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ANOTACE

Bakalarska prace je vénovana vlivu JNK kinazy v aktivacni draze apoptézy se
zaméfenim na strukturu JNK kinaz, druhy, aktivaéni mechanismy a funkce v lidském
téle. Struktura je slozena ze dvou C€asti spojenych oblasti, ktera se u€astni aktivace
JNK kinaz prostfednictvim hydrofobnich kapes fosforylaci MKK4 nebo MKKY.
Popsany jsou vlivy aktivace JNK kinaz a mechanismy regulace prabéhu celé
aktivace. V zavéru bakalafské prace je uvedena uc€ast JNK kinaz v metabolickych
drahach a zhodnoceno patologické pulsobeni pfi nadmérné nebo nedostate¢né
expresi aktivované JNK kinazy. K regulaci onemocnéni jsou vyvijeny inhibitory JNK
kinaz riznych druhl a zalozenych na rozdilnych principech plsobeni, proto je JNK
kindza je potencionalni terapeuticky cil. Apoptdzu Ize srovnavat s dalSimi obdobnymi
mechanismy jako je nekréza nebo autofagie. Detekce apoptdzy je zalozena na

principu fluorescenéniho pozorovani &i pratokové cytometrii.

KLICOVA SLOVA
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ANNOTATION

The bachelor thesis deals with the influence of JNK kinase in the activation
pathway of apoptosis with a focus on the structure of JNK kinases, species,
activation mechanisms and functions in the human body. The structure is composed
of two parts linked regions that participate in the activation of JNK kinases via
hydrophobic pockets by MKK4 or MKK7 phosphorylation. The effects of JNK kinase
activation and mechanisms of regulation of the course of whole activation are
described. At the end of the bachelor thesis is described the participation of JNK
kinases in the metabolism path and evaluated the pathological effect of excessive or
insufficient expression of activated JNK kinase. JNK kinase inhibitors of various
species and based on different principles of action are being developed to regulate
the disease, JNK kinase is a potential therapeutic target. Apoptosis can be compared
to other similar mechanisms such as necrosis or autophagy. The detection of

apoptosis is based on the principle of fluorescence observation or flow cytometry
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Apaf Aktivacni faktor 1 pro apoptickou proteazu
ApoBDs Apoptoticka téliska

ASK Apoptdza signal-regulujici kinaza 1

ATF Aktivacni transkrip¢ni faktor

ATP Adenosintrifosfat

Bcl-2 B-cell lymphoma-2

Bid BH3-interagujici doména

CARD Kaspaza aktivaéni a najimaci doména
DLK Dual leucine zipper kinase

DUSP Dualni-specifické fosfatazy

ELK ETS Like-1 protein

FADD Fas-sdruzené smrtici domény

Fas-L Fas-ligand

GADD The Growth Arrest and DNA Damage
IAPs Inhibitory apoptozy

IL Interleukin

JIP1 JNK vazajici protein 1

JNK c-Jun NH> terminalni kinaza

MAPK Mitogen-aktivované protein kinazy

MEKK Mitogenem aktivovana proteinkinaza kinaza kinaza
MLKS3 Mixed- lineage kinase 3

mTOR Serin/threonin proteinkinaza

NFAT4 Nuklearni faktor aktivovanych T-bunék 4
NOD Nukleotid vazajici oligomeracni doména
PUMA 53-up regulaéni modulaor apoptdzy

Rac1 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1
RIPK Receptor-interakeni serin/threonin-protein kinaza
ROS Reaktivni formy kysliku

SH3 Src homology 3

SIRT Sirtuin

Tab TGF-B Aktivovana kinaza 1 vazajici protein

TAK TGF-P-activated kinase



TGFp Receptory transformuijici rastovy faktor 8

TLR Toll-like receptor

TNF Tumor nekrotizujici faktor

TNFR Tumor nekrotizujici receptor
TRAF TNF receptor asociovany faktor-2
TRAIL Smrtici receptorovy ligand

Trx Thyredoxin

Wnt Wingless/Int-1 receptor



0. UvoD

Mezi dulezité Cinitele pro udrzeni celkové homeostazy fadime JNK kinazu.
Tato kinaza JNK hraje dualezitou roli v aktivaci apoptézy diky jeji schopnosti aktivovat
i inhibovat proces apoptdézy. Kinazy, neboli enzymy pfenasejici molekuly
z energeticky bohatSich donori na energeticky chudSi substraty, se kaskadovité
aktivuji Fadou pfimych interakci nebo diky pomocnym proteinim. Reaguji na podnét,
ktery se Sifi skrz buriku, az vyvola bunécnou odpovéd. Ta je kliCova v zachovani
rovhovahy a je zavisla na vstupujicim stimulu. Cely pribéh je kontrolovan
konkrétnimi molekulami a mechanismy, i tak je ale zaznamenavana nezadouci
nadmérna exprese JNK kinaz zpusobujici fadu patologickych procesl. Struktura
i funkce JNK kinazy je podobna s p38 a ERK patfici do stejné rodiny MAPK.
Z davodu intenzivni studie vSech vlastnosti a funkci JNK kinaz by se jednou mohly
pouzivat pfi IéEbé rakoviny, diabetu nebo steatdze.

Tato bakalarska prace si klade za cil popsat aktiva¢ni drahu JNK kinaz v ramci
mechanismu apoptdozy, fyziologické a patologické dopady a srovnani s ostatnimi typy

bunénych smrti.
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1. APOPTOZA

Termin apoptéza byl poprvé pouzit a popsan v roce 1972 a je spojen se jmény
Kerr, Wyllie a Currie (Kerr et al, 1972). Apoptoéza, neboli programovana bunécna
smrt, patfi u mnohobunécnych organismu k velmi dllezitym fyziologickym procesim,
které se podili na komplexnim fungovani téla jako celku. Uplatiiuje se pfi
spermatogenezi, embryogenezi nebo destrukci nadorovych bunék (Shaha C. et al,
2010).

1.1. Apoptotické drahy

Apoptdza je spousténa biochemickymi mechanismy, které oznacujeme jako
proces jeji aktivace zahrnujici apoptotické drahy. Mezi zakladni aktivaéni drahy patfi
cesta vnéjSi a cesta vnitini, které se vzajemné doplnuji (Obr. 1). Vnéjsi draha je
aktivovana interakci ligandu a receptoru. Jeden z odliSnych mechanism( aktivace
vnéjsi drahy je pomoci otvor v bunéné membrané vzniklych pasobenim perforin(,
které uvolfuji serinové proteindzy (granzymy). Tento mechanismus uskute€niuji
napfiklad Naturall-Killer buriky. Vnitfni drdha se naopak aktivuje signalem z vnitfniho
prostfedi bunky. Pfikladem je metabolicky rozvrat, nedostatek Zivin, vliv cytostatik,
volnych radikall, zvySena koncentrace vapenatych iontu, stresové situace (infekce,
zvysené teplo, vliv radiace). DalSim hlavnim aktivacnim mechanismem je aktivace

proteinu p53 v pfipadé poSkozeni DNA (Koubek, 2010).

1.1.1. Vnéjsi apoptoticka draha

Vnéjsi aktivace apoptdzy probiha navazani ligandd smrti na receptory
umisténé na povrchu cytoplazmatické membrany. Hlavnimi ligandy jsou Tumor
Nekrotizujici Faktor (Tumor Necrosis Factor; TNF), Fas-ligand (Fas-L) a Ligand
indukujici apoptézu (Death effector domains; TRAIL=APO-2). Receptorem TNF
ligandu je TNF-receptor 1 nebo TNF- receptor 2 (TNFR-1/TNFR-2), pro Fas-L to je
Fas-receptor (CD95). Faktor TRAIL ma pét hlavnich receptori, mezi které fadime
TRAIL-R1 (DR4), TRAIL-R2 (DR5), TRAIL-R3 (DcR1), TRAIL-R4 (DcR2)
a osteoprotegerin (OPG) (Su Z. et al, 2015).

Interakci ligandu TNF s pfisluSnym receptorem zpUsobuje vznik trimeru TNF
receptor zprostfedkovana smrtici doména (TNF receptor-associated death domain;

TRADD), ktera zesiluje pfenasejici signal. Nasleduje vazba na prokaspazu-8 tvofici
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vazbu se smrtici efektorovou doménou. Autohydrolyzou probiha aktivace
prokaspazy- 8 na kaspazu-8 spolecné s aktivaci prokaspazy-3 na kaspazu-3, ktera je
zodpovédna za rozstépeni intracelularnich proteint pfi degradaci buriky.

Druhou mozZnou vnéjSi cestou aktivace apoptdzy je vazba Fas-L s pfFislusnym
receptorem za tvorby Fas-sdruzené smrtici domény (Fas- associated death domain;
FADD) aktivujici prokaspazu-8. Cely komplex ligandu, receptoru a prokaspazy-8 se
nazyva smrt-indukujici signalni komplex a nastava opét aktivace prokaspazy- 8
a prokaspazy-3 (Xu X. et al, 2019).

RECEPTORY SMRTI
(VNEJS{ APOPTICKA DRAHA)
MITOCHONDRIE
DNA posk i, ER stres, oxidaéni
po ozen.l s res, oxidacni (VNITRN APOPTICKA DRAHA\
DISC stres, virova infekce
l Bid ——————— > tBid\

Kaspaza-8
Y =0

A
Kaspaza-9 Aktivator ¢ l
kaspaz .
° . Bioenergetické

krize
Terminalni kaspazy

Kaspdaza-nezdvislé efektory

Redoxni krize

Nukleazy

[ ——— APOPTOZA / /

Obr. 1: Apoptické drahy.

(prevzato a upraveno z Galluzzi L. et al, 2008); zkratky: DISC - smrt-indukujici signalni komplex;
Bid — BH3-interagujici doména smrti, tBid - Stépny produkt Bid, MMP - Mitochondrialni membranova
propustnost, Aym - Mitochondrialni transmembranovy potencial.

Draha TRAIL je obdobna TNF Apoptoticka cesté, ale ucinek rozsahu aktivace
drahy zahrnuje i aktivaci T-bunék imunitniho systému nebo destrukci nadorovych
bunék, proto je TRAIL znam i jako protirakovinotvorny Ccinitel. Jeho vlastnosti
ovliviiuje protein p53 vyskytujici se ve zvySené mife a pozménéné podobé
v rakovinovych bunkach. Velké mnozstvi rakovinovych bunék je v8ak na IéCbu

pomoci TRAIL rezistentni, probiha vSak neustaly vyzkum hledajici u€inngjsi formy
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TRAIL. Jako prvni byl objeven RGD-TRAIL pUsobici ve vice nadorovych bunéénych
liniich. Mezi vyrazné ucinnéjsi formu fadime TRAIL s Annexinem V, TP8. (Xu X. et al,
2019)

Propojeni s vnitini drdhou nastava, pokud se aktivaci prokaspazy-8 rozstépi
protein Bid (BH3-interacting domain death agonist; BH3-interagujici doména smrti)
na tBid, ktery je transportovan do mitochondrii. Vysledkem je konformacni zména
peptidu Bax, Bak a jejich oligomerl patfici do B-Cell lymphoma-2 (Bcl-2 rodiny)
uvolnujici cytochrom c¢ z mitochondrie za tvorby ApoBDs nebo interagujici
s Aktivacnim faktorem 1 pro apoptickou proteazu (Apoptosis proteas activating
factor-1; Apaf-1). Nasleduje aktivace prokaspazy-9 na kaspazu-9, ktera Stépi

efektorové prokaspazy zplsobujici destrukci buriky (Chen Q. et al, 2018).

1.1.2. Vnitrni apoptoticka draha

Pokud je stimul spoustéjici vnitfni drahu pfitomen, vyvola rozvrat
mitochondrialni membrany, ktery je regulovan proteiny Bcl-2 rodiny. V disledku
zvySeni permeability se tvofi Mitochondrialni permeabilni pfechodny pér, ktery
umoznuje prinik pro-apoptotickych faktorl, jako je cytochrom c, do cytosolu.
Apoptozém tvofen cytochromem-c, Apaf-1 a kaspazou-9, ktera spousti proteolytickou
kaskadou efektorové kaspazy-3 vykonavajici sebedestrukci buriky (Xu X. et al,2019;
Chen Q. et al, 2018; Su Z. et al, 2015).

Na kaspazach nezavisla vnitini draha je regulovana s apoptdza indukovanym
faktor. Tyto faktory jsou ukotvené na vnitfni membrané mitochondrie, odkud se
pomoci jaderného lokaliza¢niho signalu premisti po $tépeni kalpainu do jadra, kde
Stépi DNA a zplsobuje kondenzaci chromatinu (Xu X. et al, 2019).

Draha zavisla na endoplazmatickém retikulu aktivuje homeostaticky rozvrat
vapenatych iontll, nedostatek Zzivin & hypoxie. Hlavni slozkou je kaspaza- 12
umisténa na membrané endoplazmatického retikula aktivovana tvorbou komplexu
s inozitol-vyzadujici enzym-1-a-TNF receptor asociovany faktor-2 (TRAF-2) komplex
nebo diky kalpainu. Dusledkem tvorby komplexu dochazi k pfemisténi kaspazy-9
z ER do cytosolu, coz aktivuje kaspazu-3, ktera zpusobi destrukci buriky (Chen Q. et
al, 2018).
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1.2. Regulace apoptézy
Cely pribéh apoptdzy je fizen pomoci regulaénich proteini a mechanismu

rozliSujici se podle pusobeni a u€inku.

1.2.1. Kaspazy

Mezi hlavni pfimé regulatory patfi kaspazy. Z chemického hlediska to jsou
cysteinové proteazy hydrolyzujici peptidové vazby v misté aspartanu (Koubek K.,
2010). Lidsky genom kéduje 15 kaspaz ulozenych intracelularné v neaktivni podobné
ve formé zymogend, prokaspaz, vyzadujici k aktivaci dimerizaci €i Stépeni (Chung,
Pharm. D. Clement, 2018). Dimerizace je umoznéna adaptacnimi proteiny vazaijici se
na specifické oblasti v prodoméné prokaspaz. Konkrétni mechanismus vazeb zavisi
na bunécéném adaptéru a na oblastech domén protein-protein uvnitf kaspaz. Mezi
iniciaéni kaspazy se fadi kaspaza-8,kaspaza-9, kaspaza-2, kaspaza-10 aktivované
dimerizaci, ktera usnadnuje autokatalytické Stépeni na jednu velkou a jednu malou
podjednotku stabilizujici vznikly dimer. Mezi efektorové kaspazy se zahrnuje
kaspaza-3, kaspaza-6 a kaspaza-7 aktivované S$tépenim iniciaCnimi kaspazami.
St&peni mezi velkou a malou pojednotkou umozni konformaéni zménu, ktera aktivuje

kaspazy spojenim dvou aktivnich mist dimeru (Mcllwain.et al., 2013).

1.2.2. Pro-apoptotické a anti-apoptotické faktory

Rodina Bcl-2 zahrnuje 25 proteint charakterizovanych pfitomnosti BH-domén
ve struktufe. Podle funkce rozliSujeme anti-apoptotické (Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1, Bcl-W,
A1), pro-apoptotické efektorové (Bak, Bax), pro-apoptotické pfimé aktivatory (Bid,
Bim) a na nepfimé aktivatory (Bad, Bik, BmF, HRK, Puma, Noxa) (Ondrouskova E.,
Vojtések B., 2014). Faktory mohou tvofit dimery pomoci BH-3 domén a zpusobovat
jejich inaktivaci. Jejich vzajemny pomér a interakce rozhoduje, zda bude apoptoticka
draha inhibovana nebo aktivovana (Mcllwain. et al, 2013).

Ristové faktory brani aktivaci kaspaz nebo je pfimo inhibuji. Cleny Bcl-2
rodiny inhibuje Akt serin/threonin-proteinova kinaza, dalsi inhibitory jsou Bad nebo
kaspaza-9. V mitochondrialni cytoplazmé jsou pfitomné malé molekuly zpusobuijici
inhibici proteinu inhibitoru apoptdzy (Inhibitor of apoptosis; IAPs) — NAIP, c-
IAP1/HIAP-2, c- IAP2/HIAP- 1, XIAP/hILP, které jsou vyvazovany a inaktivovany

17



proteiny SMAC/DIABLO, ARTS nebo proteazou Omi/HtrA2 (Xu X., Lai Y., Hua Z.,
2019; Ondrouskova E., Vojtések B., 2014).

DalSim regulatorem je protein p53, jaderny transkripCni faktor, povazujici se
za klasicky tumorovy supresor. Hlavni funkci je spravna reakce na bunécény stres
vyvolany poskozenim DNA vedouci ke genomovym aberacim zahrnujici mutaci,
deleci nebo translokaci, jejichz akumulace mulze zpUsobit rakovinu. Chemicka
struktura zahrnuje tfi funkéni domény zahrnujici NHo>-terminalni kyselou
transaktivaCni doménu, doménu vazajici DNA a COOH-terminalni oligomerizacni
doménu. Aktivaci proteinu p53 indukuje fosforylace a acetylace. Fosforylace nastava
pfi reakci se Ser-15, Ser- 20, Ser-46 v reakci na poSkozeni DNA, NHx-terminalni
fosforylace zvySuje disociaci Murine double-minute 2, a tim aktivuje protein p53. Bylo
dokazano, ze fosforylace ne vzdy plsobi jako aktivator, Polo-itelike kinase-1 inhibuje
prostfednictvim tohoto mechanismu. Acetylace je zprostfedkovana proteinem p300
interakci s NH2- koncovou oblasti proteinu p53 zpulsobujici acetylaci COOH-
terminalnich Lys zbytk(. Eliminace poSkozené DNA je zprostfedkovana navazanim
kratkého peptidu, ubikvitinu, na cilova mista ligace. Mezi inhibitory proteinu p53 patfi
proteinové fosfatazy PP-1, PP-2, které zpUsobujici defosforylaci (Ozaki T.,
Nakagawara A., 2011).

1.2.3. Pro-i anti-apoptotické regulatory

TNF-a je pleotropni cytokin s protinadorovymi ucinky, ktery ma funkci
proapoptickou, ale za urcitych okolnosti muze aktivovat transkripéni nuklearni faktor
kappa-B, ktery indikuje expresi IAPs. Mezi podobny regulator patfi c-Jun N-terminalni
kindza (c-Jun N-terminal kinases; JNK) (Koubek K., 2010; Chung, Pharm. D.
Clement, 2018).

2. JNKkinaza

Rodina mitogen-aktivovanych protein kinaz (MAPK) zahrnuje JNK kinazy (1-
3), p38 kinazy (izoformy o, B, y, 8) a extracelularni signal-regulované kinazy
(Extracellular signal-requlated kinases; ERK 1,2,5). Nazev MAPK je odvozen
od schopnosti fosforylovat serin/threonin specifické enzymové zbytky (Peti W., Page
R., 2013).
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Objeveni JNK kinazy bylo v 90. letech 20. stoleti v testovani vazby c-Jun
s extrakty z bunék Hela, lidskych epitelialnich bunék izolovanych z rakovinnych
bunék délozniho hrdla Henrietty Lacksové, stimulované UV zafenim. Bylo zjisténo,
ze JNK draha je dulezitou soucasti bunéénych procesl, mezi které patfi napfiklad
fosforylace  transkripéniho  faktoru p53. Dale hraje dullezitou Uulohu

u neurodegenerativnich onemocnéni, rakovin &i diabetu (Okamura T. et al, 2015).

Obr. 2: Struktura JNK kinazy.
(prevzato a upraveno z Peti W., Page R, 2013); zkratky: HR1 (hydrofobni oblast 1), HR2

(hydrofobni oblast 2).

Mezi dalSi ulohu patfi regulace embryonalniho vyvoje, nervového systému
i imunity (Zeke A. et al, 2016). Dulezitymi vlastnosmii jsou schopnosti inhibovat
i indukovat apoptézu. Rozhodujicim faktorem je typ bunék, povaha stimulace
bunéfné smrti a uroven aktivita jinych signalnich drah. Aktivace této drahy je
indukovana biotickymi &i abiotickymi stresovymi udalostmi (ionizujici zareni, teplo,
oxidacni stres, poSkozenim DNA, zanétlivé cytokiny, ristové faktory, infekce, zanét,
cytoskeletarni zmény).

Jednou z dllezitych roli pfi volbé bunééného mechanismu smrti je vlastnost
klicCovych molekul. Vysoka hladina ATP podnécuje proces apoptdzy, nizka hladina
ATP naopak nekréozu. Proto nadmérna spotifeba ATP nebo inhibice ATP muze vést
k pfechodu z apoptdzy do nekrézy a naopak. Dulezitou roli ma aktivovana kaspaza-
8, kterda za normalni aktivity indukuje apoptickou drahu. Pokud je jeji aktivita
farmakologicky inhibovana (napfiklad pomoci kaspaz inhibitoru ZVAD) nebo
geneticky inhibovana (RNAI-mediovana inhibice), aktivuji se fosforylaci Receptor-

interakéni serin/threonin-protein kinaza 1/3 (Receptor-interacting serine/threonine-
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protein kinase 1/3; RIPK 1/3), které indukuji tvorbu nekrozému a naslednou
nekroptézu (Chen Q. et al, 2018).

2.1. Druhy JNK kinaz

Nazev JNK kinazy je odvozen od schopnosti fosforylovat serinové zbytky
v polohach 63 a 73 v amino-termalni doméné c-Jun protoonkogenu. Lidsky genom
ma schopnost kdédovat 3 druhy JNK kinaz, JNK1 (Mapk8), JNK2 (Mapk9) a JNK3
(Mapk10) na chromozomech 10q11.22, 5935, 4921.3 v tomto pofadi. Kazdy druh je
exprimovan ve formé kratké (46 kDa) a dlouhé (54 kDa) a v nékolika isoformach
vzniklych alternativnim sestfihem. Nej¢astéjSim mistem je spojeni C-koncového
laloku kinazové domény a pouziti dvojice vzajemné se vyluCujicich Sestych exonl
(Zeke A. et al, 2016).

Prvni dvé JNK kinazy jsou exprimovany témér ve viech tkanich lidského téla,
ale JNK3 pouze v mozku, varlatech a srdci. Eliminace obou JNK1 i JNK2 vede
k fetalni letalité¢, zatimco eliminace bud JNK1 nebo JNK2 nezplsobuje smrtelné
nasledky (Grynberg K. et al, 2017).

2.2. Struktura

Primarni struktura JNK kinazy obsahuje N-terminalni lalok s péti spletenymi 3-
skladanymi listy a C-terminalni lalok s Sesti a-helixy (Obr. 2). Oba laloky jsou spojené
zavésem smycCky. Funkci C-terminalniho laloku je hlavné koordinace ATP a ovlivnéni
substratové vazby. Dulezitym rozSifenim na N-terminalnim laloku je KIM-doména
obsahujici 13-16 aminokyselinovych sekvenci, které umoziuji interakci s bunkou
a podporu selektivity kinazy. Ostatni domény ovliviuji jeji specificnost (Tab. I).

Zavés smycky je tvoren 5 €astmi, které jsou Ala (113/151) -Asp (112/150) -Met
(111/149) -Leu (110/148) -Glu (109/147) a uplatiuji se hlavné pfi vazbé na substrat.
DalSi oblasti je ATP-vazajici oblast. Dokovaci oblast se sklada z dokovaci hydrofobni
drazky a zaporné nabité CD oblasti, coz umoziuje vazbu na dokovaci motivy
cilovych proteintd. Dokovaci drazka ma linearni charakter a obsahuje 3 hydrofobni
kapsy tvofené vzdy zjednoho pozitivné nabitého zbytku (Arg/Lys) a sérii
hydrofobnich zbytk( propojenych linkrem s proménlivou délkou. Tato skutecnost
mimo jiné odliSuje JNK kinazy od ostatnich ¢lend MAPK rodiny, které maji 4

hydrofobni kapsy, a tim padem delSi hydrofobni drazku. Dlvodem je rozdilnost
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navazanych zbytk(. U ERK kinazy jsou navazanymi zbytky E81 a D321, zaporné
nabity zbytek E81 je u JNK kindzy nahrazen kladné nabitym zbytkem K84 s delSim
postrannim fetézcem E329. Poloha E329 stabilizuje zbytek K83, a tim padem
i Ctvrtou hydrofobni kapsu ¢u (Peti W., Page R., 2013). U JNK kinaz jsou pfipustné
dva hlavni motivy vazby, kterymi je nuklearni factor aktivovanych T-bunék 4 (Nuclear
factor of activated T-cells 4, NFAT4) tfida tvofici kratky helix a JNK vazajici protein 1
(UJNK interacting protein 1; JIP1) tfida. U motivu NFAT4 tfidy mame v tomto pofadi
navazany pozitivné nabity zbytek, 2 libovolné AMK a 3 hydrofobni kapsy stfidajici se
s libovolnymi AMK. Struktura JIP1 motivu je obdobna, ale prvni hydrofobni kapsa se
nachazi za pozitivné nabitym zbytkem nasledovany 2 libovolnymi AMK a stfidajicimi
hydrofobnimi kapsami s AMK. Struktury NFAT4 a JIP1 maji motiv dle pofadi 8 — x —
X—@Q,—X—@Qa—Xx—@g; 0 —@, —x—x—@, —x — g (Zeke A.et al, 2016).

JNK Sekvence Sekvence MAPK
JNK1 FLNLTTP RKP JIP1
JNK1 ELPLY-L HDRSPR NFAT4
JNK3 PLDLGSP RVV SAB
JNK3 FKLT-M EHK AFT2
JNK3 FLNLTTP RKP JIP1

Tab. I: Sekvencni razeni peptidi ve vazbé k prislusnym MAPK ve sméru C-N.
(pfevzato a upraveno z Peti W., Page R., 2013).

2.3. Aktivace JNK kinaz v procesu apoptozy

Draha JNK kinazy je fizena pfenosem signall, které jsou oznacované jako
tfistupfiové MAPK drahy a jsou tvofeny tfemi urovnémi kindz. Nejvyssi uroven kinaz
oznacovana MAP3K (MAP-kinaza kinaza kinaza) umoznuje vstup do signalnich drah,
pfijima signaly. Do této skupiny fadime DLK, MLK3, TAK1, MEKK1, ASK1, ASK2,
MEKK4. Stfedni uroven kinaz tvorena MAP2K (MAP-kinaza kinaza) zprostifedkovava
aktivaci hlavnich molekul, v naSem pfipadé MKK4 a MKK7. Nejniz8i uroven kinaz
MAPK se podili na tvorbé odpovédi a je efektorem drah JNK kindzy. Tento
mechanismus umoznuje lepsi koordinaci a odezvu na pfijimany signal (Obr. 3). Doba
odezvy na signalni podnéty nastava v ramci nékolika minut a je pfechodna.

Hormony a neurotransmitery se navazi na receptory spfazené s G proteinem,
které se nachazi na vnéjsSi strané membrany. Vazba zpusobi zménu konformace
receptoru, ¢imz je komplex signalni molekula-receptor aktivovan. Z vnitfni strany

membrany se navaze G-protein, ktery je tvofeny tfemi podjednotkami o, B, 7.
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Nasledné nastava rozruSeni vazby receptor-G-protein. Podjednotka o navazana na
receptor se navaze v cytosolu na protein homologu kontrolniho proteinu bunécného
déleni 42 nebo na Rac1 protein (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1). Oba
patfi do rodiny Rho malych GTPaz a maiji schopnost aktivovat MLK3 (Mixed- lineage
kinase 3) a DLK (Dual Leucine zipper kinase). U DLK se oblast sto¢ené spiraly
navaze na N-konec segmentu neuspofadaného MKK7  a fosforylaci
na Thr277/Ser281 se aktivuje (Zeke A. et al, 2016; Win p. et al, 2018).

Jind mozna aktivace MKKY7 je proteinem MLK3. V tomto pfipadé pfedchazi
aktivaci autoinhibice proteinovymi ligandy a po ulevé se MLK3 alostericky dimerizuje
interakci doménou stoCené spiraly a aktivuje se. Aktivni forma umozni vazbu
na neaktivni MKK7, a tim komplex aktivuje.

Mezi vyvojové podnéty aktivujici JNK drahu patfi Wnt signalizace a TGFf
signalizace. Receptor Wnt ( Wingless/Int-1 receptor) je kli€ovy v embryonalnim
vyvoji, podili se na vyvoji kon€etin, mozku a dalSich organu. Na vnéjsi strané
membrany je Wnt receptor, na ktery se navaze glykoprotein z Wnt rodiny na Fz ko-
receptor (dle studii zahrnuji NRH1, Ryk, PTK7, ROR2). Nasleduje vazba vzniklého
komplexu na Drosophila disheveled gen, ¢imz se aktivuje. Hlavni ulohu v aktivaci
Rac1 ma DEP doména vyskytujici se na Drosophila disheveled genu (Gordon K. J.,
Blobe G. C., 2008). Nasleduje aktivace MLK3/DLK, aktivace MKK7 a fosforylaci
aktivace JNK kinazy.

Receptory transformuijici rlstovy faktor § (Transforming growth factor f3; TGF-
B) aktivuji TRAF adaptorovy protein (TNF receptor associated factor; TNF
receptorem asociovany faktor) ubikvitinaci Lysinu 63 (K63). Dfive je klicovy ubikvitin-
konjugacni enzymovy komplex Ubc13-Uev1A, ktery modifikuje TRAF2. Nasledné
komplex ubikvitin-ligaza E3 zpUsobi rozpad TRAF2 na nerozpustné cytoskeletarni
komplexy vazajici se zinkovym prstem na domény Tab1/2 (TGF-p Activated Kinase 1

Binding Protein 1/2; TGF-f Aktivovana kinaza 1 vazajici protein 1/2).
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Obr. 3: Signalni drahy aktivace JNK kinaz.

(prevzato a upraveno ze Zeke A. et al, 2016); zkratky: MAP3K-DLK (Dual leucine zipper kinase),
MLK3 (Mixed-lineage kinase 3), TAK1 (TGF-P-activated kinase 1), MEKK1 (Mitogen-activated protein
kinase kinase kinase 1), ASK1/2 (Apoptéza signal-regulujici kinaza 1/2), MEKK4 (Mitogen-activated
protein kinase kinase kinase 4); JNK kinazy (c-Jun NH: terminélni kindza); Cdc42 (Homolog
kontrolniho proteinu bunééného déleni 42), Rac1 (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1), Tab1/2
(TGF-p Aktivovana kinaza 1 vazajici protein 1/2), TRX (Thiredoxin), GADD45 (The Growth Arrest and
DNA Damage); GPCRs (Receptory spfazené s G proteinem), Wnt (Wingless/Int-1 receptor), TGFf
(Rustovy faktor f), TNFa (Tumor nekrotizujici faktor ), TLR receptor (Toll-like receptor), NOD
(Nukleotid vazajjici oligomerizaéni doména), RIPK2 (Receptor-interakéni serin/threonin-protein kinaza
2), TRAF (TNF receptorem asociovany faktor), MKP1/5 (Mitogenem-aktivované protein kinaza
fosfataza 1/5).

Kli¢ovou roli vtomto kroku ma RING doména umisténa na N- konci, protoze
ma schopnost rozpoznat proteiny urené k degradaci (Laine A., Ronai Z., 2005).
Vazba Tab1/Tab2 na TAK1 (TGF-P-activated kinase 1) zpusobi konformacni zménu
a je sprostfedkovana vazbou -COOH konce na TAK1 zdlvodu vyyskytu oblasti
bohaté na serinové a threoninové zbytky podobné oblasti v NH> konci TAK1
(Shibuya H. et al, 1996). Aktivovany TAK1 ma schopnost aktivovat MKK4/MKK7 a ty
fosforylaci aktivovat JNK kinazy (Wuerzberger-Davis Shelly M., 2010).
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Zanétlivé podnéty spousti TNFa signalni drahu. Vazba TNF signalu na TNFR1
receptor umozni trimerizaci TNFR1, coz posili adaptor TRADD diky interakcim
smrticich domén. Utvofi se komplex zahrnujici TRADD-RIP1-TRAF2. Nasleduje
odstépeni RIP1 z komplexu K63 deubikvitinaci, coz aktivuje TRAF adaptorovy
protein. Disociovany komplex vaze FADD, kaspazu-8, RIP1 a RIP3 do formy
druhého komplexu. Kapsaza-8 stépi RIP1 a RIP3, a tim indukuje apoptézu. Pokud by
se tak nestalo a kaspaza-8 ¢i FADD byl inhibovan, nenastala by apoptdza ale
nekroptoza (Seki E. et al, 2012).

DalSim signalnim podnétem jsou extracelularni patogeny, na které reaguje
TLR receptor (Toll-like receptor). Oligomerace s Myeloid differentiation primary
response 88 umoziiuje vazbu na s Interleukin-1 receptorem asociovanou kinazu 1
a E3 ubikvitin ligazy TRAF6 (Ippagunta S. K. et al, 2018). Nasledné dochazi k vazbé
na MEKK1 (Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1) diky rostlinné
homodoméngé, kterd ma funkéni podobnost s RING doménou a je umisténa na N-
konci. Nasleduje autosfosforylace MEKK1, tim dochazi ke konformacéni zméné
a aktivaci. Aktivni forma dale fosforyluje MKK4, ktera fosforylaci aktivuje JKN kinazy
(Laine A., Ronai Z., 2005). Jinou moznosti je vazba aktivované MEKK1 na Tak1
vazajici Tab1, ktera je umoznéna diky PHD doméné (Suddason T. et al, 2016).

Na stimulaci intracelularnimi patogeny reaguje NOD doména (Nukleotid-
binding oligomerization domain 2; nukleotid vazajici oligomeracni doména) reaguijici
na bakterialni peptidoglykany, které uvolfiuji muramylové dipeptidy. Po stimulaci
nastava oligomerizace a vazba na RIPK2 pfes domény CARD-CARD (Caspase
activation and recruitment domains; Kaspaza aktivacni a najimaci doména).
Nasleduje autofosforylace a polyubikvitinace K63, coZz umozni vazbu na Tab1/Tab2
a nasledné na TAK1, ktery umozni aktivaci MKK4/MKK7 (Magalhaes G. J. et al,
2011).

Draha reaguijici na reaktivni formy kysliku (ROS) se aktivuje pfi oxidacnim
stresu, stresu endoplazmatického retikula, nadbytku Ca?* iontd, zanétlivymi cytokiny
a infekci. Tato cesta je dllezita v procesech tykajici se pfirozené imunity a virovych
infekci. Detekce hladin Ca?* iontl je umoznéna diky vazebnému proteinu vazajici
vapenaté a integrinové molekuly (Win p.et al, 2018). Signal zpusti oxidaci cysteinl
antioxidantu Trx (Thiredoxin), ktera umozni disociaci Trx z ASK1 kinazového
komplexu (Apoptosis signal-regulating kinase 1; Apoptdza signal-regulujici kinaza 1).
Vazba mezi Trx a ASK1 je umoznéna pies N-koncové kinasové coiled-coil domény
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a vyskytuje se pouze pfi acidobazické rovnovaze organismu, ktera udrzuje ASK1
v neaktivni formé. Uvolnénim této vazby nastava konformacéni zména oligomeru
ASK1 skrz N-koncovou stocenou civku, ktera zplsobi autofosforylaci threoninového
zbytku Thr845 nachazejiciho v aktivaéni smyCce kinazové domény. Tim se ASK1
aktivuje, fosforyluie MKK4 a aktivuje JNK kinazy (Santabarbara-Ruiz P. et al, 2019;
Kovalic A. J. et al, 2018; Hattori K. et al, 2009).

Vliv UV zarfeni, rentgenové zareni, nizké pH, hypoxie, hyperosmoticky nebo
onkogenni stres aktivuji transkripéni ¢innost GADD45 proteint (The Growth Arrest
and DNA Damage), GADD45a, GADD453 a GADD45y. Tyto proteiny jsou
neenzymatické, mechanismus reakci je tedy mozny pouze interakcemi
s proteinovymi partnery nebo modulaci pfistupu DNA k pfisluSnym proteinim.
Aktivace spociva v navazani na N- konec MEKK4 kinazi (Mitogen-activated protein
kinase kinase kinase 4), ktera vyvola konformaéni zménu vedouci k autofosforylaci
a aktivaci. Aktivovany komplex nasledné specificky fosforyluje MKK4 (Moskalev A. A.
et al, 2012). Tyto proteiny mohou mit i anti-apoptotické ucinky. V hematopoetickych
bunikach vliivem UV zafeni GADD45a, aktivuje nuklearni faktor kappa-B-p38 drahu
preziti zahajenim opravy DNA, dale zabrana apoptézy nastava u nervi michy po
odnéti rustového faktoru. Oprava DNA je umoznéna diky pfimé interakci se 4 histony

jadra, coz umoznuje demethylaci DNA (Salvador J. M. et al, 2013).

2.3.1. Vazba MKK4/MKK7 na JNK kinazu
Pfimou aktivaci JNK kinaz zprostfedkovava MKK4/MKK7 skrz dualni
fosforylaci aktivacni smycky dle motivu Thr-Pro-Tyr. Molekularni rozpoznavani je
zprostfedkovano prostfednictvim dokovaci mista, ktera nesou homologni sekvence
rozpoznani. Principem je navazani bazickych zbytki MKK4/MKK7 na zaporné nabita
dokovaci mista JNK kindz a vlozeni hydrofobnich zbytki MKK4/MKK7
do hydrofobnich kapes na povrchu JNK kinaz. Komplex MKK7 obsahuje 3 dokovaci
mista D1, D2 a D3 na N-konci. V roce 2015 byla provedena experimentalni studie
vaznosti JNK1 na 3 rozdilna dokovaci mista pomoci isotermalni titracni kalometrie.
Bylo zjisténo, Ze JNK1 se vaze na vSechny dokovaci mista pouze s malym rozdilem
afinit stejné a jedna molekula MKK7 je schopna vazat 3 JNK molekuly (Kragelj J. et
al, 2015). Hlavnim motiv vazby MKK7 na JNK kinazu je dle NFAT4, alternativni dle
JIP1. To, Ze jsou mozné oba konformacni motivy, vypovida o schopnosti molekuly
MKK7 oscilovat mezi t€émito motivy. U molekul, které mohou interagovat s MKK4
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i MKK?7 je rozhodujici vychozi stimul. Vazba MKK4 na JNK nastava prostfednictvim 1
dokovaciho mista, které se nachazi na N- konci. Pfednostni aktivace MKKY7 je u IL-1,
TNF-a. MKK7 vyhradné u JNK. MKK4 i u p38.

2.4. Signalni draha aktivovanych JNK kinaz

Aktivovana JNK kinaza reaguje dle typu bunék a pfislusného pfijimaného
signalu, vSechny tyto cesty se s nejvétsi pravdépodobnosti neuskutecni ve stejném
typu bunék (Obr. 4). Mozna interakce je az s 50 rliznymi molekulami. Primarnim
cilem je zvySeni exprese pro-apoptotickych jadernych gend, jako je c-Jun, p53 nebo
p73. Dale maze JNK kinaza pfimo fosforylovat nejaderné substraty, mezi které patfi
cytoskeletarni proteiny (DCX, MAP1B, WDRG62), mitochondrialni proteiny, ubikvitin-
proteinové ligazy, adaptorové proteiny, adhezivni proteiny (paxilin, katenin) a ostatni
proteinové kinazy.

Pfimou cestou je translokace aktivované JNK kinazy do jadra, kde nastava
fosforylace c-Jun na Ser63/73 a Thr91/93 (Win p. et al, 2018). Nasledna dimerizace
Jun proteind (JunB, JunD, c-Jun) a protei,n0 Fos (FosB, Fra-1, c-Fos, FR-A-2)
umozni tvorbu transkripéniho faktoru AP-1 (Activator protein-1; Aktivator protein-1).
Hlavni funkci AP-1 je transkripce pro-apoptotickych proteind, jako je napfiklad TNFa,
Fas-L nebo Bak. Naopak c-Jun muze aktivovat i anti-apoptotickou drahu v podobé
degradace sebe samotného. Mechanismus spociva ve fosforylaci c-Jun na Thr239,
coz umozni navazani Fbw7 rozpoznavaci slozky substratu (F-box and WD repeat
domain-containing 7) E3-ligazy iniciujici destrukci c-Jun (Higgings P. J., 2010).

Jako dalsi substraty mOze JNK fosforylovat JunD, ATF2/3 (Activating
transcription factor 2/3; Aktivaéni transkripni faktor 2/3), EIk1, EIk-3, RXRa, RARaq,
AR, NFAT nebo c-Myc (Seki E. et al, 2012). Transkripéni faktor c-Myc slouZzi jako
proto-onkogen a v nizkych koncentracich se nachazi v burikach fyziologicky. Jakmile
je stabilizace faktoru v zavislosti na signalnich podnétech narusSena, exprese c-Myc
se zvySi, coz muze signalizovat tvorbu nadoru. Hladina c-Myc se proto kontroluje.
Mechanismus plsobeni je regulovan 3 molekulami, mezi které patfi SCF (SkpCullin-
F-box), Fbw7 a E3 ubikvitin ligazou. Pokud jsou tyto kontrolni molekuly ohrozeny,
nastava dysregulace c-Myc a tvorba nadort (Mei Y., Wu M., 2016).

Alternativnim mechanismem pusobeni aktivované JNK je pfima fosforylace

rodiny p53 proteind na Thr81 JNK kinazou. Proteiny p53 jsou kddované genem
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TP53, ktery se nazyva tumor supresorovy gen. Hlavni funkci je zabrana vzniku
nador(l, regulace bunécného cyklu, regulace apoptézy &i oprava DNA. Vyznamnost
je dana tim, Ze protein p53 je inaktivovana ve vice nez u poloviny vSech lidskych

rakovin.
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Obr. 4: Mechanismy pusobeni aktivované JNK kinazy.

(pfevzato a upraveno z Dhanasekaran D. N., Reddy P. E., 2017); zkratky: JNK (c-Jun NH2 terminalni
kinaza), Bax (Bcl2-asociovany X protein), Bid (BH3-interagujici doména smrti). Bcl-2 (B-cell
lymphoma-2), TRAF 2 (TNF receptorem asociovany faktor 2). Casp-3,-7,-8,-9 (Kaspaza-3,-7,-8,-9).
Apaf-1 (Aktivacni faktor 1 pro apoptickou proteazu), ATF2 (Aktivacni transkripcni faktor 2), AP-1
(Aktivator protein-1), Fas-L (Fas-ligand), TNF-a (Tumor nekrotizujici faktor-c).

Pfimou fosforylaci proteinu p53 mohou zprostiedkovat kinazy CHK1/2
(Checkpoint kinase-1/2), ATM (Ataxia telangiectasia mutated), ATR (ATM and RAD3-
related) aktivované vlivem genotoxického stresu (Westermarck J., 2010). Fosforylace
JNK kindzou probihda na Ser6, tim dochazi k inhibici vazby ubikvitinu ligazy
na protein p53 a stabilizaci jeho hladiny. Vazba ubikvitinu ligazy na protein p53

za normalnich okolnosti reaguje na poskozené DNA a spousti degradaci vzniklého
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komplexu. NejznaméjSim negativnim regulatorem je Mouse double minute 2
homolog. Bylo dokazano, ze exprese FDH (10- formyltetrahydrofolat dehydrogenaza)
je u nadorovych onemocnéni snizena a jeho hladina reguluje p53-zavislou apoptézu.
Dale protein p53 indukuje exprese dalSich pro-apoptotickych genu jako je Bax (Bcl2-
associated X protein; Bcl2-asociovany X protein) a PUMA (p53 up-regulated
modulator of apoptosis; p53-up regulaéni modulator apoptézy), NOXA, letalni
receptor CD95. DalSi moznou cestou aktivace procesu apoptdzy je uvolnéni
cytochromu ¢ z mitochondrii, v disledku oligomerizace Bax po uvolnéni vazby p53
z Bcl-X. (Dhanasekaran D. N., Reddy P. E., 2017; Mei Y., Wu M., 2016).

Mimo fosforylace proteinu p53 mize JNK kinaza fosforylovat proteinu p73,
ktery je strukturalni a funkéni homolog proteinu p53 patfici do rodiny p53. Na rozdil
od proteinu p53 ma protein p73 navic doménu na C-konci, ktera chrani protein pred
ubikvitinaci a ma obecné 7 potencialnich fosforylaénich mist, ale jen 3 z nich
vyskytujici se u lidi. Oba proteiny maji podobné funkce. Iniciaci apoptozy
zprostfedkovava protein p73 transaktivaci pro-apoptotickych gen p73 nebo pomoci
mechanismu s cisplatinou. Mezi odliSné geny patiéi GRAMD4 gen, apoptin, ostatni
jsou stejné jako u p53. Mitochondrialni translokaci a oligomerizaci Bax umozniuje
GRAMD4, a to pouze u proteinu p73. Apoptin indukuje apoptéozu selektivné
v rakovinnych burikach. Podporujicimi molekulami jsou v tomto pfipadé BH3 protein
PUMA a prstenik domény E3 ubikvitin RIP2 (Yoon Mi-K. et al, 2015).

Podnéty spoustéjici vnitfni drahu apoptdzy aktivuji pro-apoptotické proteiny
Bax nebo Bak pomoci BH3 proteinu. Aktivované Bax/Bak umozni vnéjsi
mitochondrialni membranovou permeabilizaci. Principem je translokace Bax/Bak do
mitochondrie diky fosforylaci 14-3-3a proteinu, ktera zplsobuje disociaci Bax/Bak
a pozadovanou translokaci, ktera stimuluje uvolnéni pfedevSim cytochromu C
z intramembranového prostoru. Cytochrom c¢ spole¢né s Apaf-1 a kaspazou-9 tvofi
apoptozém, ktery aktivuje kaspazu-3 a kaspazu-7 indukujici apoptézu. Dalsi
apoptoticky ucinek podporuje fosforylace na Ser128 v proteinu Bad. Pokud
apoptotické stimuly nejsou, je Bad fosforylovan na Ser112/138/155 a vazan 14-3-3
proteinem do neaktivhiho komplexu. Apoptézu vtéto draze podporuje jesté
fosforylace proteinu 14-3-3 Ser184, coz podpofi uvolnéni Bad zvazby. Viiv UV
zareni zpusobuje fosforylaci Bim a BMF, ktera uvolni vazby komplexu Bim- Dynein
a BMF-Myosin V. Oba mohou aktivovat Bax/Bak, nebo naopak vazat, a tim inhibovat

anti-apoptotické faktory Bcl-2. Fosforylace Bcl-2 na Ser70 muze byt zprostfedkovana
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pfimo JNK kinazou. Apoptéza vyvolana TNF-o receptorem zpUsobuje Stépeni Bid
a fragment o velikosti 21kDa se pfemisti do mitochondrie. Pfemisténi podporuje
uvolnéni SMAC/DIABLO protein a OMI mitochondrialnich proteind, které zpusobuji
inhibici anti-apoptotického proteinu XIAP a clAP1 protein, které inhibuji kaspazu-8,
coz zpUsobi aktivaci kaspazy-3 a kaspazy-7 vedouci k apoptoze.

Tubularni substrat Doublecortin-X ma schopnost vazat JNK kinazu pfimo.
Vétsina fosforylaCnich mist se nachazi na N-konci, C-konec vazem Doublecortin like-
kinase 1/2, které umoznuji zesiténi neuspofadaného C-konce. DalSim proteinem je
WD repeat-containing protein 62, ktery ma na svém C-terminalnim laloku 6
vazebnych mist pro fosforylaci JNK kindaz/MKK7 domén a na N-terminalni laloku
WD40. Dle studii se tento protein podili na normalnim vyvoji neuralnich

progenitorovych bunék.

2.4.1. Scaffold proteiny

Aktivace JNK kinaz muaze byt uskutecnéna i prostfednictvim scaffold proteind,
které usnadiuji interakci protein-protein v pfipadé, Ze komplexy postradaji vnitfni
enzymovou aktivitu (Obr. 5). Mezi nejvyznamnéjSi proteiny, které maji schopnost
vazat pfimo JNK nebo jeho aktivatory, patfi JIP 1, JIP 3, SAB, POSH, GRASP 1,
KSR1/KSR2.
interagujici protein1), protoze mize vazat MLK, DLK i MKK7. Plsobenim JIP 1
vytvari silnou pozitivni zpétnou vazbu. Struktura C-terminalni laloku obsahuje tfi
slozené domény. Prvni doménou je Phosphotyrosine-binding, or protein tail-binding,
ktera je dulezita pro vazani nakladu nevyzaduijici fosforylaci. Dal$i doménou je SH3
doména (Src homology 3), ktera umoznuje dimerizaci JIP1 a posledni doménou je
JNK vazajici doména obsahujici jedno ze dvou cilovych mist fosforylace S421.
Poslednich 10 AMK tvofi kinesin lehky fetézec vazajici linearni motiv, pomoci
kterého je transportovan proteinovy komplex. Dulezitou doménou je N- terminalni
neusporadany lalok, ktery je pfimo fosforylovan D-motivem JNK kindz a umozriuje
odpojeni proteinového komplexu. Na tomto laloku se téZ nachazi druhé cilové misto
fosforylace na Thr103 (Zeke A. et al, 2016; Win p. et al, 2018; Yasuda J. et al, 1999).

Dfive znamy JLP, dnes nazyvany JIP3 tvofi samostatnou skupinu regulujicich

proteint, které se vazou na ASK1 a reguluji ASK zavislou signalni drahy, ale
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nemuzou pfimo aktivovat JNK kinazu. Tento protein je typicky pouze pro JNK
signaliza¢ni kaskadu (Zeke A. et al, 2016; Win p. et al, 2018).

Scaffold protein POSH (Plenty of SH3) se vaze na protein Rac-1, MLK3
a zvySuje aktivitu JNK kinazy v této signalni draze. Komplex MEKK1 interaguje
s General receptor for phosphoinositides 1- associated scaffold protein a umoznuje
silnou aktivaci JNK kinazy. Tento protein se ucastni pouze JNK signalni drahy (Xu D.
et al, 2014).

Mitochondrialni Scaffold protein se nazyva SAB. Nachazi se na vnéjsi strané
mitochondrialni membrany. Jeho struktura obsahuje N-terminalni SH3 doménu,
jakozto vazebné misto nachazejici se uvnitf mezi membranového prostoru,
adoménu se 2 D- motivy na C-konci sméfujici do cytoplazmy. Tento protein je
nezbytny pro translokaci JNK kinazy do mitochondrii, jeho vy€erpanim pfemisténi

neni mozné (Win p. et al, 2018).

; Substrat
Substrat
o Cilové misto

@\ Cilové misto )
T

Scaffold protein

D-motiv D-motiv

Obr. 5: Schématické znazornéni pldsobeni Scaffold proteint pri aktivaci JNK kinaz.

2.5. Regulace JNK signalnich drah

Fyziologicky pribéh signalnich drah JNK kinazy je zavisly na dobé trvani
aktivace JNK kinaz i rozsahu aktivace. Obecné p38, p53, SIRT2, P300, NF-kB,
GADD45p a SAB moduluji aktivitu JNK kinazy. Cely mechanismus je proto vnitfné
fizen zpétnovazebné a pomoci regulaénich molekul. Dulezitou Ulohu maiji fosfatazy.
Aktivita JNK se muze snizit odstépenim fosfatu z motivu Thr-Pro-Tyr potfebného pro
aktivaci smyc¢ky raznymi Ser/Thr fosfatazami, Tyr fosfatdzami nebo rodinou MKPs
(Mitogen-activated protein Kinase Phosphatases; Mitogenem aktivované proteinové
kinazy fosfatazy) (Liu X. et al, 2016).

Rodina regulaCnich fosfataz patfi do skupiny DUSPs (Dual-specificity
phosphatases; Dualni-specifické fosfatazy). Nazev DUSPs je odvozen od schopnosti
defosforylovat fosfotyrosin i fosfoserin/threoninové zbytky a ze schopnosti odstranit

fosfat z vice substrati souasné. Rodina zahrnuje celkem 10 fosfataz nachazejici se
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v cytoplazmé (DUSP;, DUSP.), vjadie (DUSP1, DUSP+, DUSPg) nebo
v cytoplazmé a soucasné i v jadfe (Zeke A. et al, 2016). Vyznamnym clenem je
DUSP4, ktery reaguje na signalni vyvolané rustovymi faktory a stresem, hlavnim
negativnim regulatorem TLR signalizace branici vzniku nadmérnému zanétu. Clen,
ktery se nachazi jak v cytoplazmé, tak v jadife se nazyva DUSPs a jeho hlavnim
cilem je AP-1 transkripéni faktor. V neposledni fadé DUSP+e, ktery se vaze na JIP-1
protein a jeho vyuZiti je pfi 1éCbé po ozafeni UV svétlem. Ma schopnost se vazat
pfimo na JNK kinazu, vazba ale neni tak pevna, proto se vaze na tento Scaffold
protein, kterym pIné snizuje aktivitu JNK kinaz (Huang G. et al, 2009).

Na pfimé regulaci JNK kinaz se podili acetylace a deacetylace. Mezi cile
deacetylace patfi SIRT2 (Sirtuin 2) jsou protein p53, tubulin a lysin 16, ¢imz dochazi
k inhibici jejich aktivity. Toto je tedy dllezité pro protinadorovou lécbu. Deacetylace
proteinu p53 prostfednictvim SIRT2/1 aktivuje JNK kinazu. Aktivace SIRT2 nastava
pfi zvySeném mnozstvi NAD*, které je napfiklad v granulocytovém stimulujicim
faktoru. Problémem je, Ze oba sirtuiny se nepodileji pfili§ vyznamné na mechanismu
aktivace smycky, nejsou tedy rozhodujici v apoptéze. Naopak acetylace proteinu p53
pomoci P300 proteinu inhibuje JNK kinazu. Tento protein je kédovan p300 genem
a funguje jako histon acetyltransferaza regulujici transkripci genu prostfednictvim
remodelace chromatinu (Win p. et al, 2018; Hoffmann G. et al, 2014).

Dle studii byl zjistén dalSi regulator ASK1 komplexu nazyvany CARDG6
(Caspase recruitment domain family, member 6), ktery se vaze na ASK1 a snizuje
jeho schopnost fosforylovat po proudu JNK. Studie byla provedena na jaternim
modelu, kde se aktivoval ASK1 a TAK1. Deficit CARDG6 zvySuje expresi ASK1, deficit
naopak snizuje. Na TAK1 komplex CARD6 nema zadny vliv (Win p. et al, 2018).

VétSina cilovych substratll k fosforylaci ma podobu neuspofadanych cilovych
segmentl a cilova mista jsou ulozena uvnitf smycek, které vyCnivaji ze segmenta.
Fosforylace tedy neméni konformaci cilovych substratl, ale pouze ovliviiuje vazby
protein-protein. Rozpoznavanim pro fosforylaci je shoda uvolnéného cilového mista
s linearnimi motivy, kterym se fika fosfo-pfepinace. Fosfo-pfepinace existuji pozitivni
a negativni. Negativni fosfo-pfepinace inhibuji interakci z ddvodu nekompatibilniho
motivu zplsobeného elektrostatickymi zménami, intrafetézovym soutézenim
s neodpovidajici tvorbou nebo eliminaci solnych mustkd. Prikladem je fosforylace
DLC Bim pfepinatem. Pozitivni-fosfospfepinate podporuji tvorbu novych protein-

protein interakci a pfikladem je prepina¢ pulsobici na ELK1 (ETS Like-1 protein),
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protoze postrada klasicky transaktivaéni motivy umoziujici interakci s P300.
Fosforylace ETS transkripéniho faktoru ELK1 JNK1 kindazou umozni tvorbu nového
linearniho motivu, ktery se nasledné vaze na P300 prostfednictvim zinkového prstu

a umozni tvorbu chromatin modifikujicich enzymu (Zeke A. et al, 2016).

3. Fyziologie a patologie JNK signalnich drah

V zavislosti na vyskytu pfislusnych izoforem JNK kinaz se projevuje jejich
uloha v celkovém fungovani lidského téla. Dle studii je dokazano, ze JNK kinazy se
podili na embryogenezi. Konkrétné se ucastni zavieni nervové trubice a spravné
trajektorie vyvoje a rustu axonl. Bylo dokazano, ze deleci bud JNK1 nebo JNK2
kindzy nastava vyvoj mozku mimo lebku. Ve vyvoji nervového systému je regulace
umoznéna diky impulsiim netrinl a semaforinl, na které reaguje JNK kinaza. DalSi
klicovou molekulou ve vyvoji axont v mozku je MKK7 a MKK4 se naopak uplatfiuje
pfi regeneraci jater. Delece MKK4/MKKY7 zpUsobuje tézké vyvojové zpomaleni nebo
az embryonalni letalitu. Dal$i oblasti je morfologie srdce a ledvinového epitelu, kde je
klicovy Wnt-11 a ve vyvoji hipokampalnich neuronu je dllezity Wnt-7b (Kuan C. Y. et
al, 1999).

Mimo embryogenezi JNK kinaza reguluje neuralni funkce u dospélych jedincu.
Exprese JNK3 kinazy v mozku reguluje vyvoj a regeneraci neuronu, nadmérna
aktivita vSak zpusobuje apoptdézu neuront, coz je nezadouci. Z toho divodu je JNK
kindza navrzena na zmirnéni mrtvice, epilepsie a neurodegenerativnich onemocnéni.
V souvislosti s dédi€énym postizenim intelektu byla dokazana souvislost s mutaci
genu JNK3. Dale je JNK kinadza nezbytna pro erytropoetin-zprostfedkované preziti
bunék mechanismem inaktivace Bcl proteinu (Wu Q. et al, 2019).

Role JNK kinaz v imunitnim systému je reakce na antibakterialni, antivirové
i antiparazitarni signaly, vyvoj T bunék a kontrola vrozené imunity. Vrozena imunita je
prvnim obrannym mechanismem pfi infekci a jeji hlavni ulohou je rozpoznat patogen
pomoci receptori, hlavné Toll nebo NOD rozpoznavajici mikrobialni slozky.
Nasleduje aktivace NF-kB v makrofazich a dendritickych burikach. Proapoptickou
funkci inhibuje NF-kB, coz je klic¢ové pro fadu fyziologickych procesl (preziti bunék
béhem zanétu, regenerace jater) (Arthur J. S., Ley S. C., 2013).

Patologie signalnich drah JNK kinaz je spojena s jejich riznorodou funkci.

Mezi Casté onemocnéni spojené s patologii JNK signalnich drah patfi nadorové
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bunécné linie, diabetes, neurodegenerativni choroby nebo obezita. V ramci 1éEby
probiha neustaly vyzkum inhibitor( ddlezitych molekul patologickych mechanismu,
které ale nejsou vzdy zadouci vzhledem k ostatnim fyziologickym mechanismum,
kterych se u€astni (Bubici C., Papa S., 2014).

3.1. Alzheimerova choroba

Mezi nejCastéjSi neurodegenerativnhi onemocnéni, kterého se JNK signalni
draha ucasti je Alzheimerova choroba. Nemoc je spojena se ztratou kognitivnich
funkci, v disledku tvorby perineuronalnich neuritickych plaki a postupnou eliminaci
neurondl. Kli€ovou molekulou je vtomto mechanismu ASK1. Tvorba senilnich plak
je disledkem hromadéni B-amyloidu, ktery vznika S$tépenim amyloidniho
prekurzorového proteinu, ktery se podili na tvorbé& bunééné membrany (Origlia N. et
al, 2009). Stépeni indikuje tvorbu ROS, které aktivuji ASK1, a tim JNK signalni
drahu. Dulsledkem je hyperfosforylace Tau proteinu, ktera zpusobuje tvorbu
nerozpustnych parovych Sroubovic ukladanych v mozku. Fyziologickym plsobenim
Tau proteinu je vazba na mikrotubuly v neuronech, jejich stabilizace a umoznéni
snaz8i polymerace. Hyperfosforylace vSak tento mechanismus inaktivuje. Vzniklé
Sroubovice jsou také soucasti senilnich plaku a obklopuji B-amyloid (Whittington R.
A. et al, 2013). Eliminace neuronu je zplsobena apoptézou JNK drahy reagujici na
nadmeérnou tvorbu ROS, které doprovazi cely patologicky mechanismus. Podnétem
muze byt ER stres, ktery dle studii je ¢astéjSi u bunék vykazujici mutace presenilinu-
1 v ER. Dalsi dllezitym mechanismem je pfenos signalu insulinu, ktery se podili
na kognitivnich funkcich mozku. Dle studii vazba insulinu vede k autofosforylaci
tyrosinovych zbytkd substratu insulinu 1, ktery reguluje u€eni a pamét. ZhorSeni
fosforylace vede k rezistenci na insulin. Jednim takovym podnétem muaze byt TNF-a
aktivujici JNK signalni drahu, ktera zpusobi fosforylaci serinovych zbytk( substratu
insulinu 1, a tim insulinovou rezistenci. V tomto onemocnéni se tedy nabizi mozny
terapeuticky cil v podobé inhibice ASK1 molekuly (Song J. et al, 2014; Kim E. K.,
Choi Eui-Ju, 2010).
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3.2. Obezita

V dnesni dobé je obezita zplsobena konzumaci tuéného jidla velmi ¢astym
problémem a je doprovazena zhorSenym metabolismem glukézy, insulinovou
resistenci a zpusobuje fadu komplikaci vedouci k steatéze jater nebo diabetu mellitu
2. typu. Dle nedavnych studii bylo dokazano, Zze JNK draha se ucastni souvisejicich
signalizaci v makrofazich, jatrech a bunkach pfedni hypofyzy, ve kterych hraje
dllezitou roli (Han S. M. et al, 2012). Signaini kaskada JNK kinaz je iniciovana
zvySenou hladinou TNF-ao a mastnych kyselin vlivem rostouci tukové tkané.
Na obezitu reaguji makrofagy, které se podili na tvorbé zanétu. Role JNK kinaz
v makrofazich je aktivovat c-dJun, ATF2 nebo ELK-1, které aktivuji polarizaci M1
makrofagy spoustéjici syntézu zanétlivych cytokinl IL-6, TNF-a, IL-1B. Zanétlivé
cytokiny narusuji metabolismus glukdzy tim, Ze inhibuji insulin- receptorovy substrat
1 kliCovy v insulinové signalni kaskadé, a tim zpUsobuji insulinovou rezistenci
(Solinas G., Becattini B., 2017).

Na tvorbu zanétu reaguiji jatra, ktera zvysuji ukladani lipidd, ¢imz potlacuji
produkci glukézy v jatrech. Projevem je hyperglykémie nalacno. Dle nedavné studie
jaterni rezistence je vSak tato skuteCnost zpochybnéna a bylo dokazano, ze
hyperglykémie neni zplsobena snizenim Gc&inku insulinu v jatrech. PFi¢inou je
neschopnost insulinu potlacit lipolyzu v tukové tkani, ktera zvySuje uvolfiovani
glycerolu (substratu pro glukoneogenezi) vedouci k hyperglykémii (Perry J. R. et al,
2015). Dale bylo zjisténo, ze JNK kinazy nepfimo reguluji expresi jaderného
receptorovy korepresoru 1, ktery omezuje expresi cilovych genl snizujici oxidativni
metabolismus jater. Vysledkem je tedy jaterni steatéza a patologie jaterniho insulinu.
Naopak inhibice JNK kinaz poSkozeni snizuje, je vSak zatim nemozné provést
inhibici JNK1 a JNK2 pouze v hepatocytech bez ovlivnéni nehepatalnich bunék (Pal
M., Febbraio M. A., Lancaster |. G., 2016).

Kosterni svalovina kontroluje metabolismus glukézy v celém téle a oproti
ostatnim tkani je odolna vuci zanétlivym ucinkim obezity a ve vétSiné pfipadu ji
obezita neméni. Potencialnim problémem je vSak aktivace JNK kinaz za téchto
podminek. Studie vSak nepodaly jednotné vysledky, zatim se tedy aktivace JNK
kindz obezitou v kosterni svaloviné nepovazuje za zavazny problém (Sabio G. et al,
2010; Pal M. et al, 2013).
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DalSi oblasti, ktera reaguje na obezitu je osa hypotalamus-hypofyza-stitna
Zlaza. Podnétem je obezitou aktivovana JNK kinaza v pfedni hypofyze spoustéjici
produkci AP1 transkripénich genl zvysSujici expresi AP1 genu. Ten iniciuje tvorbu
jodothyronindeiodinazu typu 2, jeho zvySena hladina zvySuje zpétnou vazbu regulace
produkce hormonu stimulujici Stitnou zlazu, ktery snizuje tvorbu hormonl Sstitné
Zlazy. Nasledkem je zvySeni energetického metabolismu a rozvoj obezity (Pal M.,
Febbraio M. A., Lancaster |. G., 2016).

DalSi oblasti, ktera silné souvisi s insulinovou rezistenci jsou B-buriky
pankreatu. Bylo dokazano, Ze trvala aktivace JNK smyc¢ky vede ke sniZzené produkci
insulinu B-bufkami. Pokud inhibujeme JNKS3, ktera je zde exprimovana, nastane
opacna situace nez pfi blokovani JNK1 a JNK2. Dle studii totiz blokace JNK3 zvySuje
citlivost na apoptézu vyvolanou cytokiny. Reakce B-bunék na JNK kinazu vSak neni

jednoznacné oveérena, neustale probiha vyzkum (Solinas G., Becattini B., 2017).
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Obr. 6:,Yin a Yang* vlastnosti JINK1 a JNK2 vzhledem k propagaci a regresi nadoru.
(prevzato a upraveno z Wu Q. et al, 2019); zkratky: STAT3 (Prevodnik signalu a aktivator transkripce
3), TBP (TATA-box vazajici protein), TNF-a (Tumor nekrotizujici faktor «), Bcel-2 (B-cell lymphoma-2),
Bid (BH3-interagujici doména smrti).

3.3. Nadorové bunécné linie
V nadorovych bunéénych liniich ma JNK proliferacni i inhibi¢ni ucinky, ¢ehoz
se vyuziva v lécbé. Dle studii na mySich fibroblastech a lidskych bunkach (K562,

HelLa, 293 T) bylo dokazano, ze JNK1 a JNK2 ma ,Yin a Yang“ vlastnosti neboli

opacné funkce ve vyvoji nadoru a preziti bunék. Jako pfiklad mizeme uvést reakci
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T lymfocytd v pribéhu virové infekce. Podporu preziti aktivovanych T-bunék
v imunitni odpovédi umozniuje JNK1 kinaza a expanzi CD8* T bunék JNK2 (Wu Q. et
al, 2014).

DalS$i rozdilnost je ve vlivu na protein p53. Pozitivni regulace proteinu p53 je
zprostfedkovana JNK2 kindzou a negativni kontrola JNK1 kinazou (Obr. 6).
Ve fibroblastech iniciuje apoptézu JNK1 kinaza, JNK2 ji inhibuje (Pietkiewicz S. et al,
2013). V lidskych burnikach hepatomu TATA-box vazajici protein upreguluje JNK1
kindza podporujici onkogenezi, naopak JNK2 kinadza sniZzuje expresi TATA-box
vazajiciho proteinu, a tim i potlaCuje onkogenezi (Ganz D., Donin N., Fishelson Z.,
2009).

Rakovina jater je pfiklad u€asti JNK kinaz v iniciaci a progresi karcinomu.
NejbéznéjSim typem je hepatocelularni karcinom, u kterého je JNK kinaza
posuzovana jako potencionalni terapeuticky cil pfi [éCbé (Wang J., Tai G., 2016).
Delece kB kinazy B indukuje apoptézu JNK podporujici tvorbu nadoru, protoze
spousti mechanismus preziti hepatocytd. V tomto pfipadé pusobi JNK1 jako
nadorovy promotor, protoze pfi jeho odstranéni bylo dokazano, ze ucinek delece I«kB
kindzy B je inhibovan, a tudiZz nastava inhibice progrese karcinomu. Dale bylo
dokazano, ze JNK1 kinaza pfimo reguluje proliferaci hepatocytll prostfednictvim
transkripéniho promotoru c-Myc, ktery Fidi gen p21. S rostouci velikosti nadoru roste
aktivita JNK1 kinazy a rostou také geny Fidici bunéény cyklus a proliferaci (Bubici C.,
Papa S., 2014).

DalSi nador, ktery JNK kinazy podporuji je mozkovy nador, nejCastéji gliom.

viv s

vvvvvv

je JNK2 kindza a bylo dokazano, Ze podporuje tumorgenezi aktivaci Akt a up-
regulaci exprese eukaryotického transla¢niho iniciacniho faktoru 4. Pfi vyvoji plicniho
nadoru JNK také podporuje progresi nadoru Ras drahou zplsobené mutaci genu
KRas (Cellurale C. et al, 2011). Naopak karcinom prsu je pfipad, kdy JNK kinazy
inhibuji tvorbu karcinomu. Castym ptipadem rakoviny prsu je mutace MEKK1 a bylo
dokazano, ze JNK1 i JNK2 kinazy maji inhibi¢ni G&inky ristu nadoru. Mechanismem
snizeni oprav DNA, protein( a aktivaci proteinu p21 (Cellulare C. et al, 2012).
VSeobecné u Iécby nadord se Umysiné indukuje apoptéza, aby eliminovala

nadorové bunky. Metoda vyuzivana nejCastéji se nazyva chemoterapie, u které je
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velkym problémem mnohocetna lékova rezistence vedouci k umrtnosti pacientd. Dle

studii bylo dokazano, Zze JNK kindza je nedilnou soucasti chemorezistence.

Dukazem je rakovina kmenovych bunék pankreatu, které detekujeme vysoké hladiny

JNK kinaz, které zpusobuji rezistenci na 5-fluorouracil a gemcitabin, pfi¢inou je
inhibice ROS. Pokud vsak inhibujeme JNK kinazu, ihned nastava produkce ROS 5-

fluorourcilem a gemcitabinem, a tim podpora apoptdzy. PFi€inou je schopnost JNK

kinaz pfepinat mezi apoptdzou a autofagii (Wu Q. et al, 2019).

Tab. Il: Funkce prezivani bunék rakoviny JNK dle studie in vivo a in vitro.
(prevzato a upraveno z Wu Q.et al, 2019).

Bunky Lécba Test Vysledky
TNF-a indukovana apoptéza
. Barveno potlacena inhibici JNK. Absence
Fibroblasty Hoechst | SF000125 NF-kB pfispiva k TNF-o
indukované apoptoéze.
Hematopoetické JNK je tfetza pro IL-3 'pfeiit!' bunék
oro-B FL5.12 IL-3 SP600125 (potlaceni apoptozy) diky
) fosforylaci a inaktivaci BAD
SP600125
malé JNK (c-Myc, Egr-1) jsou nutné pro
B-lymfom S interferujici preziti a rust B-Lymfomu
RNA
. . Inhibice JNK vede k inhibici
Rustovy bunécného cyklu a k nasledné
Makrofag faktor, SP600125 - ) .
CSF-1 apopto'ze,'JNKvJei't('ady neztzyt[la
pro vyvoj a preziti makrofagu
TA K1-JNK umoziuje preziti
T bunky LL-Z1640-2 | SP600125 bunék stabilizaci Mcl1IL-2R
v aktivovanych T-burikach
HO-1 potlacuje apoptdzu bunék
Akutni m'yelloidnl’ HO-1 SP600125 prostFednigtvim aktiv.ace JNK/c-
leukémie Jun drahy, proto je HO-1
potencionalni cil pro léCbu.
Endothelin-1 zvySuje fosforylaci
Melanocyty UV zareni SP600125 | JNK a sniZuje genotoxické ucinky
UV zareni
. - Tyrosol inhibuje tunicamycin-
B-buntt(f\vslfnlvky Tyrosol - indukovanou smrt diky fosforylaci
risni JNK kinaz.
RANKL JNK brani osteoklastim pred
Osteoklasty deprivace SP600125 apoptozou vlivem RANKL
Buiiky plicnf tepny Kyselina SP600125 EET podporuje JNK a c-Jun, coz
JNK1/2 podporuje proliferaci bunék,
endotelu EET . : .
SiRNA angiogenezi
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Autofagie je zodpovédna za preziti bunék pfi rakoviné a uplatiuje se u ER
stresu, ontologického vyvoje, mikrobialni infekci nebo pfi onemocnénich spojovanych
s hromadéni proteinovych agregatu.

JNK kindza reguluje tento mechanismus prostfednictvim FoxO-zavislych
transkripénich s autofagii pfibuznych gen, které jsou regulovany insuline-like growth
factorem-1 a TNF-a. (Zhou Y. Y. et al, 2015). Dulezitou molekulou je Bcl-2, ktery
aktivuje autofagii. Komplex Bcl-2- beclin 1 vytvofeny rychlou fosforylaci Bcl-2 nejprve
aktivuje autofagii a pokud ji bufka uz neni schopna, fosforylaci Bcl-2 nastava
inaktivace jeho apoptotickych funkci (Kim Y. J. et al, 2015). DalSimi
chemorezistetntnimi mechanismy Fizeny JNK je aktivace pfevodniku signalu
a aktivatoru transkripce 3, ktery opravuje chemoterapii poSkozenou DNA, ¢imz
ucinnost chemoterapie inhibuje.

Prostfedi tumoru je schopno chranit nadorové burky pfed imunitni destrukci
JNK regulaci exprese TGF-$ a INF-y, tumor imunosupresivnich cytokind, tzv. imunitni
uniky. DalSi ochranu poskytuje methylguanin DNA methyltransferaza, prothymosin-a
a v neposledni fadé Ize indukovat odCerpani IéCebného cytostatika z buriky aktivaci
nespecifické pumpy v bunééné membrané ATP-vazajici kazeta super-rodiny G ¢len 2
(Yang X.+j. et al, 2013; Wu Q. et al, 2019).

3.4. Inhibitory JNK

Jak bylo zminéno, JNK kinazy hraji kli€ovou roli v patologiich mnoha typ(
rakovin a z toho duvodu probiha syntéza selektivnich inhibitord JNK kinaz. Zakladni
kategorie tvofi inhibitory kompetitivni pro ATP a inhibitory nekompetitivni pro ATP.
Z davodu odlisnych funkci JNK1, JNK2 a JNK3 je nutné pro klinické ucely pouzivat
inhibitory selektivni, které zatim nejsou komeréné dostupné pro pacienty, ale pouze
pro vyzkumné ucely s Cistotou vzdy vétsSi nez 98 %. Dulezité je v této lécbé udrzet
rovhovahu mezi pozadovanymi inhibovanymi izoformami JNK kinaz a mezi
fyziologickym vyskytem danych JNK izoforem. Zavaznym problémem ATP-
kompetitivnich inhibitort je nedostate¢na specificita a snizovani u¢inku vzhledem ke
koncentraci ATP. PotencionalnéjSim prostfedkem budoucnosti jsou ATP-
nekompetitivni inhibitory (Bubici C., Papa S., 2014).

Vice prostudované jsou inhibitory kompetitivni pro ATP zahrnujici malé

molekuly rlznych struktur (indazoly, aminopyrazoly, aminopyrimidiny, benzothiazol-
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2-ylové acetonitrily). Plsobeni je fokusované na vysoce konzervativni ATP vazajici
misto, vykazuji tedy nizkou kinazovou specificitu. Jednim z nejstarSich inhibitora je
SP600125 pusobici proti vSem izoformam JNK kinaz (Obr. 7). Mechanismus
pusobeni spociva v zastaveni G2/M faze bunécného cyklu zvySenou expresi
proteinu p21, Cdk2 a fosforylaci histonu H3 nebo indukci apoptdzy. Protein p21
pusobi mechanismem potlaceni proteinG kontrolujici mitézu po 24 h plsobeni.
Po 48 h pusobeni negativni Cdk2 inhibuje endoreduplikaci inhibici interakce Cdk2
s cyklinem E a fosforylace Ser10 histonu H3. Po inhibici 72 h SP600125 snizuje
expresi Bcl-2 a Stépi poly (ADP-ribéza) polymarazu aktivujici apoptézu (Tab II.).
Testovani tohoto inhibitoru bylo Uuspé3né na mySim modelu Parkinsonovy choroby
nebo na modelu leukemickych bunék. Dale byla provedena studie onemocnéni
respiraCniho traktu, charakterizované progresivnim difuznim oboustrannym plicnim
edémem a zanétem zpuUsobujici umrtnost u 40-50 % pacientd. Studie byla Uspésna
in vivo i in vitro, SP600125 zmirfiuje onemocnéni a zvysuje expresi claudinu-4, ktery
je nezbytny pro clearance alveolarni tekutiny v plicich (Zheng Y. et al, 2014; Moon D.
O. et al, 2009). DalSim inhibitorem je AS601245, benzothiazolon, inhibujici fosforylaci
c-Jun. Testovani probéhlo na potkanech s fokalni cerebralni ischemii. V nedavné
dobé byl vyvinut ireverzibilni inhibitor JNK-IN-8 tvofici kovalentni vazbu
s konzervovanym cysteinem v misté ATP vazby. Jeho hlavni pfednostni je schopnost
fidit selektivitu kinazy a schopnost prodlouzit farmakodynamiku (Zhang T. et al,
2012).

N — NH

0]

Obr. 7: Struktura nejznaméjsiho inhibitoru JNK kinaz SP600125, C14HsN20, Pyrazolanthron.

Druhou kategorii jsou inhibitory nekompetitivnich s ATP zabranuijici interakcim
protein-protein JNK s JIP1 nebo ostatnimi kinazami naslednych substratd. Inhibitor

D- JNKI-1 inhibuje vazbu s JIP1 testovanych na mySich s hepatocelularnim
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karcinomem a zanétlivym stfevnim onemocnénim pulsobici jeSté 3 mésice po
aplikaci. DalSi inhibitor BI-78D3 blokuje poskozeni jater a obnovuje citlivost na insulin
u diabetu 2. typu. Dle studii byla vyvinuta nova latka dualni povahy, interaguijici jak
s ATP mistem, tak s proteiny, thiazol-2,2'-diaminova slouc¢enina, JD123 (Ngoei R. W.
et al, 2013).

4. DALSi DRUHY BUNECNE SMRTI
Bunky zanikaji rlznymi mechanismy. Apoptéza se fadi mezi regulované

bunééné smrti, existuje ale i Fada neregulovatelnych a nefyziologickych zaniku.

4.1. Morfologické znaky apoptozy

Pribéh apoptdzy doprovazi charakteristické morfologické zmény. Mezi rané
znaky patfi zmenSovani bunky, zhusténi cytoplazmy, v konecné fazi dochazi
k pykndze jadra, ktera je zpusobena kondenzaci chromatinu. Nasleduje rozpad jadra
(karyorhyza), vyvolana  nerovnomérnym  uvolfiovanim  chromatinu  skrz
cytoplazmatickou membranu (Obr. 8). Dale dochazi k rozpadu bunky na mala
Apoptoticka téliska (ApoBDs), které jsou dale degradovany burikam rozpadu
okolnimi nebo imunitniho systému. Karyorhyza je umozZnéna biochemickymi
zménami, mezi které patfi odhaleni fosfatidyl-1-serinu na povrchu plazmatické
membrany (Chen Q. et al, 2018). Apoptdza na rozdil od nekrézy nezplsobuje zanét,
protoze zanétlivé bunécné slozky nejsou uvolhovany. Fagocytace jadra nastava

rychle a nedochazi k tvorbé zanétlivych cytosin.
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A Obr. 8: Mdrfo/ogické zmény v prabéhu
(prevzato a upraveno z Dai J.-Z. et al, 2012).
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4.1.1. Detekce apoptozy

Metody detekujici apoptdézu v kultivovanych bunécnych liniich Ize rozdélit
na fixaéni (TUNEL), lyza¢ni (imunoblot, PCR) a likvidaéni (prltokova cytometrie).
Protoze cely proces apoptdzy trva nékolik hodin, vyhodnou detekci je fluorescenéni
detekce, ktera umozriuje sledovani celého pribéhu déje. Konkrétné byly vyvinuty
Essen Bioscience IncuCyte Caspase 3/7 reagencie, které uvoliuji barvivo pfi aktivaci
Stépenych kaspaz 3/7 ucastnicich se apoptdzy. Signal je zachycen fluorescencnim
mikroskopem v inkubatoru a obrazky jsou analyzované softwarem S3 2017A.

Nevyhodou jsou vSak vysoké naklady (Hanson K. M., Finkelstein N. J., 2019).

41.1.1. Pritokova cytometrie

Detekce apoptozy je zalozena na zménach morfologie bunék a biochemickych
vlastnosti doprovazené cely mechanismus programované bunécné smrti. Zakladni
metodou monitorujici tyto zmény je pratokova cytometrie. Detekce bunék je
umoznéna jejich znacenim pomoci fluorochromu a diky specifickému rozptylu svétla,
ktery je detekovan a prfevadén do grafové podoby. Hlavni vyhodou je moznost
multiparametralni stanoveni a rychlost analyzy. Mezi zakladni cytometrické testy
provadéné pro zjisténi specifickych znakl apoptézy patfi stanoveni
mitochondrialniho membranového potencialu, aktivace kaspazy (FLICA test),
remodelace cytoplazmazické membrany (Annexin V test) a DNA fragmentace.

Pokles mitochondrialniho membranového potencialu je markrem c¢asnych
apoptotickych udalosti. Principem je barveni lipofilnimi fluorescenénimi kationty
(tetramethylrhodamin methylester chloristan), ktery se komuluje v mitochondriich.
Rozsah absorbce je méfeni intenzitou bunécné fluorescence a je pfimoumérny stavu
apoptézy. Méfeni pfi 488nm argon-iontovym laserem zobrazuje v grafu svétle
zbarvené (+) Zivé bunky a tmavé zbarvené buriky s porusenou cytoplazmatickou
membranou. Test FLICA je zalozen na pouziti inhibitorl kaspaz znacenych
fluorochromem a detekce fluorescenéni znacky odpovida vazbé FLICA-kaspazy
v zivych burikach. Pokud aplikujeme propidium jodid, Ize rozliSit jednotlivé faze
apoptézy. DalSi test je postaven na skuteCnosti, Ze béhem apoptézy dochazi
k odkryti fosfatidylserinu na vnéjsi strané cytoplazmatické membrany. Anexin V se
vaze na fosfatidyl serin v pfitomnosti Ca?* iontl, a tim umoZiuje vyhodnoceni
apoptotickych bunék. Stanoveni fragmentace DNA probiha extrakci DNA z bunék pfi

barveni ve vodném prostiedi po zafixovani precipitacnimi €inidly (ethanol/methanol).
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Po extrakci se bunky obarvi fluorochromem a detekuji. Apoptotické buriky maji nizsi
frakéni obsah DNA (Wlodkowic D., Skommer J., Darzynkiewicz Z., 2009).

4.2. Autofagie

Mezi dalSi fyziologickou smrt patfi autofagie (zfectiny ,autos* = sebe,
.phagein“ = pojidat), ktera vyuziva mechanismu degradace proteinového komplexu
nebo organel a nasledné jejich znovuobnoveni. Zakladnimi typy autofagie je
makroautofagie, mikroautofagie a autofagie zprostfedkovana chaperony. Podnétem
aktivace muze byt deprivace zivin, vznik kyslikovych radikal(, hypoxie, drogova
stimulace, ER stres (Su Z. et al, 2015). Mezi nejdulezitéjsi Fidici molekuly patfi
s Autofagii-spfiznéné geny (Autophagyrelated gens; Atgs), které se podili v riznych
formach a komplexech na celém prabéhu. Celkovy proces zahrnuje iniciaci, nukleaci,
vznik autofagozému, vznik lysozomu a finalni hydrolyzu. V iniciaci vznika fagopoér
v dusledku agregace Atg1 komplexu. Dale se fagopér v prubéhu nukleace
transportuje na endoplazmatické retikulum a je kontrolovan komplexem tfidy 3, ktery
vznikl ze dvou typu Atg proteind a dvou kinaz. Nasledné dochazi k fetézové reakci
za uCelem expanze a uzavieni autofagozoému. Fuzi zprostfedkovavaji SNARE
proteiny (Souble N- ethylmaleimide- sensitive factor attachment protein receptor).
Pfi snizeném pH nastava konec¢na hydrolyza proteind, organel, lipidd i nukleovych
kyselin (Chen Q. et al, 2018).

4.3. Nekréza

Nekréza patfi mezi nefyziologickou smrt, ktera je ve vétSiné pfipadu
neregulovana. V pribéhu nekrézy se zastavuje syntéza adenosintrifosfatu (ATP),
zastavuje se proteosyntéza, zvySuje se pasivni transport, pfevlada katabolismus.
V primarnich stadiich dochazi k cytoplazmatickému otoku a naslednému prasknuti
membrany nebo organel. V dldsledku uvolnéni intracelularnich faktord z usmrcené
buriky dochazi k lokalnimu zanétu, ktery po uvolnéni do okoli rozpoznaji bunky
vlastniho imunitniho systému. Nekréza je vyvolana disledkem fyzikalné-chemického
stresu (teplo, osmoticky Sok, zvySena koncentrace peroxidu vodiku) nebo interakci
proteinu 1 (Berge Vanden T. et al, 2013; Koubek K., 2010).

Zvlastnim typem nekrézy je programovana nekréza, neboli nekroptédza.

Termin byl poprvé pouzit vroce 2005, aby popsal neapoptickou bunétnou smrt
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vyvolanou TNF-R1 (Chen Q. et al, 2018). Tato bunécna smrt probihd podobnymi
signalnimi drahami jako apoptdéza s rozdilem, Ze nedochazi k aktivaci kaspaz.
K aktivaci nekroptdézy dochazi nékolika zpusoby, navazani ¢lenl rodiny receptor(
smrti s ligandy (Fas, TNFR-1, TRAIL R1/2), navazani receptorld na T burkach,
intracelularnimi senzory RNA a DNA, interferony nebo buné&¢nymi stresovymi faktory
(lonizujici zafeni, reaktivni druhy kysliku, nadbytek vapniku, fotodynamicka terapie).
VSechny moznosti aktivace se zaméruji globalné na dvé hlavni molekuly, kterymi je
receptor interagujici RIPK3 a pseudokinaz doménu-like protein (Pseudokinase
mixed-lineage kinase domain-like protein; MLKL). Nasleduje fosforylace,
oligomerizace, translokace a vlozeni do intracelularnich membran. Dle nedavnych
vyzkumu bylo dokazano, ze pfimy vliv smrti zplsobuje vazba na fosfatidylinositol
fosfatové membrany nebo vysSi koncentrace vapniku a sodiku prochazejici pres

iontové kanaly (Chico Fuchslocher J. et al, 2017).

4.4. Dulezité molekuly

Pro volbu mezi apoptickou a autofagickou smrti je kliCovy Beclin-1. Patfi
do antiapoptotickych ¢lent BH 3 rodiny a je kliCovy pro uspofadani autofagosomu.
Interakce s proteiny Bcl-2 nebo Bcl-xl stimuluje blokaci autofagické smrti skrz BH 3
domény a spousti apoptickou smrt. Naopak protein NOXA z BH3 rodiny ma
schopnost pfemistit Bcl-2 ¢leny z Beclinu-1 a spustit autofagickou smrt. Mezi dalSi
vlastnosti Beclinu-1 patfi schopnost $tépit kaspazové proteiny, jako je kaspaza-8
nebo kaspaza- 3, a tim posunout autofagickou smrt na apoptickou smrt.

Dalsi dllezitou latkou je serin/threonin proteinova kinaza
(mammalian target of rapamycin; mTOR), ktera aktivuje komplex mTORC1
a komplex mTORC2. Hlavni ulohou mTORCH1 je kontrola bunééného rlstu, bunééné
energie a hladin kysliku. Usporadani cytoskeletu a reakci bunék pfi ohrozeni jejich
zivota fidi mTORC2. Komplex se aktivuje pfisunem zivin ¢&i rastovymi faktory,
aktivovany podporuje anabolické procesy, mezi které patfi syntéza proteinu, lipidd,
nukleotidu, coz vede k bunécnému ristu. Soucasné nastava inhibice katabolickych
procesu, které jsou spojené s inhibici autofagie. Pokud nastanou stresové podminky
(nizka energie, zvySeni poméru AMP/ATP), inaktivuje se mTORC1 a stimuluje se
tvorba pro-autofagického komplexu, ktery vede k tvorbé autofagosomi (Rabanal-
Ruiz Y. et al, 2017; Chen Q. et al, 2018).
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5. ZAVER

Apoptdza je dulezity proces, jehoz aktivace zahrnuje celou fadu moleku a je
doprovazen typickymi morfologickymi a biochemickymi udalostmi. Dulezitym znakem
je zhusténi cytoplazmy, pykndéza s naslednou karyorhyzou jadra a v posledni fazi
tvorba apoptotickych télisek. Na zakladé téchto znalosti je postavena detekce
pribéhu apoptdzy. Klasickou metodou je pritokova cytometrie vyuzivajici barveni
bunék fluorochromem, nevyhodou je vSak neschopnost sledovani delSiho pribéhu
reakce, proto se vdneSni dobé pouziva pro monitorovani prubéhu apoptdzy
fluorescenéni barveni

Vyznamnou ulohu v apoptéze hraje JNK kinaza, jejichz signalni draha je jiz
dobfe znama a popsana. Pfednosti je schopnost JNK reagovat na odliSné typy
stimuld od zanétlivych faktord az po virové signaly. Aktivace probiha fosforylaci
MKK4 nebo MKK7 a aktivovana forma hlavné reguluje expresi c-Jun, proteinu p53
nebo umoziuje tvorbu pro-apoptotickych genl. Ulohou v organismu je pfevazné
udrzeni homeostazy a regulace optimalni exprese JNK izoforem. Bylo dokazano, Ze
JNK se ucastni také vzniku fady karcinomU a je nedilnou soucasti chemorezistence.
Znamy inhibitor potencialné pouzivany pro lé¢bu nadoru SP600125 je nejvice
prostudovanym inhibitorem JNK, chybi vSak dostate¢na eliminace nezadoucich
ucinkd. Pouziti JNK pro klinické ucely zatim neni mozna, vyzkum ale neustale

probiha a Ize fici, ze do budoucna ma potencial zdokonalit IéCbu.
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