panethovy bunky a mély i snizeny pocet poharkovych bun¢k,
coz doprovazi poruchu funkce antimikrobidlnich bunék nachéazejicich se v intestinalnim
ileu, které zodpovidaji za imunitni funkci. Dochazelo 1 ke zvySené bunécné smrti
Vv oblasti krypt tenkého stieva, kde se bézné vyskytuji Panethovy buniky. Odumirani
epitelidlnich bun¢k bylo vyvolano vlivem TNF-a, dale bylo spojeno se zvySenou
expresi RIP3, kjeji inhibici miZze dojit pfi procesech, kdy dochazi k zabranéni
nekroptdzy. Vysokd hodnota RIP3 byla zjiSténa v lidskych Panethovych buikach
a podporovala nekroptozu v koncové cCasti tenkého stieva, neboli termindlnim ileu,
u jedinct trpicich Crohnovou chorobou. To naznacuje mozny negativni vliv nekroptozy
v patogenezi nékterych onemocnéni a v regulaci stfevni homeostazy (Giinther et al.,
2011).

Nekroptoza zprostiedkovana pomoci RIP miize byt inhibovana jak in vivo, tak
I invitro a to vlivem nekrostatinu-1, ktery se pouziva jako selektivni inhibitor malych
molekul RIP1 kinadzy, ktera je spojena s receptorem domény smrti (Degterev et al.,
2008). Pii kultivaci malych stfevnich organoidu in vitro od mysi, kterym chybéla
kaspaza-8, dochazelo k nekroze béhem 24 hodin po ptidani TNF-o, na rozdil
od srovnavacich, kontrolnich mysi, kterym kaspaza-8 nechybéla. Lécba nekrostatinem-1
snizila umrtnost zptisobenou TNF-o a poskozeni tenkého stieva u mysi s deficitem
kaspazy-8. Stejné tak, pokud byla bunécna kultura pfedem oSetiena nekrostatinem-1,
tak nedochazelo k nekréze stievnich organoidi. Ztoho Ize vyvodit zavér,
ze nedostateCna exprese kaspazy-8 vede Kriziku nekroptéozy Panethovych bunék

vyvolané TNF-a (Giinther et al., 2011).

4.3 Autofagie
Oznaceni autofagie, nékdy také bunétné ,,samonatraveni® (Mizushima et al.,
2008) se pouziva pro programovany katabolicky proces, ktery je spojen s transportem
slozek cytoplazmy do lysozomu (Anding and Baehrecke, 2015; Ravikumar et al., 2010).
V nich nasledn¢ dochézi klyze téchto slozek. Autofagie tedy predstavuje rozklad

vlastnich buné¢nych slozek Vv autofagickych vakuolach umirajicich bunék.
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Pro morfologickou charakteristiku je typicka vakuolizace, degradace cytoplazmatického
obsahu a kondenzace chromatinu (Fink and Cookson, 2005) (obr. 3). Termin autofagie
byl poprvé pouzit Christianem de Duve v roce 1963 K popisu jevu spojeného s jedno-
nebo dvojitou cytoplazmatickou membranou, ktera obsahovala organely, v riznych
stupnich ,,samonatraveni®. Tento typ autofagie je také nazyvan makroautofagie, dale
rozliSujeme mikroautofagii a autofagii zprostfedkovanou chaperonem (Ravikumar et al.,
2010).

Autofagie probihé u sav¢ich bun€k za bazalnich podminek a maze byt vyvoldna
stresem ER, oxida¢nim stresem, nedostate¢nym zasobenim buné¢k, farmakologickou
1é¢bou nebo riznymi patologickymi stavy. Podili se na udrzovani buné¢éné homeostazy
uvolnovanim zivin z makromolekul a na odstrafiovani chybné slozenych proteini,
poskozenych organel a patogennich bakterii. Proto mize porucha funkce autofagické
drahy stat za zvySujicim se poctem lidskych infekénich, nadorovych
a neurodegenerativnich onemocnéni (Mizushima et al., 2008).

Béhem autofagie dochdzi k prodluzovani preautozomalnich  struktur
oznacovanych také jako fagofory, dale dochazi k pohlceni ¢asti cytoplazmy do nitra
meéchyikti s dvojitou membranou, nazyvanych jako autofagozomy. Autofagozomy
nejprve splyvaji s endozomem za vzniku amfizomi, které se poté spojuji s kyselymi
lysozomy, kde dochazi ke kone¢nému rozkladu obsahu cytosolu (Ravikumar et al.,
2010).

4.3.1 Spojitost mezi autofagii a jinymi typy bunécné smrti

Apoptotickd a autofagickd bunéna smrt mohou spole¢né existovat ve stejnych
bunikach a bunééna smrt tak mize vykazovat smiSené charakteristiky i na molekuldrni
urovni. Bunétna odezva na stejné podnéty se muze projevit prevazné autofagickymi
nebo apoptotickymi vlastnostmi. V nékterych systémech miize apoptdza a autofagie
zaviset navzajem na sobé, takze blokovani jednoho typu bunétné smrti miize ovlivnit
typ druhy. Vjinych situacich miize jeden mechanizmus bunéfné smrti pulsobit
proti druhému, nebo se mohou zvlastnim zptisobem projevit spolecné. Z ¢ehoz lze
vyvodit, Ze inhibice jednoho typu bunécné smrti mize potencovat nebo taktéz inhibovat
druhy typ bunécné smrti (Gozuacik and Kimchi, 2007).

Zatim je jen velmi malo dikazl, jak muze autofagie souviset s nekrézou

a nekroptozou (Yu et al., 2004). Nékteré studie ovSem naznacuji, Ze autofagie muze
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ovlivnit osud bungk, které jsou oSetfeny latkami vyvolavajicimi nekroptozu (Fitzwalter

and Thorburn, 2015).

4.3.2 Role kaspdz v autofagii

Kaspaza-2 mtze hrat velmi vyznamnou roli V neapoptotické formé bunétné
smrti a to zejména jako negativni regulator autofagie. Pravé regulace ROS, ktera je
zprostfedkovand kaspazou-2 ma vyznamnou funkci v ovlivilovani autofagie (Tiwari
etal., 2014).

Kaspaza-8 ma také vyznamnou roli v souvislosti se spojenim procesti apoptozy
a autofagie. Kaspaza-8 je i pres jeji velmi nizkou hladinu schopna inhibovat autofagii.
Jak ovSem kaspaza-8 vyvolava inhibici autofagické signalni drahy neni dosud zcela
znamo, je vsak pravdépodobné, Ze se jedna o signalizaci pomoci RIP, kterd je nezbytna
pro autofagickou bunéénou smrt (Yu et al., 2004). RIP je inaktivovan a Stépen vlivem
kaspazy-8, coz pusobi jako prevence proti autofagické smrti bunék a to tak, ze inhibici
kaspazy-8 je umoznéno RIP pfendSet signal, jeZ je potieba k vyvolani smrti bunky. Jak
je generovana aktivni kaspdza-8 V nepfitomnosti signalniho komplexu indukujiciho
smrt, neni taktéz jesté zcela znamo, ale je jisté, Ze vstupuje do nového signalizacniho

komplexu (Lee et al., 2003).

4.4 Onkoza

Termin onkoza je odvozen z feckého slova bobtnani. Poprvé byl pouzit pted vice
nez sto lety, avSak proces této bunééné smrti nebyl tehdy dikladné popséan, protoze v té
dob¢ jesté neexistovala vyspéla technika pro pfipravu tkanovych fezi. To bylo
divodem, pro¢ byl tento déj na néjakou dobu zcela opomijen (Weerasinghe et al.,
2018). Onkoza byla dlouhou dobu povazovana za netizenou buné¢nou katastrofu. Byla
ptirovnavana k balonku, ktery je nafouknut nad jeho maximalni kapacitu a praskne (Liu
et al., 2004).

Onkdza muze ovliviiovat také okolni buniky. K ¢astym projevim patii rozsiteni
ER, ,krvaceni plazmatické membrany, mitochondridlni otok a shlukovani jaderné¢ho
chromatinu. Déle dojde ke stdlému zvySovani propustnosti plazmatické membrany,
coz je nasledovano rozpadem membrany, uvolnénim zanétlivych nitrobunéénych slozek
a vznikem zanétu (obr. 5). Onkéza se mize vyskytovat u fady onemocnéni, jako jsou

selhani jater a ledvin, nebo onemocnéni srdce. Se zvySujicim se poctem bunck, které
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podstupuji onkézu se zvySuje i riziko poskozeni funkce organi, ke kterému mize
ptispét 1 uvolnény nitrobunéény obsah (Liu et al., 2004). Typicky se mize vyskytovat
pii infarktu a po prodélané tkanové ischemii. Ischemii vS§ak mohou vyvolavat i jiné typy
bunéné¢ smrti. Onkdéza miize byt vyvoldna 1 poruchou mitochondrialni funkce
nebo velmi vysokou spotiebou energie ATP (Schaeffer et al., 2010). Piesné pochopeni
procesu onkotick¢é bunécné smrti V jednotlivych typech tkani je velmi dualezité
pro rozvoj inhibitorct a tedy moznosti jejiho blokovani, a tim i eventudlniho zabranéni

rozvoje nékterych téchto onemocnéni (Liu et al., 2004).

4.4.1 Role kaspaz pvi onkoze a jeji souvislost s jinymi typy bunécné
smrti

V roce 2005 bylo popsdno, ze onkoza je zavislda na kaspaze-1. Dale bylo
dokazano, ze smrt nddorovych bunék prostfednictvim onkoézy je zdvisld na BcL-2,
ale zaroven nezavisla na kaspaze-3 (Weerasinghe and Buja, 2012). Kaspaza-1, je v§ak
vice typickd pro programované bunééné smrti, hlavné pro pyroptozu,
nez pro onkotickou bunéénou smrt (Miao et al., 2011; Fink and Cookson., 2005).
VSeobecné je ale onkdza povaZovana za jednu z velmi dileZitych neapoptotickych
(Weerasinghe and Buja, 2012), neprogramovanych nebo také nahodnych, na kaspazach
nezavislych bunéénych smrti (Miao, et al., 2011).

Stejné jako pyroptéoza se 1 onkdza fadi mezi zanétlivé bunécné smrti,
protoze dochazi u obou téchto typt bunétné smrti Klyze, tedy rozpadu bunky
auvolnéni cytosolického obsahu do vné&jSiho okoli buiiky, ¢imZz dojde k vyvolani
zanétu. Podobné jako apoptdza, tak 1 onkdza miiZze postihovat vSechny typy bunék
(Miao et al., 2011). Onkotickd bunéfna smrt ma téméf vSechny projevy opacné
nez apoptoza. Pti apoptoze dochazi ke smrStovani bunc¢k bez poruseni plazmatické
membrany, zatimco u onkoézy dochazi naopak k jejich otoku, vcetné otoku organel,
bobtnani a zvysené propustnosti plazmatické membrany. Pti onkéze také Casto dochazi
ke vzniku zanétu v okoli bunky, zatimco u apoptozy nikoliv (Weerasinghe et al., 2018;
Balvan et al., 2015).
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5. Na kaspazach nezavisla bunécna smrt

Bunééna smrt nezavisla na kaspazach je definovéana jako smrt, kterd nasleduje,
pokud signal, ktery za norméalnich podminek vyvolava apoptdzu, nedokéaze aktivovat
kaspazy. I pfesto, ma ale bunéna smrt nezavisla na kaspazach nékteré charakteristiky
spolecné s apoptotickou bunéénou smrti, jako je mnapf. prostupnost vné&jsi
mitochondridlni membrany. Procesy, zéavislé na kaspazach, jako je pfreneseni PS
navnéj$i stranu a kondenzace chromatinu, v prubéhu bunééné smrti nezavislé
na kaspazach zcela chybi. Builky, které nejsou zavislé na kaspdzach casto vykazuji
rozséhlou cytoplazmatickou vakuolizaci, hromadéni autofagozomut a kondenzaci jader
na periferii. Pribéh bunééné smrti nezévislé na kaspazach je obecné mnohem pomale;jsi,
nez je prubch apoptotické bunécné smrti. Apoptotické buiiky maji relativné neménné
pozorovatelné vlastnosti a znaky, ale builkky podstupujici bunéénou smrt nezavislou
na kaspazdch mohou vykazovat velmi rozdilné charakteristiky, které¢ jsou zavislé
na faktorech, jako jsou pocate¢ni vyvolavajici podnét, typ buiky a dalsi faktory (Ekert,
et al., 2004).

5.1 Aktivace bunécné smrti nezavislé na kaspdazach

Jednim ze zplisobt aktivace bunétné smrti nezavislé na kaspdzach mize byt
prostupnost mitochondridlni membrany neboli permeabilizace. Po permeabilizaci vnéjsi
mitochondridlni membrany se do cytoplazmy uvoliluji rGzné proteiny, pochazejici
Z mezimembranového prostoru. Patfi mezi né naptiklad druhy aktivator kaspaz
odvozeny od mitochondrii (Smac), serin peptiddza 2 (HtrA2/Omi) a cytochrom c. Dale
apoptozu indukujici faktor (AIF) a endonukledza G (endoG), ty vSak mohou danou
bunku aktivné usmrtit zplisobem nezavislym na kaspdze. Mitochondridlni funkce
po probéhlé permeabilizaci vnéj§i membrany postupem cCasu klesaji. PoSkozeni téchto
funkei zahrnuje ztratu moZného importu mitochondrialniho proteinu a to v disledku
Stépeni specifického komplexu proteinit vnitini mitochondridlni membrany a rozklad
cytochromu c. Tyto procesy spolecné postupné vedou ke ztraté funkce dychacich
fetézcl a sniZeni potencidlu mitochondrialni membrany. Soucasné€ se aktivuje Stépeni
mitochondrii a inaktivuje se flize, ¢imZ se naruSuje morfologie mitochondrii. Tento cely
proces vede k bioenergetické krizi, ktera vyvrcholi bunéénou smrti. A praveé tento typ
bunééné smrti neni zavisly na kaspazach (obr. 6) (Tait et al., 2014).
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Pti chybéni aktivity kaspaz miize byt bunécna smrt, a to konkrétné nekroptdza,
vyvolana pomoci smrticiho receptoru. Pti zablokovani aktivity kaspaz, dochazi prave
k aktivaci smrticiho receptoru, ktery mize fidit nekroptéozu prostiednictvim zvySeni
aktivity fosfolipazy, ktera zase zvysi produkci oxida¢niho stresu. RIP1 kindza je také
aktivovana nekroptézou, nebo ovliviitovanim autofagické bunééné smrti (Tait et al.,
2008). Virov¢ infekce, poskozeni DNA a dalsi podnéty vedou k aktivaci RIP3 kindzy,
¢imz dochazi k oligomerizaci a fosforylaci nékterych kinaz. Dale dochazi k produkci
ROS. Po fosforylaci, oligomerizaci a piestavbé plazmatické membrany dochazi
k rozpadu bunky (Tait et al., 2014).

U nékterych bunék byly prokézany typické apoptotické morfologické znaky,
jako jsou fragmentace DNA, kondenzace chromatinu a pyknotické jadro, neboli jadro,
které ma zahustény chromatin. K témto d&jim ovSem doslo Vv nepfitomnosti aktivace
kaspazy, coz nasvédCuje, ze i apoptéza miize byt aktivovana nezavisle na kaspazach
(Constantinou et al., 2009). Nezavisle na kaspazach muize byt pravdépodobné
aktivovana i neapoptotickd, neprogramovana onkoticka bunétna smrt (Weerasinghe
and Buja, 2012; Miao et al., 2011).

Neni vSak stale zcela jasné, zda se builky mohou z bunééné smrti nezavislé
na kaspazach zotavit. Cela problematika zavisi na mitochondriich, které hraji zasadni
roli v aktivaci na kaspazach nezavislé bunétné smrti. Existuji dvé moznosti, pfi¢emz
ob¢ souviseji pravé s mitochondriemi. Prvni moznosti je, ze mitochondrie, které maji
prostupné vnéj$i mitochondrialni membrany, mohou byt regenerovany, ¢imz dojde
ke znovu uzavieni vnéj§i membrany a nedojde tedy k rozpadu bunky. Druhou moznosti
je, ze nekteré mitochondrie viibec nepodstoupi permeabilizaci vnéj§i mitochondridlni

membrany (Yu et al., 2008).
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Permeabilizace vnéjsi
mitochondriilni membrany
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Obrazek €. 6: Role mitochondrii v priubéhu bunééné smrti nezavislé na kaspazach,
Endonukledza G - EndoG, Apoptozu indukujici faktor - AIF, Druhy aktivator kaspaz odvozeny
od mitochondrii - Smac, Serin peptidaza 2 - HtrA2/Omi.

(Prevzato a upraveno z: Tait et al., 2008).

5.2 Parthanatos

Parthanatos je jedna z jedineCnych forem bunééné smrti, ktera nevyzaduje
zprostfedkovani pomoci kaspéz, je tedy nezavisla na aktivaci pomoci kaspaz. Prib¢h
této bunécné smrti je zavisly na jaderné pifestavbé mitochondridlniho AIF. Nekdy je
také povazovéna za podskupinu nekroptdzy, ale obecné je povazovana za samostatnou
kategorii bunécné smrti. Jeji molekularni mechanizmy jsou jedinecné, proto je pomérné

hodné odlisna od jinych typi bunéénych smrti. K parthanatos dochazi prostiednictvim
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nadmémné aktivace jaderného enzymu poly (ADP- rib6za) polymeraza (PARP-1)
(Fatokun et al., 2014). PARP-1 hraje dulezitou roli nejen v parthanatos, ale také
ve spousté onemocnéni. Uloha PARP-1 byla prokazéana i pii poruse funkce endotel,
zvysené propustnosti plicniho a stievniho epitelu a posSkozeni srdecni svaloviny.
Nakonec muze dojit az k selhani organti (Gero and Szabo, 2008). Inhibitory PARP-1
by mohly byt u¢inné v terapeutické oblasti téchto onemocnéni (Fatokun et al., 2014).
Pribéh parthanatos zahrnuje vice kroku a typicky probihd v neuronech.
Pti zvySeném piitoku vapniku dochazi k aktivaci neuronalni syntazy oxidu dusnatého,
ktera je zavisla na vapniku a produkuje oxid dusnaty. Ten miize vyvolavat poskozeni
molekul DNA piimo, nebo reagovat se superoxidem a teprve potom dochazi k silnému
poskozeni DNA. Podnéty, které mohou vyvolat poskozeni DNA piimo, jsou ROS,
peroxid vodiku, alkyla¢ni ¢inidla nebo ultrafialové a ionizujici zafeni. Poskozeni DNA
vyvola nadmérnou produkci PARP-1, kterd vede k tvorbé a akumulaci jejiho polymeru.
Tento polymer se vaze na vazebné misto AIF, coz vede k jeho uvolnéni z mitochondrii
a presunu do jadra. V jadie zplsobuje vysokou fragmentaci DNA a kondenzaci

chromatinu. Cely tento soubor d&ju je zakoncen smrti buniky (Fatokun et al., 2014).
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6. Detekce aktivity kaspaz in vitro

Jednim z prvnich znakii apoptézy je aktivace kaspaz. Jednd se o nevratny déj,
protoze proteolyticky inaktivované molekuly mohou byt obnoveny pouze jejich
syntézou de novo (Hug et al., 1999). Byla vsak identifikovana téida substrati, které jsou
Rhodamin 110. Aminoskupiny Rhodaminu 110 jsou navazany na aminokyseliny
nebo peptidy. Princip stanoveni spociva v tom, ze se nefluorescenéni bis-substituované
peptidové derivaty $té€pi na zeleny fluorescenéni monosubstituovany Rhodamin 110
a na volny Rhodamin 110 (Rothe et al., 1992). Fluorescence Rhodaminu 110 je mé&fena
po excitaci sv€tlem laserového paprsku pii vinové délce 488 nm. Jelikoz jsou
tyto substraty pro bunky volné prostupné, je nutné meéfit aktivitu kaspaz pouze
u neporusenych bunék. Detekce je provadéna pomoci pritokového cytometru (Hug
etal., 1999).

Mezi jiné fluorescenéni substraty patii sekvence Ctyf aminokyselin, Kyselina
asparagova-kyselina glutamova-valin-kyselina asparagova (DEVD). Tato sekvence je
specificky Stépena kaspazou-3. Kaspazou-1 je Stépena sekvence tyrosin-valin-alanin-
kyselina asparagova (YVAD). DEVD a YVAD byly zavedeny mezi modry a zeleny
fluorescenéni protein. Tyto purifikované substraty jsou St€peny okamzité po vystaveni
purifikovanym kaspazam. V ur€itych bunéénych liniich byly tyto substraty S§tépeny
kaspazami vlivem inhibitoru proteinkinazy. Tyto substraty umoziuji urcit aktivaci
kaspazy-1 a kaspazy-3 b&hem apoptdzy a umoziuji jejich aktivaci pii detekci in vitro
(Mahajan et al., 1999).

Pti detekei bunék, které podstoupily apoptézu miize byt pouzita metoda pomoci
fluorescenéné znacenych inhibitor kaspaz (FLICA) které mohou byt znaceny
sulforhodaminem pro aplikaci na zivé bunky in vitro. Stanoveni mtize byt kombinovano
I Sjinymi metodami napf. s vitadlnim barvenim pomoci PI. Metoda FLICA je velmi
jednoducha, rychla a je pouzitelna jak pro fluorescenéni mikroskopii,
tak i pro pritokovou cytometrii (Darzynkiewicz et al., 2017). Aktivaci kaspaz pomoci
fluorescen¢nich znacek miizeme detekovat i na specidlnich pratokovych cytometrech.
Tyto pratokové cytometry jsou vybaveny argonovym laserem. Nebo se muze jednat
0 dualni pfistroje, které jsou vybaveny cervenou diodou nebo helium-neonovym
laserem. Jednotlivé fluorochromy jsou vybirany v zavislosti na dostupnosti vybranych

prutokovych cytometra (Telford et al., 2004).
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(. Zavér

Bakalatrska prace je literarni reSerSi, jejimz cilem bylo charakterizovat
a klasifikovat kaspazy a shrnout také roli kaspaz v jednotlivych procesech bunétné
smrti.

Dosud bylo identifikovano 14 kaspaz, které jsou rozdéleny do nékolika

kategorii. Prvni skupina kaspdz se podili na apoptéze, a dale je klasifikovana

.....
.....

vvvvvv

programované bunécné smrti apoptdzy. Pti absenci nékteré z kaspaz muze dochézet
napt. k tvorbé nadorti nebo k poruchdm vyvoje sluchovych svald, jejich inhibice mize
mit vSak i kladny vliv, mize totiz dochazet ke zpomaleni procesti souvisejicich se
starnutim. Kaspazy rovnéz dokazi poskytnout ochranu pied kyslikovymi radikély a tim
I pfed nekrozou, ale jejich nedostatecna exprese muze vést k nekroptoze. Jejich tloha je
I V pyroptotické bunééné smrti infikovanych makrofagu, inhibici autofagie a mozny vliv
kaspaz je zkoumén i u onkozy.

Miuzou vSak existovat 1 bunécné smrti, které nejsou zavislé na kaspazach.
Unikatni forma této bunécné smrti se nazyva parthanatos, jejiz aktivace je zavisla
na mitochondridlnim AIF, nikoli na kaspazach.

Pochopenim, jak jednotlivé kaspazy funguji a jak je lze regulovat, inhibovat
nebo naopak aktivovat, by mohlo dojit ke zlepSeni 1é¢by spousty onemocnéni, jako jsou
napft. nékteré neurodegenerativni poruchy, ¢i zanétlivé nebo autoimunitni choroby.

Rovnéz by také mohlo dojit k zefektivnéni 1écby nékterych druhti nadort.
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