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ANOTACE 

Bakalářská práce je věnována vlivu JNK kinázy v aktivační dráze apoptózy se 

zaměřením na strukturu JNK kináz, druhy, aktivační mechanismy a funkce v lidském 

těle. Struktura je složená ze dvou částí spojených oblastí, která se účastní aktivace 

JNK kináz prostřednictvím hydrofobních kapes fosforylací MKK4 nebo MKK7. 

Popsány jsou vlivy aktivace JNK kináz a mechanismy regulace průběhu celé 

aktivace. V závěru bakalářské práce je uvedena účast JNK kináz v metabolických 

drahách a zhodnoceno patologické působení při nadměrné nebo nedostatečné 

expresi aktivované JNK kinázy. K regulaci onemocnění jsou vyvíjeny inhibitory JNK 

kináz různých druhů a založených na rozdílných principech působení, proto je JNK 

kináza je potencionální terapeutický cíl. Apoptózu lze srovnávat s dalšími obdobnými 

mechanismy jako je nekróza nebo autofagie. Detekce apoptózy je založena na 

principu fluorescenčního pozorování či průtokové cytometrii. 
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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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0. ÚVOD 
Mezi důležité činitele pro udržení celkové homeostázy řadíme JNK kinázu. 

Tato kináza JNK hraje důležitou roli v aktivaci apoptózy díky její schopnosti aktivovat 

i inhibovat proces apoptózy. Kinázy, neboli enzymy přenášející molekuly 

z energeticky bohatších donorů na energeticky chudší substráty, se kaskádovitě 

aktivují řadou přímých interakcí nebo díky pomocným proteinům. Reagují na podnět, 

který se šíří skrz buňku, až vyvolá buněčnou odpověď. Ta je klíčová v zachování 

rovnováhy a je závislá na vstupujícím stimulu. Celý průběh je kontrolován 

konkrétními molekulami a mechanismy, i tak je ale zaznamenávána nežádoucí 

nadměrná exprese JNK kináz způsobující řadu patologických procesů. Struktura 

i funkce JNK kinázy je podobná s p38 a ERK patřící do stejné rodiny MAPK. 

Z důvodu intenzivní studie všech vlastností a funkcí JNK kináz by se jednou mohly 

používat při léčbě rakoviny, diabetu nebo steatóze.  

Tato bakalářská práce si klade za cíl popsat aktivační dráhu JNK kináz v rámci 

mechanismu apoptózy, fyziologické a patologické dopady a srovnání s ostatními typy 

buněčných smrtí.  
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1. APOPTÓZA 
Termín apoptóza byl poprvé použit a popsán v roce 1972 a je spojen se jmény 

Kerr, Wyllie a Currie (Kerr et al, 1972). Apoptóza, neboli programovaná buněčná 

smrt, patří u mnohobuněčných organismů k velmi důležitým fyziologickým procesům, 

které se podílí na komplexním fungování těla jako celku. Uplatňuje se při 

spermatogenezi, embryogenezi nebo destrukci nádorových buněk (Shaha C. et al, 

2010).

 

1.1. Apoptotické dráhy 
Apoptóza je spouštěna biochemickými mechanismy, které označujeme jako 

proces její aktivace zahrnující apoptotické dráhy. Mezi základní aktivační dráhy patří 

cesta vnější a cesta vnitřní, které se vzájemně doplňují (Obr. 1). Vnější dráha je 

aktivována interakcí ligandu a receptoru. Jeden z odlišných mechanismů aktivace 

vnější dráhy je pomocí otvorů v buněčné membráně vzniklých působením perforinů, 

které uvolňují serinové proteinázy (granzymy). Tento mechanismus uskutečňují 

například Naturall-Killer buňky. Vnitřní dráha se naopak aktivuje signálem z vnitřního 

prostředí buňky. Příkladem je metabolický rozvrat, nedostatek živin, vliv cytostatik, 

volných radikálů, zvýšená koncentrace vápenatých iontů, stresové situace (infekce, 

zvýšené teplo, vliv radiace). Dalším hlavním aktivačním mechanismem je aktivace 

proteinu p53 v případě poškození DNA (Koubek, 2010). 

 

1.1.1. Vnější apoptotická dráha 
Vnější aktivace apoptózy probíhá navázání ligandů smrti na receptory 

umístěné na povrchu cytoplazmatické membrány. Hlavními ligandy jsou Tumor 

Nekrotizující Faktor (Tumor Necrosis Factor; TNF), Fas-ligand (Fas-L) a Ligand 

indukující apoptózu (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 má pět hlavních receptorů, mezi které řadíme 

TRAIL-R1 (DR4), TRAIL-R2 (DR5), TRAIL-R3 (DcR1), TRAIL-R4 (DcR2) 

a osteoprotegerin (OPG) (Su Z. et al, 2015). 

Interakcí ligandu TNF s příslušným receptorem způsobuje vznik trimeru TNF 

receptor zprostředkovaná smrtící doména (TNF receptor-associated death domain; 

TRADD), která zesiluje přenášející signál. Následuje vazba na prokaspázu-8 tvořící 
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vazbu se smrtící efektorovou doménou. Autohydrolýzou probíhá aktivace 

prokaspázy- 8 na kaspázu-8 společně s aktivací prokaspázy-3 na kaspázu-3, která je 

zodpovědná za rozštěpení intracelulárních proteinů při degradaci buňky. 

Druhou možnou vnější cestou aktivace apoptózy je vazba Fas-L s příslušným 

receptorem za tvorby Fas-sdružené smrtící domény (Fas- associated death domain; 

FADD) aktivující prokaspázu-8. Celý komplex ligandu, receptoru a prokaspázy-8 se 

nazývá smrt-indukující signální komplex a nastává opět aktivace prokaspázy- 8 

a prokaspázy-3 (Xu X. et al, 2019). 

 

 
 

(převzato a upraveno z Galluzzi L. et al, 2008); zkratky: DISC - smrt-indukující signální komplex;  
Bid – BH3-interagující doména smrti, tBid - Štěpný produkt Bid, MMP - Mitochondriální membránová 

propustnost, Dym - Mitochondriální transmembránový potenciál.  
  

Dráha TRAIL je obdobná TNF Apoptotická cestě, ale účinek rozsahu aktivace 

dráhy zahrnuje i aktivaci T-buněk imunitního systému nebo destrukci nádorových 

buněk, proto je TRAIL znám i jako protirakovinotvorný činitel. Jeho vlastnosti 

ovlivňuje protein p53 vyskytující se ve zvýšené míře a pozměněné podobě 

v rakovinových buňkách. Velké množství rakovinových buněk je však na léčbu 

pomocí TRAIL rezistentní, probíhá však neustálý výzkum hledající účinnější formy 

Obr. 1: Apoptické dráhy. 
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TRAIL. Jako první byl objeven RGD-TRAIL působící ve více nádorových buněčných 

liniích. Mezi výrazně účinnější formu řadíme TRAIL s Annexinem V, TP8. (Xu X. et al, 

2019) 

Propojení s vnitřní dráhou nastává, pokud se aktivací prokaspázy-8 rozštěpí 

protein Bid (BH3-interacting domain death agonist; BH3-interagující doména smrti) 

na tBid, který je transportován do mitochondrií. Výsledkem je konformační změna 

peptidu Bax, Bak a jejich oligomerů patřící do B-Cell lymphoma-2 (Bcl-2 rodiny) 

uvolňující cytochrom c z mitochondrie za tvorby ApoBDs nebo interagující 

s Aktivačním faktorem 1 pro apoptickou proteázu (Apoptosis proteas activating 

factor-1; Apaf-1). Následuje aktivace prokaspázy-9 na kaspázu-9, která štěpí 

efektorové prokaspázy způsobující destrukci buňky (Chen Q. et al, 2018). 

 

1.1.2. Vnitřní apoptotická dráha 
Pokud je stimul spouštějící vnitřní dráhu přítomen, vyvolá rozvrat 

mitochondriální membrány, který je regulován proteiny Bcl-2 rodiny. V důsledku 

zvýšení permeability se tvoří Mitochondriální permeabilní přechodný pór, který 

umožňuje průnik pro-apoptotických faktorů, jako je cytochrom c, do cytosolu. 

Apoptozóm tvořen cytochromem-c, Apaf-1 a kaspázou-9, která spouští proteolytickou 

kaskádou efektorové kaspázy-3 vykonávající sebedestrukci buňky (Xu X. et al,2019; 

Chen Q. et al, 2018; Su Z. et al, 2015).  

Na kaspázách nezávislá vnitřní dráha je regulována s apoptóza indukovaným 

faktor. Tyto faktory jsou ukotvené na vnitřní membráně mitochondrie, odkud se 

pomocí jaderného lokalizačního signálu přemístí po štěpení kalpainu do jádra, kde 

štěpí DNA a způsobuje kondenzaci chromatinu (Xu X. et al, 2019). 

Dráha závislá na endoplazmatickém retikulu aktivuje homeostatický rozvrat 

vápenatých iontů, nedostatek živin či hypoxie. Hlavní složkou je kaspáza- 12 

umístěná na membráně endoplazmatického retikula aktivována tvorbou komplexu 

s inozitol-vyžadující enzym-1-a-TNF receptor asociovaný faktor-2 (TRAF-2) komplex 

nebo díky kalpainu. Důsledkem tvorby komplexu dochází k přemístění kaspázy-9 

z ER do cytosolu, což aktivuje kaspázu-3, která způsobí destrukci buňky (Chen Q. et 

al, 2018). 
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1.2. Regulace apoptózy 
Celý průběh apoptózy je řízen pomocí regulačních proteinů a mechanismů 

rozlišující se podle působení a účinku. 

 

1.2.1. Kaspázy 
Mezi hlavní přímé regulátory patří kaspázy. Z chemického hlediska to jsou 

cysteinové proteázy hydrolyzující peptidové vazby v místě aspartánu (Koubek K., 

2010). Lidský genom kóduje 15 kaspáz uložených intracelulárně v neaktivní podobně 

ve formě zymogenů, prokaspáz, vyžadující k aktivaci dimerizaci či štěpení (Chung, 

Pharm. D. Clement, 2018). Dimerizace je umožněna adaptačními proteiny vázající se 

na specifické oblasti v prodoméně prokaspáz. Konkrétní mechanismus vazeb závisí 

na buněčném adaptéru a na oblastech domén protein-protein uvnitř kaspáz. Mezi 

iniciační kaspázy se řadí kaspáza-8,kaspáza-9, kaspáza-2, kaspáza-10 aktivované 

dimerizací, která usnadňuje autokatalytické štěpení na jednu velkou a jednu malou 

podjednotku stabilizující vzniklý dimer. Mezi efektorové kaspázy se zahrnuje 

kaspáza-3, kaspáza-6 a kaspáza-7 aktivované štěpením iniciačními kaspázami. 

Štěpení mezi velkou a malou pojednotkou umožní konformační změnu, která aktivuje 

kaspázy spojením dvou aktivních míst dimeru (MclIwain.et al., 2013).  

 

1.2.2. Pro-apoptotické a anti-apoptotické faktory 
Rodina Bcl-2 zahrnuje 25 proteinů charakterizovaných přítomností BH-domén 

ve struktuře. Podle funkce rozlišujeme anti-apoptotické (Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1, Bcl-W, 

A1), pro-apoptotické efektorové (Bak, Bax), pro-apoptotické přímé aktivátory (Bid, 

Bim) a na nepřímé aktivátory (Bad, Bik, BmF, HRK, Puma, Noxa) (Ondroušková E., 

Vojtěšek B., 2014). Faktory mohou tvořit dimery pomocí BH-3 domén a způsobovat 

jejich inaktivaci. Jejich vzájemný poměr a interakce rozhoduje, zda bude apoptotická 

dráha inhibována nebo aktivována (MclIwain. et al, 2013). 

Růstové faktory brání aktivaci kaspáz nebo je přímo inhibují. Členy Bcl-2 

rodiny inhibuje Akt serin/threonin-proteinová kináza, další inhibitory jsou Bad nebo 

kaspáza-9. V mitochondriální cytoplazmě jsou přítomné malé molekuly způsobující 

inhibici proteinu inhibitoru apoptózy (Inhibitor of apoptosis; IAPs) – NAIP, c-

IAP1/HIAP-2, c- IAP2/HIAP- 1, XIAP/hlLP, které jsou vyvazovány a inaktivovány 
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proteiny SMAC/DIABLO, ARTS nebo proteázou Omi/HtrA2 (Xu X., Lai Y., Hua Z., 

2019; Ondroušková E., Vojtěšek B., 2014).  

Dalším regulátorem je protein p53, jaderný transkripční faktor, považující se 

za klasický tumorový supresor. Hlavní funkcí je správná reakce na buněčný stres 

vyvolaný poškozením DNA vedoucí ke genomovým aberacím zahrnující mutaci, 

deleci nebo translokaci, jejichž akumulace může způsobit rakovinu. Chemická 

struktura zahrnuje tři funkční domény zahrnující NH2-terminální kyselou 

transaktivační doménu, doménu vázající DNA a COOH-terminální oligomerizační 

doménu. Aktivaci proteinu p53 indukuje fosforylace a acetylace. Fosforylace nastává 

při reakci se Ser-15, Ser- 20, Ser-46 v reakci na poškození DNA, NH2-terminální 

fosforylace zvyšuje disociaci Murine double-minute 2, a tím aktivuje protein p53. Bylo 

dokázáno, že fosforylace ne vždy působí jako aktivátor, Polo-itelike kinase-1 inhibuje 

prostřednictvím tohoto mechanismu. Acetylace je zprostředkovaná proteinem p300 

interakcí s NH2- koncovou oblastí proteinu p53 způsobující acetylaci COOH-

terminálních Lys zbytků. Eliminace poškozené DNA je zprostředkována navázáním 

krátkého peptidu, ubikvitinu, na cílová místa ligace. Mezi inhibitory proteinu p53 patří 

proteinové fosfatázy PP-1, PP-2, které způsobující defosforylaci (Ozaki T., 

Nakagawara A., 2011). 

 

1.2.3. Pro-i anti-apoptotické regulátory 
TNF-a je pleotropní cytokin s protinádorovými účinky, který má funkci 

proapoptickou, ale za určitých okolností může aktivovat transkripční nukleární faktor 

kappa-B, který indikuje expresi IAPs. Mezi podobný regulátor patří c-Jun N-terminální 

kináza (c-Jun N-terminal kinases; JNK) (Koubek K., 2010; Chung, Pharm. D. 

Clement, 2018). 

 

2. JNK kináza  
Rodina mitogen-aktivovaných protein kináz (MAPK) zahrnuje JNK kinázy (1-

3), p38 kinázy (izoformy a, b, g, d) a extracelulární signál-regulované kinázy 

(Extracellular signal-regulated kinases; ERK 1,2,5). Název MAPK je odvozen 

od schopnosti fosforylovat serin/threonin specifické enzymové zbytky (Peti W., Page 

R., 2013).  
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Objevení JNK kinázy bylo v 90. letech 20. století v testování vazby c-Jun 

s extrakty z buněk HeLa, lidských epiteliálních buněk izolovaných z rakovinných 

buněk děložního hrdla Henrietty Lacksové, stimulované UV zářením. Bylo zjištěno, 

že JNK dráha je důležitou součástí buněčných procesů, mezi které patří například 

fosforylace transkripčního faktoru p53. Dále hraje důležitou úlohu 

u neurodegenerativních onemocnění, rakovin či diabetu (Okamura T. et al, 2015).

 

(převzato a upraveno z Peti W., Page R, 2013); zkratky: HR1 (hydrofobní oblast 1), HR2 
(hydrofobní oblast 2). 

 

Mezi další úlohu patří regulace embryonálního vývoje, nervového systému 

i imunity (Zeke A. et al, 2016). Důležitými vlastnosmii jsou schopnosti inhibovat 

i indukovat apoptózu. Rozhodujícím faktorem je typ buněk, povaha stimulace 

buněčné smrti a úroveň aktivita jiných signálních drah. Aktivace této dráhy je 

indukována biotickými či abiotickými stresovými událostmi (ionizující záření, teplo, 

oxidační stres, poškozením DNA, zánětlivé cytokiny, růstové faktory, infekce, zánět, 

cytoskeletární změny). 

Jednou z důležitých rolí při volbě buněčného mechanismu smrti je vlastnost 

klíčových molekul. Vysoká hladina ATP podněcuje proces apoptózy, nízká hladina 

ATP naopak nekrózu. Proto nadměrná spotřeba ATP nebo inhibice ATP může vést 

k přechodu z apoptózy do nekrózy a naopak. Důležitou roli má aktivovaná kaspáza-

8, která za normální aktivity indukuje apoptickou dráhu. Pokud je její aktivita 

farmakologicky inhibována (například pomocí kaspáz inhibitoru ZVAD) nebo 

geneticky inhibována (RNAI-mediovaná inhibice), aktivují se fosforylací Receptor-

interakční serin/threonin-protein kináza 1/3 (Receptor-interacting serine/threonine-

Obr. 2: Struktura JNK kinázy. 
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protein kinase 1/3; RIPK 1/3), které indukují tvorbu nekrozómu a následnou 

nekroptózu (Chen Q. et al, 2018). 

 

2.1. Druhy JNK kináz 
Název JNK kinázy je odvozen od schopnosti fosforylovat serinové zbytky 

v polohách 63 a 73 v amino-termální doméně c-Jun protoonkogenu. Lidský genom 

má schopnost kódovat 3 druhy JNK kináz, JNK1 (Mapk8), JNK2 (Mapk9) a JNK3 

(Mapk10) na chromozomech 10q11.22, 5q35, 4q21.3 v tomto pořadí. Každý druh je 

exprimován ve formě krátké (46 kDa) a dlouhé (54 kDa) a v několika isoformách 

vzniklých alternativním sestřihem. Nejčastějším místem je spojení C-koncového 

laloku kinázové domény a použití dvojice vzájemně se vylučujících šestých exonů 

(Zeke A. et al, 2016).  

První dvě JNK kinázy jsou exprimovány téměř ve všech tkáních lidského těla, 

ale JNK3 pouze v mozku, varlatech a srdci. Eliminace obou JNK1 i JNK2 vede 

k fetální letalitě, zatímco eliminace buď JNK1 nebo JNK2 nezpůsobuje smrtelné 

následky (Grynberg K. et al, 2017). 

  

2.2. Struktura  
Primární struktura JNK kinázy obsahuje N-terminální lalok s pěti spletenými b-

skládanými listy a C-terminální lalok s šesti a-helixy (Obr. 2). Oba laloky jsou spojené 

závěsem smyčky. Funkcí C-terminálního laloku je hlavně koordinace ATP a ovlivnění 

substrátové vazby. Důležitým rozšířením na N-terminálním laloku je KIM-doména 

obsahující 13-16 aminokyselinových sekvencí, které umožňují interakci s buňkou 

a podporu selektivity kinázy. Ostatní domény ovlivňují její specifičnost (Tab. I).  

Závěs smyčky je tvořen 5 částmi, které jsou Ala (113/151) -Asp (112/150) -Met 

(111/149) -Leu (110/148) -Glu (109/147) a uplatňují se hlavně při vazbě na substrát. 

Další oblastí je ATP-vázající oblast. Dokovací oblast se skládá z dokovací hydrofobní 

drážky a záporně nabité CD oblasti, což umožňuje vazbu na dokovací motivy 

cílových proteinů. Dokovací drážka má lineární charakter a obsahuje 3 hydrofobní 

kapsy tvořené vždy z jednoho pozitivně nabitého zbytku (Arg/Lys) a sérii 

hydrofobních zbytků propojených linkrem s proměnlivou délkou. Tato skutečnost 

mimo jiné odlišuje JNK kinázy od ostatních členů MAPK rodiny, které mají 4 

hydrofobní kapsy, a tím pádem delší hydrofobní drážku. Důvodem je rozdílnost 
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navázaných zbytků. U ERK kinázy jsou navázanými zbytky E81 a D321, záporně 

nabitý zbytek E81 je u JNK kinázy nahrazen kladně nabitým zbytkem K84 s delším 

postranním řetězcem E329. Poloha E329 stabilizuje zbytek K83, a tím pádem 

i čtvrtou hydrofobní kapsu ju (Peti W., Page R., 2013). U JNK kináz jsou přípustné 

dva hlavní motivy vazby, kterými je nukleární factor aktivovaných T-buněk 4 (Nuclear 

factor of activated T-cells 4, NFAT4) třída tvořící krátký helix a JNK vázající protein 1 

(JNK interacting protein 1; JIP1) třída. U motivu NFAT4 třídy máme v tomto pořadí 

navázaný pozitivně nabitý zbytek, 2 libovolné AMK a 3 hydrofobní kapsy střídající se 

s libovolnými AMK. Struktura JIP1 motivu je obdobná, ale první hydrofobní kapsa se 

nachází za pozitivně nabitým zbytkem následovaný 2 libovolnými AMK a střídajícími 

hydrofobními kapsami s AMK. Struktury NFAT4 a JIP1 mají motiv dle pořadí 𝜃 − 𝑥 −

𝑥 − 𝜑% − 𝑥 − 𝜑& − 𝑥 − 𝜑'; 	𝜃 − 𝜑% − 𝑥 − 𝑥 − 𝜑& − 𝑥 − 𝜑' (Zeke A.et al, 2016). 

 

Tab. I: Sekvenční řazení peptidů ve vazbě k příslušným MAPK ve směru C-N. 
 (převzato a upraveno z Peti W., Page R., 2013). 

 
2.3. Aktivace JNK kináz v procesu apoptózy 

Dráha JNK kinázy je řízena přenosem signálů, které jsou označované jako 

třístupňové MAPK dráhy a jsou tvořeny třemi úrovněmi kináz. Nejvyšší úroveň kináz 

označovaná MAP3K (MAP-kináza kináza kináza) umožňuje vstup do signálních drah, 

přijímá signály. Do této skupiny řadíme DLK, MLK3, TAK1, MEKK1, ASK1, ASK2, 

MEKK4. Střední úroveň kináz tvořená MAP2K (MAP-kináza kináza) zprostředkovává 

aktivaci hlavních molekul, v našem případě MKK4 a MKK7. Nejnižší úroveň kináz 

MAPK se podílí na tvorbě odpovědi a je efektorem drah JNK kinázy. Tento 

mechanismus umožňuje lepší koordinaci a odezvu na přijímaný signál (Obr. 3). Doba 

odezvy na signální podněty nastává v rámci několika minut a je přechodná. 

Hormony a neurotransmitery se naváží na receptory spřažené s G proteinem, 

které se nachází na vnější straně membrány. Vazba způsobí změnu konformace 

receptoru, čímž je komplex signální molekula-receptor aktivován. Z vnitřní strany 

membrány se naváže G-protein, který je tvořený třemi podjednotkami a, b, g. 

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 
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Následně nastává rozrušení vazby receptor-G-protein. Podjednotka a navázána na 

receptor se naváže v cytosolu na protein homologu kontrolního proteinu buněčného 

dělení 42 nebo na Rac1 protein (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1). Oba 

patří do rodiny Rho malých GTPáz a mají schopnost aktivovat MLK3 (Mixed- lineage 

kinase 3) a DLK (Dual Leucine zipper kinase). U DLK se oblast stočené spirály 

naváže na N-konec segmentu neuspořádaného MKK7 a fosforylací 

na Thr277/Ser281 se aktivuje (Zeke A. et al, 2016; Win p. et al, 2018). 

Jiná možná aktivace MKK7 je proteinem MLK3. V tomto případě předchází 

aktivaci autoinhibice proteinovými ligandy a po úlevě se MLK3 alostericky dimerizuje 

interakcí doménou stočené spirály a aktivuje se. Aktivní forma umožní vazbu 

na neaktivní MKK7, a tím komplex aktivuje.  

Mezi vývojové podněty aktivující JNK dráhu patří Wnt signalizace a TGFb 

signalizace. Receptor Wnt ( Wingless/Int-1 receptor) je klíčový v embryonálním 

vývoji, podílí se na vývoji končetin, mozku a dalších orgánů. Na vnější straně 

membrány je Wnt receptor, na který se naváže glykoprotein z Wnt rodiny na Fz ko-

receptor (dle studií zahrnují NRH1, Ryk, PTK7, ROR2). Následuje vazba vzniklého 

komplexu na Drosophila disheveled gen, čímž se aktivuje. Hlavní úlohu v aktivaci 

Rac1 má DEP doména vyskytující se na Drosophila disheveled genu (Gordon K. J., 

Blobe G. C., 2008). Následuje aktivace MLK3/DLK, aktivace MKK7 a fosforylací 

aktivace JNK kinázy. 

Receptory transformující růstový faktor b (Transforming growth factor b; TGF-

 β) aktivují TRAF adaptorový protein (TNF receptor associated factor; TNF 

receptorem asociovaný faktor) ubikvitinací Lysinu 63 (K63). Dříve je klíčový ubikvitin-

konjugační enzymový komplex Ubc13-Uev1A, který modifikuje TRAF2. Následně 

komplex ubikvitin-ligáza E3 způsobí rozpad TRAF2 na nerozpustné cytoskeletární 

komplexy vázající se zinkovým prstem na domény Tab1/2 (TGF-b Activated Kinase 1 

Binding Protein 1/2; TGF-b Aktivovaná kináza 1 vázající protein 1/2). 
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(převzato 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 (Apoptóza signál-regulující kináza 1/2), MEKK4 (Mitogen-activated 

protein kinase kinase kinase 4); JNK kinázy (c-Jun NH2 terminální kináza); Cdc42 (Homolog 
kontrolního proteinu buněčného dělení 42), Rac1 (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1), Tab1/2 
(TGF-b Aktivovaná kináza 1 vázající protein 1/2), TRX (Thiredoxin), GADD45 (The Growth Arrest and 

DNA Damage); GPCRs (Receptory spřažené s G proteinem), Wnt (Wingless/Int-1 receptor), TGFb 
(Růstový faktor b), TNFa (Tumor nekrotizující faktor a), TLR receptor (Toll-like receptor), NOD 

(Nukleotid vázajjící oligomerizační doména), RIPK2 (Receptor-interakční serin/threonin-protein kináza 
2), TRAF (TNF receptorem asociovaný faktor), MKP1/5 (Mitogenem-aktivované protein kináza 

fosfatáza 1/5).

 

Klíčovou roli v tomto kroku má RING doména umístěná na N- konci, protože 

má schopnost rozpoznat proteiny určené k degradaci (Laine A., Ronai Z., 2005). 

Vazba Tab1/Tab2 na TAK1 (TGF-P-activated kinase 1) způsobí konformační změnu 

a je sprostředkovaná vazbou -COOH konce na TAK1 z důvodu výyskytu oblasti 

bohaté na serinové a threoninové zbytky podobné oblasti v NH2 konci TAK1 

(Shibuya H. et al, 1996). Aktivovaný TAK1 má schopnost aktivovat MKK4/MKK7 a ty 

fosforylací aktivovat JNK kinázy (Wuerzberger-Davis Shelly M., 2010). 

Obr. 3: Signální dráhy aktivace JNK kináz.  
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Zánětlivé podněty spouští TNFa signální dráhu. Vazba TNF signálu na TNFR1 

receptor umožní trimerizaci TNFR1, což posílí adaptor TRADD díky interakcím 

smrtících domén. Utvoří se komplex zahrnující TRADD-RIP1-TRAF2. Následuje 

odštěpení RIP1 z komplexu K63 deubikvitinací, což aktivuje TRAF adaptorový 

protein. Disociovaný komplex váže FADD, kaspázu-8, RIP1 a RIP3 do formy 

druhého komplexu. Kapsáza-8 štěpí RIP1 a RIP3, a tím indukuje apoptózu. Pokud by 

se tak nestalo a kaspáza-8 či FADD byl inhibován, nenastala by apoptóza ale 

nekroptóza (Seki E. et al, 2012).  

Dalším signálním podnětem jsou extracelulární patogeny, na které reaguje 

TLR receptor (Toll-like receptor). Oligomerace s Myeloid differentiation primary 

response 88 umožňuje vazbu na s Interleukin-1 receptorem asociovanou kinázu 1 

a E3 ubikvitin ligázy TRAF6 (Ippagunta S. K. et al, 2018). Následně dochází k vazbě 

na MEKK1 (Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1) díky rostlinné 

homodoméně, která má funkční podobnost s RING doménou a je umístěna na N-

konci. Následuje autosfosforylace MEKK1, tím dochází ke konformační změně 

a aktivaci. Aktivní forma dále fosforyluje MKK4, která fosforylací aktivuje JKN kinázy 

(Laine A., Ronai Z., 2005). Jinou možností je vazba aktivované MEKK1 na Tak1 

vázající Tab1, která je umožněna díky PHD doméně (Suddason T. et al, 2016). 

Na stimulaci intracelulárními patogeny reaguje NOD doména (Nukleotid-

binding oligomerization domain 2; nukleotid vázající oligomerační doména) reagující 

na bakteriální peptidoglykany, které uvolňují muramylové dipeptidy. Po stimulaci 

nastává oligomerizace a vazba na RIPK2 přes domény CARD-CARD (Caspase 

activation and recruitment domains; Kaspáza aktivační a najímací doména). 

Následuje autofosforylace a polyubikvitinace K63, což umožní vazbu na Tab1/Tab2 

a následně na TAK1, který umožní aktivaci MKK4/MKK7 (Magalhaes G. J. et al, 

2011).  

Dráha reagující na reaktivní formy kyslíku (ROS) se aktivuje při oxidačním 

stresu, stresu endoplazmatického retikula, nadbytku Ca2+ iontů, zánětlivými cytokiny 

a infekcí. Tato cesta je důležitá v procesech týkající se přirozené imunity a virových 

infekcí. Detekce hladin Ca2+ iontů je umožněna díky vazebnému proteinu vázající 

vápenaté a integrinové molekuly (Win p.et al, 2018). Signál zpustí oxidaci cysteinů 

antioxidantu Trx (Thiredoxin), která umožní disociaci Trx z ASK1 kinázového 

komplexu (Apoptosis signal-regulating kinase 1; Apoptóza signál-regulující kináza 1). 

Vazba mezi Trx a ASK1 je umožněna přes N-koncové kinásové coiled-coil domény 
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a vyskytuje se pouze při acidobazické rovnováze organismu, která udržuje ASK1 

v neaktivní formě. Uvolněním této vazby nastává konformační změna oligomeru 

ASK1 skrz N-koncovou stočenou cívku, která způsobí autofosforylaci threoninového 

zbytku Thr845 nacházejícího v aktivační smyčce kinázové domény. Tím se ASK1 

aktivuje, fosforyluje MKK4 a aktivuje JNK kinázy (Santabárbara-Ruiz P. et al, 2019; 

Kovalic A. J. et al, 2018; Hattori K. et al, 2009).  

Vliv UV záření, rentgenové záření, nízké pH, hypoxie, hyperosmotický nebo 

onkogenní stres aktivují transkripční činnost GADD45 proteinů (The Growth Arrest 

and DNA Damage), GADD45a, GADD45b a GADD45g. Tyto proteiny jsou 

neenzymatické, mechanismus reakcí je tedy možný pouze interakcemi 

s proteinovými partnery nebo modulací přístupu DNA k příslušným proteinům. 

Aktivace spočívá v navázání na N- konec MEKK4 kinázi (Mitogen-activated protein 

kinase kinase kinase 4), která vyvolá konformační změnu vedoucí k autofosforylaci 

a aktivaci. Aktivovaný komplex následně specificky fosforyluje MKK4 (Moskalev A. A. 

et al, 2012). Tyto proteiny mohou mít i anti-apoptotické účinky. V hematopoetických 

buňkách vlivem UV záření GADD45a,b aktivuje nukleární faktor kappa-B-p38 dráhu 

přežití zahájením opravy DNA, dále zábrana apoptózy nastává u nervů míchy po 

odnětí růstového faktoru. Oprava DNA je umožněna díky přímé interakci se 4 histony 

jádra, což umožňuje demethylaci DNA (Salvador J. M. et al, 2013).  

 

2.3.1. Vazba MKK4/MKK7 na JNK kinázu 
Přímou aktivaci JNK kináz zprostředkovává MKK4/MKK7 skrz duální 

fosforylaci aktivační smyčky dle motivu Thr-Pro-Tyr. Molekulární rozpoznávání je 

zprostředkováno prostřednictvím dokovací místa, která nesou homologní sekvence 

rozpoznání. Principem je navázání bazických zbytků MKK4/MKK7 na záporně nabitá 

dokovací místa JNK kináz a vložení hydrofobních zbytků MKK4/MKK7 

do hydrofobních kapes na povrchu JNK kináz. Komplex MKK7 obsahuje 3 dokovací 

místa D1, D2 a D3 na N-konci. V roce 2015 byla provedena experimentální studie 

vaznosti JNK1 na 3 rozdílná dokovací místa pomocí isotermální titrační kalometrie. 

Bylo zjištěno, že JNK1 se váže na všechny dokovací místa pouze s malým rozdílem 

afinit stejně a jedna molekula MKK7 je schopna vázat 3 JNK molekuly (Kragelj J. et 

al, 2015). Hlavním motiv vazby MKK7 na JNK kinázu je dle NFAT4, alternativní dle 

JIP1. To, že jsou možné oba konformační motivy, vypovídá o schopnosti molekuly 

MKK7 oscilovat mezi těmito motivy. U molekul, které mohou interagovat s MKK4 
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i MKK7 je rozhodující výchozí stimul. Vazba MKK4 na JNK nastává prostřednictvím 1 

dokovacího místa, které se nachází na N- konci. Přednostní aktivace MKK7 je u IL-1, 

TNF-a. MKK7 výhradně u JNK. MKK4 i u p38. 

 

2.4. Signální dráha aktivovaných JNK kináz 
Aktivovaná JNK kináza reaguje dle typu buněk a příslušného přijímaného 

signálu, všechny tyto cesty se s největší pravděpodobností neuskuteční ve stejném 

typu buněk (Obr. 4). Možná interakce je až s 50 různými molekulami. Primárním 

cílem je zvýšení exprese pro-apoptotických jaderných genů, jako je c-Jun, p53 nebo 

p73. Dále může JNK kináza přímo fosforylovat nejaderné substráty, mezi které patří 

cytoskeletární proteiny (DCX, MAP1B, WDR62), mitochondriální proteiny, ubikvitin-

 proteinové ligázy, adaptorové proteiny, adhezivní proteiny (paxilin, katenin) a ostatní 

proteinové kinázy. 

Přímou cestou je translokace aktivované JNK kinázy do jádra, kde nastává 

fosforylace c-Jun na Ser63/73 a Thr91/93 (Win p. et al, 2018). Následná dimerizace 

Jun proteinů (JunB, JunD, c-Jun) a protei,nů Fos (FosB, Fra-1, c-Fos, FR-A-2) 

umožní tvorbu transkripčního faktoru AP-1 (Activator protein-1; Aktivátor protein-1). 

Hlavní funkcí AP-1 je transkripce pro-apoptotických proteinů, jako je například TNFa, 

Fas-L nebo Bak. Naopak c-Jun může aktivovat i anti-apoptotickou dráhu v podobě 

degradace sebe samotného. Mechanismus spočívá ve fosforylaci c-Jun na Thr239, 

což umožní navázání Fbw7 rozpoznávací složky substrátu (F-box and WD repeat 

domain-containing 7) E3-ligázy iniciující destrukci c-Jun (Higgings  P. J., 2010). 

Jako další substráty může JNK fosforylovat JunD, ATF2/3 (Activating 

transcription factor 2/3; Aktivační transkripční faktor 2/3), Elk1, Elk-3, RXRa, RARa, 

AR, NFAT nebo c-Myc (Seki E. et al, 2012). Transkripční faktor c-Myc slouží jako 

proto-onkogen a v nízkých koncentracích se nachází v buňkách fyziologicky. Jakmile 

je stabilizace faktoru v závislosti na signálních podnětech narušena, exprese c-Myc 

se zvýší, což může signalizovat tvorbu nádoru. Hladina c-Myc se proto kontroluje. 

Mechanismus působení je regulován 3 molekulami, mezi které patří SCF (SkpCullin-

F-box), Fbw7 a E3 ubikvitin ligázou. Pokud jsou tyto kontrolní molekuly ohroženy, 

nastává dysregulace c-Myc a tvorba nádorů (Mei Y., Wu M., 2016).  

Alternativním mechanismem působení aktivované JNK je přímá fosforylace 

rodiny p53 proteinů na Thr81 JNK kinázou. Proteiny p53 jsou kódované genem 
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TP53, který se nazývá tumor supresorový gen. Hlavní funkcí je zábrana vzniku 

nádorů, regulace buněčného cyklu, regulace apoptózy či oprava DNA. Významnost 

je dána tím, že protein p53 je inaktivována ve více než u poloviny všech lidských 

rakovin. 

 
 

 
 

(převzato a upraveno z Dhanasekaran D. N., Reddy P. E., 2017); zkratky: JNK (c-Jun NH2 terminální 
kináza), Bax (Bcl2-asociovaný X protein), Bid (BH3-interagující doména smrti). Bcl-2 (B-cell 

lymphoma-2), TRAF 2 (TNF receptorem asociovaný faktor 2). Casp-3,-7,-8,-9 (Kaspáza-3,-7,-8,-9). 
Apaf-1 (Aktivační faktor 1 pro apoptickou proteázu), ATF2 (Aktivační transkripční faktor 2), AP-1 

(Aktivátor protein-1), Fas-L (Fas-ligand), TNF-a (Tumor nekrotizující faktor-a). 
.

 
Přímou fosforylaci proteinu p53 mohou zprostředkovat kinázy CHK1/2 

(Checkpoint kinase-1/2), ATM (Ataxia telangiectasia mutated), ATR (ATM and RAD3-

related) aktivované vlivem genotoxického stresu (Westermarck J., 2010). Fosforylace 

JNK kinázou probíhá na Ser6, tím dochází k inhibici vazby ubikvitinu ligázy 

na protein p53 a stabilizaci jeho hladiny. Vazba ubikvitinu ligázy na protein p53 

za normálních okolností reaguje na poškozené DNA a spouští degradaci vzniklého 

Obr. 4: Mechanismy působení aktivované JNK kinázy. 
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komplexu. Nejznámějším negativním regulátorem je Mouse double minute 2 

homolog. Bylo dokázáno, že exprese FDH (10- formyltetrahydrofolát dehydrogenáza) 

je u nádorových onemocnění snížená a jeho hladina reguluje p53-závislou apoptózu. 

Dále protein p53 indukuje exprese dalších pro-apoptotických genů jako je Bax (Bcl2-

associated X protein; Bcl2-asociovaný X protein) a PUMA (p53 up-regulated 

modulator of apoptosis; p53-up regulační modulátor apoptózy), NOXA, letální 

receptor CD95. Další možnou cestou aktivace procesu apoptózy je uvolnění 

cytochromu c z mitochondrií, v důsledku oligomerizace Bax po uvolnění vazby p53 

z Bcl-XL (Dhanasekaran D. N., Reddy P. E., 2017; Mei Y., Wu M., 2016). 

Mimo fosforylace proteinu p53 může JNK kináza fosforylovat proteinu p73, 

který je strukturální a funkční homolog proteinu p53 patřící do rodiny p53. Na rozdíl 

od proteinu p53 má protein p73 navíc doménu na C-konci, která chrání protein před 

ubikvitinací a má obecně 7 potenciálních fosforylačních míst, ale jen 3 z nich 

vyskytující se u lidí. Oba proteiny mají podobné funkce. Iniciaci apoptózy 

zprostředkovává protein p73 transaktivací pro-apoptotických genů p73 nebo pomocí 

mechanismu s cisplatinou. Mezi odlišné geny patří GRAMD4 gen, apoptin, ostatní 

jsou stejné jako u p53. Mitochondriální translokaci a oligomerizaci Bax umožňuje 

GRAMD4, a to pouze u proteinu p73. Apoptin indukuje apoptózu selektivně 

v rakovinných buňkách. Podporujícími molekulami jsou v tomto případě BH3 protein 

PUMA a prsteník domény E3 ubikvitin RIP2 (Yoon Mi-K. et al, 2015). 

Podněty spouštějící vnitřní dráhu apoptózy aktivují pro-apoptotické proteiny 

Bax nebo Bak pomocí BH3 proteinu. Aktivované Bax/Bak umožní vnější 

mitochondriální membránovou permeabilizaci. Principem je translokace Bax/Bak do 

mitochondrie díky fosforylaci 14-3-3a proteinu, která způsobuje disociaci Bax/Bak 

a požadovanou translokaci, která stimuluje uvolnění především cytochromu C 

z intramembránového prostoru. Cytochrom c společně s Apaf-1 a kaspázou-9 tvoří 

apoptozóm, který aktivuje kaspázu-3 a kaspázu-7 indukující apoptózu. Další 

apoptotický účinek podporuje fosforylace na Ser128 v proteinu Bad. Pokud 

apoptotické stimuly nejsou, je Bad fosforylován na Ser112/138/155 a vázán 14-3-3 

proteinem do neaktivního komplexu. Apoptózu v této dráze podporuje ještě 

fosforylace proteinu 14-3-3 Ser184, což podpoří uvolnění Bad z vazby. Vliv UV 

záření způsobuje fosforylaci Bim a BMF, která uvolní vazby komplexu Bim- Dynein 

a BMF-Myosin V. Oba mohou aktivovat Bax/Bak, nebo naopak vázat, a tím inhibovat 

anti-apoptotické faktory Bcl-2. Fosforylace Bcl-2 na Ser70 může být zprostředkovaná 
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přímo JNK kinázou. Apoptóza vyvolaná TNF-a receptorem způsobuje štěpení Bid 

a fragment o velikosti 21kDa se přemístí do mitochondrie. Přemístění podporuje 

uvolnění SMAC/DIABLO proteinů a OMI mitochondriálních proteinů, které způsobují 

inhibici anti-apoptotického proteinu XIAP a cIAP1 protein, které inhibují kaspázu-8, 

což způsobí aktivaci kaspázy-3 a kaspázy-7 vedoucí k apoptóze. 

Tubulární substrát Doublecortin-X má schopnost vázat JNK kinázu přímo. 

Většina fosforylačních míst se nachází na N-konci, C-konec vážem Doublecortin like-

kinase 1/2, které umožňují zesítění neuspořádaného C-konce. Dalším proteinem je 

WD repeat-containing protein 62, který má na svém C-terminálním laloku 6 

vazebných míst pro fosforylaci JNK kináz/MKK7 domén a na N-terminální laloku 

WD40. Dle studií se tento protein podílí na normálním vývoji neurálních 

progenitorových buněk. 

 

2.4.1. Scaffold proteiny  
Aktivace JNK kináz může být uskutečněna i prostřednictvím scaffold proteinů, 

které usnadňují interakci protein-protein v případě, že komplexy postrádají vnitřní 

enzymovou aktivitu (Obr. 5). Mezi nejvýznamnější proteiny, které mají schopnost 

vázat přímo JNK nebo jeho aktivátory, patří JIP 1, JIP 3, SAB, POSH, GRASP 1, 

KSR1/KSR2.  

Nejdůležitějším scaffold proteinem je JIP 1 (JNK-interaging protein1, JNK-

interagující protein1), protože může vázat MLK, DLK i MKK7. Působením JIP 1 

vytváří silnou pozitivní zpětnou vazbu. Struktura C-terminální laloku obsahuje tři 

složené domény. První doménou je Phosphotyrosine-binding, or protein tail-binding, 

která je důležitá pro vázání nákladu nevyžadující fosforylaci. Další doménou je SH3 

doména (Src homology 3), která umožňuje dimerizaci JIP1 a poslední doménou je 

JNK vázající doména obsahující jedno ze dvou cílových míst fosforylace S421. 

Posledních 10 AMK tvoří kinesin lehký řetězec vázající lineární motiv, pomocí 

kterého je transportován proteinový komplex. Důležitou doménou je N- terminální 

neuspořádaný lalok, který je přímo fosforylován D-motivem JNK kináz a umožňuje 

odpojení proteinového komplexu. Na tomto laloku se též nachází druhé cílové místo 

fosforylace na Thr103 (Zeke A. et al, 2016; Win p. et al, 2018; Yasuda J. et al, 1999).  

Dříve známý JLP, dnes nazývaný JIP3 tvoří samostatnou skupinu regulujících 

proteinů, které se vážou na ASK1 a regulují ASK závislou signální dráhy, ale 
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nemůžou přímo aktivovat JNK kinázu. Tento protein je typický pouze pro JNK 

signalizační kaskádu (Zeke A. et al, 2016; Win p. et al, 2018).  

Scaffold protein POSH (Plenty of SH3) se váže na protein Rac-1, MLK3 

a zvyšuje aktivitu JNK kinázy v této signální dráze. Komplex MEKK1 interaguje 

s General receptor for phosphoinositides 1- associated scaffold protein a umožňuje 

silnou aktivaci JNK kinázy. Tento protein se účastní pouze JNK signální dráhy (Xu D. 

et al, 2014). 

Mitochondriální Scaffold protein se nazývá SAB. Nachází se na vnější straně 

mitochondriální membrány. Jeho struktura obsahuje N-terminální SH3 doménu, 

jakožto vazebné místo nacházející se uvnitř mezi membránového prostoru, 

a doménu se 2 D- motivy na C-konci směřující do cytoplazmy. Tento protein je 

nezbytný pro translokaci JNK kinázy do mitochondrií, jeho vyčerpáním přemístění 

není možné (Win p. et al, 2018).  

 

 
Obr. 5: Schématické znázornění působení Scaffold proteinů při aktivaci JNK kináz. 

 
2.5. Regulace JNK signálních drah 

Fyziologický průběh signálních drah JNK kinázy je závislý na době trvání 

aktivace JNK kináz i rozsahu aktivace. Obecně p38, p53, SIRT2, P300, NF-kB, 

GADD45b a SAB modulují aktivitu JNK kinázy. Celý mechanismus je proto vnitřně 

řízen zpětnovazebně a pomocí regulačních molekul. Důležitou úlohu mají fosfatázy. 

Aktivita JNK se může snížit odštěpením fosfátu z motivu Thr-Pro-Tyr potřebného pro 

aktivaci smyčky různými Ser/Thr fosfatázami, Tyr fosfatázami nebo rodinou MKPs 

(Mitogen-activated protein Kinase Phosphatases; Mitogenem aktivované proteinové 

kinázy fosfatázy) (Liu X. et al, 2016).  

Rodina regulačních fosfatáz patří do skupiny DUSPs (Dual-specificity 

phosphatases; Duální-specifické fosfatázy). Název DUSPs je odvozen od schopnosti 

defosforylovat fosfotyrosin i fosfoserin/threoninové zbytky a ze schopnosti odstranit 

fosfát z více substrátů současně. Rodina zahrnuje celkem 10 fosfatáz nacházející se 
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v cytoplazmě (DUSP1, DUSP4), v jádře (DUSP10, DUSP16, DUSP8) nebo 

v cytoplazmě a současně i v jádře (Zeke A. et al, 2016). Významným členem je 

DUSP1, který reaguje na signální vyvolané růstovými faktory a stresem, hlavním 

negativním regulátorem TLR signalizace bránící vzniku nadměrnému zánětu. Člen, 

který se nachází jak v cytoplazmě, tak v jádře se nazývá DUSP5 a jeho hlavním 

cílem je AP-1 transkripční faktor. V neposlední řadě DUSP16, který se váže na JIP-1 

protein a jeho využití je při léčbě po ozáření UV světlem. Má schopnost se vázat 

přímo na JNK kinázu, vazba ale není tak pevná, proto se váže na tento Scaffold 

protein, kterým plně snižuje aktivitu JNK kináz (Huang G. et al, 2009). 

Na přímé regulaci JNK kináz se podílí acetylace a deacetylace. Mezi cíle 

deacetylace patří SIRT2 (Sirtuin 2) jsou protein p53, tubulin a lysin 16, čímž dochází 

k inhibici jejich aktivity. Toto je tedy důležité pro protinádorovou léčbu. Deacetylace 

proteinu p53 prostřednictvím SIRT2/1 aktivuje JNK kinázu. Aktivace SIRT2 nastává 

při zvýšeném množství NAD+, které je například v granulocytovém stimulujícím 

faktoru. Problémem je, že oba sirtuiny se nepodílejí příliš významně na mechanismu 

aktivace smyčky, nejsou tedy rozhodující v apoptóze. Naopak acetylace proteinu p53 

pomocí P300 proteinu inhibuje JNK kinázu. Tento protein je kódován p300 genem 

a funguje jako histon acetyltransferáza regulující transkripci genů prostřednictvím 

remodelace chromatinu (Win p. et al, 2018; Hoffmann G. et al, 2014).  

Dle studií byl zjištěn další regulátor ASK1 komplexu nazývaný CARD6 

(Caspase recruitment domain family, member 6), který se váže na ASK1 a snižuje 

jeho schopnost fosforylovat po proudu JNK. Studie byla provedena na jaterním 

modelu, kde se aktivoval ASK1 a TAK1. Deficit CARD6 zvyšuje expresi ASK1, deficit 

naopak snižuje. Na TAK1 komplex CARD6 nemá žádný vliv (Win p. et al, 2018). 

Většina cílových substrátů k fosforylaci má podobu neuspořádaných cílových 

segmentů a cílová místa jsou uložena uvnitř smyček, které vyčnívají ze segmentů. 

Fosforylace tedy nemění konformaci cílových substrátů, ale pouze ovlivňuje vazby 

protein-protein. Rozpoznáváním pro fosforylaci je shoda uvolněného cílového místa 

s lineárními motivy, kterým se říká fosfo-přepínače. Fosfo-přepínače existují pozitivní 

a negativní. Negativní fosfo-přepínače inhibují interakci z důvodu nekompatibilního 

motivu způsobeného elektrostatickými změnami, intrařetězovým soutěžením 

s neodpovídající tvorbou nebo eliminací solných můstků. Příkladem je fosforylace 

DLC Bim přepínačem. Pozitivní-fosfospřepínače podporují tvorbu nových protein-

protein interakcí a příkladem je přepínač působící na ELK1 (ETS Like-1 protein), 
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protože postrádá klasický transaktivační motivy umožňující interakci s P300. 

Fosforylace ETS transkripčního faktoru ELK1 JNK1 kinázou umožní tvorbu nového 

lineárního motivu, který se následně váže na P300 prostřednictvím zinkového prstu 

a umožní tvorbu chromatin modifikujících enzymů (Zeke A. et al, 2016).  

 

3. Fyziologie a patologie JNK signálních drah 
V závislosti na výskytu příslušných izoforem JNK kináz se projevuje jejich 

úloha v celkovém fungování lidského těla. Dle studií je dokázáno, že JNK kinázy se 

podílí na embryogenezi. Konkrétně se účastní zavření nervové trubice a správné 

trajektorie vývoje a růstu axonů. Bylo dokázáno, že delecí buď JNK1 nebo JNK2 

kinázy nastává vývoj mozku mimo lebku. Ve vývoji nervového systému je regulace 

umožněna díky impulsům netrinů a semaforinů, na které reaguje JNK kináza. Další 

klíčovou molekulou ve vývoji axonů v mozku je MKK7 a MKK4 se naopak uplatňuje 

při regeneraci jater. Delece MKK4/MKK7 způsobuje těžké vývojové zpomalení nebo 

až embryonální letalitu. Další oblastí je morfologie srdce a ledvinového epitelu, kde je 

klíčový Wnt-11 a ve vývoji hipokampálních neuronů je důležitý Wnt-7b (Kuan C. Y. et 

al, 1999).  

Mimo embryogenezi JNK kináza reguluje neurální funkce u dospělých jedinců. 

Exprese JNK3 kinázy v mozku reguluje vývoj a regeneraci neuronů, nadměrná 

aktivita však způsobuje apoptózu neuronů, což je nežádoucí. Z toho důvodu je JNK 

kináza navržena na zmírnění mrtvice, epilepsie a neurodegenerativních onemocnění. 

V souvislosti s dědičným postižením intelektu byla dokázána souvislost s mutací 

genu JNK3. Dále je JNK kináza nezbytná pro erytropoetin-zprostředkované přežití 

buněk mechanismem inaktivace Bcl proteinu (Wu Q. et al, 2019).  

Role JNK kináz v imunitním systému je reakce na antibakteriální, antivirové 

i antiparazitární signály, vývoj T buněk a kontrola vrozené imunity. Vrozená imunita je 

prvním obranným mechanismem při infekci a její hlavní úlohou je rozpoznat patogen 

pomocí receptorů, hlavně Toll nebo NOD rozpoznávající mikrobiální složky. 

Následuje aktivace NF-kB v makrofázích a dendritických buňkách. Proapoptickou 

funkci inhibuje NF-kB, což je klíčové pro řadu fyziologických procesů (přežití buněk 

během zánětu, regenerace jater) (Arthur J. S., Ley S. C., 2013).  

Patologie signálních drah JNK kináz je spojena s jejich různorodou funkcí. 

Mezi časté onemocnění spojené s patologií JNK signálních drah patří nádorové 
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buněčné linie, diabetes, neurodegenerativní choroby nebo obezita. V rámci léčby 

probíhá neustálý výzkum inhibitorů důležitých molekul patologických mechanismů, 

které ale nejsou vždy žádoucí vzhledem k ostatním fyziologickým mechanismům, 

kterých se účastní (Bubici C., Papa S., 2014). 

 

3.1. Alzheimerova choroba 
Mezi nejčastější neurodegenerativní onemocnění, kterého se JNK signální 

dráha účastí je Alzheimerova choroba. Nemoc je spojena se ztrátou kognitivních 

funkcí, v důsledku tvorby perineuronálních neuritických plaků a postupnou eliminací 

neuronů. Klíčovou molekulou je v tomto mechanismu ASK1. Tvorba senilních plaků 

je důsledkem hromadění b-amyloidu, který vzniká štěpením amyloidního 

prekurzorového proteinu, který se podílí na tvorbě buněčné membrány (Origlia N. et 

al, 2009). Štěpení indikuje tvorbu ROS, které aktivují ASK1, a tím JNK signální 

dráhu. Důsledkem je hyperfosforylace Tau proteinu, která způsobuje tvorbu 

nerozpustných párových šroubovic ukládaných v mozku. Fyziologickým působením 

Tau proteinu je vazba na mikrotubuly v neuronech, jejich stabilizace a umožnění 

snazší polymerace. Hyperfosforylace však tento mechanismus inaktivuje. Vzniklé 

šroubovice jsou také součástí senilních plaků a obklopují b-amyloid (Whittington R. 

A. et al, 2013). Eliminace neuronů je způsobena apoptózou JNK dráhy reagující na 

nadměrnou tvorbu ROS, které doprovází celý patologický mechanismus. Podnětem 

může být ER stres, který dle studií je častější u buněk vykazující mutace presenilinu-

1 v ER. Další důležitým mechanismem je přenos signálu insulinu, který se podílí 

na kognitivních funkcích mozku. Dle studií vazba insulinu vede k autofosforylaci 

tyrosinových zbytků substrátu insulinu 1, který reguluje učení a paměť. Zhoršení 

fosforylace vede k rezistenci na insulin. Jedním takovým podnětem může být TNF-a 

aktivující JNK signální dráhu, která způsobí fosforylaci serinových zbytků substrátu 

insulinu 1, a tím insulinovou rezistenci. V tomto onemocnění se tedy nabízí možný 

terapeutický cíl v podobě inhibice ASK1 molekuly (Song J. et al, 2014; Kim E. K., 

Choi Eui-Ju, 2010). 
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3.2. Obezita 
V dnešní době je obezita způsobená konzumací tučného jídla velmi častým 

problémem a je doprovázená zhoršeným metabolismem glukózy, insulinovou 

resistencí a způsobuje řadu komplikací vedoucí k steatóze jater nebo diabetu mellitu 

2. typu. Dle nedávných studií bylo dokázáno, že JNK dráha se účastní souvisejících 

signalizací v makrofázích, játrech a buňkách přední hypofýzy, ve kterých hraje 

důležitou roli (Han S. M. et al, 2012). Signální kaskáda JNK kináz je iniciována 

zvýšenou hladinou TNF-a a mastných kyselin vlivem rostoucí tukové tkáně. 

Na obezitu reagují makrofágy, které se podílí na tvorbě zánětu. Role JNK kináz 

v makrofázích je aktivovat c-Jun, ATF2 nebo ELK-1, které aktivují polarizací M1 

makrofágy spouštějící syntézu zánětlivých cytokinů IL-6, TNF-a, IL-1b. Zánětlivé 

cytokiny narušují metabolismus glukózy tím, že inhibují insulin- receptorový substrát 

1 klíčový v insulinové signální kaskádě, a tím způsobují insulinovou rezistenci 

(Solinas G., Becattini B., 2017).  

Na tvorbu zánětu reagují játra, která zvyšují ukládání lipidů, čímž potlačují 

produkci glukózy v játrech. Projevem je hyperglykémie nalačno. Dle nedávné studie 

jaterní rezistence je však tato skutečnost zpochybněna a bylo dokázáno, že 

hyperglykémie není způsobena snížením účinku insulinu v játrech. Příčinou je 

neschopnost insulinu potlačit lipolýzu v tukové tkáni, která zvyšuje uvolňování 

glycerolu (substrátu pro glukoneogenezi) vedoucí k hyperglykémii (Perry J. R. et al, 

2015). Dále bylo zjištěno, že JNK kinázy nepřímo regulují expresi jaderného 

receptorový korepresoru 1, který omezuje expresi cílových genů snižující oxidativní 

metabolismus jater. Výsledkem je tedy jaterní steatóza a patologie jaterního insulinu. 

Naopak inhibice JNK kináz poškození snižuje, je však zatím nemožné provést 

inhibici JNK1 a JNK2 pouze v hepatocytech bez ovlivnění nehepatálních buněk (Pal 

M., Febbraio M. A., Lancaster I. G., 2016).  

Kosterní svalovina kontroluje metabolismus glukózy v celém těle a oproti 

ostatním tkání je odolná vůči zánětlivým účinkům obezity a ve většině případů ji 

obezita nemění. Potenciálním problémem je však aktivace JNK kináz za těchto 

podmínek. Studie však nepodaly jednotné výsledky, zatím se tedy aktivace JNK 

kináz obezitou v kosterní svalovině nepovažuje za závažný problém (Sabio G. et al, 

2010; Pal M. et al, 2013). 
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Další oblastí, která reaguje na obezitu je osa hypotalamus-hypofýza-štítná 

žláza. Podnětem je obezitou aktivovaná JNK kináza v přední hypofýze spouštějící 

produkci AP1 transkripčních genů zvyšující expresi AP1 genu. Ten iniciuje tvorbu 

jodothyronindeiodinázu typu 2, jeho zvýšená hladina zvyšuje zpětnou vazbu regulace 

produkce hormonu stimulující štítnou žlázu, který snižuje tvorbu hormonů štítné 

žlázy. Následkem je zvýšení energetického metabolismu a rozvoj obezity (Pal M., 

Febbraio M. A., Lancaster I. G., 2016). 

Další oblastí, která silně souvisí s insulinovou rezistencí jsou b-buňky 

pankreatu. Bylo dokázáno, že trvalá aktivace JNK smyčky vede ke snížené produkci 

insulinu b-buňkami. Pokud inhibujeme JNK3, která je zde exprimovaná, nastane 

opačná situace než při blokování JNK1 a JNK2. Dle studií totiž blokace JNK3 zvyšuje 

citlivost na apoptózu vyvolanou cytokiny. Reakce b-buněk na JNK kinázu však není 

jednoznačně ověřená, neustále probíhá výzkum (Solinas G., Becattini B., 2017). 

(převzato a upraveno z Wu Q. et al, 2019); zkratky: STAT3 (Převodník signálu a aktivátor transkripce 
3), TBP (TATA-box vázající protein), TNF-a (Tumor nekrotizující faktor a), Bcl-2 (B-cell lymphoma-2), 

Bid (BH3-interagující doména smrti). 
 

3.3. Nádorové buněčné linie  
V nádorových buněčných liniích má JNK proliferační i inhibiční účinky, čehož 

se využívá v léčbě. Dle studií na myších fibroblastech a lidských buňkách (K562, 

HeLa, 293 T) bylo dokázáno, že JNK1 a JNK2 má „Yin a Yang“ vlastnosti neboli 

opačné funkce ve vývoji nádoru a přežití buněk. Jako příklad můžeme uvést reakci 

Obr. 6: „Yin a Yang“ vlastnosti JNK1 a JNK2 vzhledem k propagaci a regresi nádoru. 



36 
 

T lymfocytů v průběhu virové infekce. Podporu přežití aktivovaných T-buněk 

v imunitní odpovědi umožňuje JNK1 kináza a expanzi CD8+ T buněk JNK2 (Wu Q. et 

al, 2014).  

Další rozdílnost je ve vlivu na protein p53. Pozitivní regulace proteinu p53 je 

zprostředkována JNK2 kinázou a negativní kontrola JNK1 kinázou (Obr. 6). 

Ve fibroblastech iniciuje apoptózu JNK1 kináza, JNK2 ji inhibuje (Pietkiewicz S. et al, 

2013). V lidských buňkách hepatomu TATA-box vázající protein upreguluje JNK1 

kináza podporující onkogenezi, naopak JNK2 kináza snižuje expresi TATA-box 

vázajícího proteinu, a tím i potlačuje onkogenezi (Ganz D., Donin N., Fishelson Z., 

2009).  

Rakovina jater je příklad účasti JNK kináz v iniciaci a progresi karcinomu. 

Nejběžnějším typem je hepatocelulární karcinom, u kterého je JNK kináza 

posuzována jako potencionální terapeutický cíl při léčbě (Wang J., Tai G., 2016). 

Delece IkB kinázy b indukuje apoptózu JNK podporující tvorbu nádoru, protože 

spouští mechanismus přežití hepatocytů. V tomto případě působí JNK1 jako 

nádorový promotor, protože při jeho odstranění bylo dokázáno, že účinek delece IkB 

kinázy b je inhibován, a tudíž nastává inhibice progrese karcinomu. Dále bylo 

dokázáno, že JNK1 kináza přímo reguluje proliferaci hepatocytů prostřednictvím 

transkripčního promotoru c-Myc, který řídí gen p21. S rostoucí velikostí nádoru roste 

aktivita JNK1 kinázy a rostou také geny řídící buněčný cyklus a proliferaci (Bubici C., 

Papa S., 2014).  

Další nádor, který JNK kinázy podporují je mozkový nádor, nejčastěji gliom. 

Nejzávažnější typ se nazývá glioblast a bylo dokázáno, že jeho přítomnost je vázáná 

na zvýšené hladiny JNK kináz. Typ JNK kinázy, která v tomto hraje nejdůležitější roli, 

je JNK2 kináza a bylo dokázáno, že podporuje tumorgenezi aktivací Akt a up-

regulací exprese eukaryotického translačního iniciačního faktoru 4. Při vývoji plicního 

nádoru JNK také podporuje progresi nádoru Ras dráhou způsobené mutací genu 

KRas (Cellurale C. et al, 2011). Naopak karcinom prsu je případ, kdy JNK kinázy 

inhibují tvorbu karcinomu. Častým případem rakoviny prsu je mutace MEKK1 a bylo 

dokázáno, že JNK1 i JNK2 kinázy mají inhibiční účinky růstu nádoru. Mechanismem 

snížení oprav DNA, proteinů a aktivací proteinu p21 (Cellulare C. et al, 2012).   

Všeobecně u léčby nádorů se úmyslně indukuje apoptóza, aby eliminovala 

nádorové buňky. Metoda využívaná nejčastěji se nazývá chemoterapie, u které je 
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velkým problémem mnohočetná léková rezistence vedoucí k úmrtnosti pacientů. Dle 

studií bylo dokázáno, že JNK kináza je nedílnou součástí chemorezistence. 

Důkazem je rakovina kmenových buněk pankreatu, které detekujeme vysoké hladiny 

JNK kináz, které způsobují rezistenci na 5-fluorouracil a gemcitabin, příčinou je 

inhibice ROS. Pokud však inhibujeme JNK kinázu, ihned nastává produkce ROS 5-

fluorourcilem a gemcitabinem, a tím podpora apoptózy. Příčinou je schopnost JNK 

kináz přepínat mezi apoptózou a autofagií (Wu Q. et al, 2019). 

 

Tab. II: Funkce přežívání buněk rakoviny JNK dle studie in vivo a in vitro. 
(převzato a upraveno z Wu Q.et al, 2019). 

Buňky Léčba Test Výsledky 

Fibroblasty Barveno 
Hoechst SP600125 

TNF-a indukovaná apoptóza 
potlačena inhibicí JNK. Absence 

NF-kB přispívá k TNF-a 
indukované apoptóze. 

Hematopoetické 
pro-B FL5.12 IL-3 SP600125 

JNK je třeba pro IL-3 přežití buněk 
(potlačení apoptózy) díky 

fosforylaci a inaktivaci BAD 

B-lymfom ____ 

SP600125 
malé 

interferující 
RNA 

JNK (c-Myc, Egr-1) jsou nutné pro 
přežití a růst B-Lymfomu 

Makrofág 
Růstový 
faktor, 
CSF-1 

SP600125 

Inhibice JNK vede k inhibici 
buněčného cyklu a k následné 

apoptóze, JNK je tedy nezbytná 
pro vývoj a přežití makrofágů 

T buňky LL-Z1640-2 SP600125 
TA K1-JNK umožňuje přežití 
buněk stabilizací Mcl1IL-2R 
v aktivovaných T-buňkách 

Akutní myeloidní 
leukémie HO-1 SP600125 

HO-1 potlačuje apoptózu buněk 
prostřednictvím aktivace JNK/c-

Jun dráhy, proto je HO-1 
potencionální cíl pro léčbu. 

Melanocyty UV záření SP600125 
Endothelin-1 zvyšuje fosforylaci 

JNK a snižuje genotoxické účinky 
UV záření 

b-buňka slinivky 
břišní Tyrosol ____ 

Tyrosol inhibuje tunicamycin-
indukovanou smrt díky fosforylaci 

JNK kináz. 

Osteoklasty RANKL 
deprivace SP600125 JNK brání osteoklastům před 

apoptózou vlivem RANKL 

Buňky plicní tepny 
endotelu 

Kyselina 
EET 

SP600125 
JNK1/2 
siRNA 

EET podporuje JNK a c-Jun, což 
podporuje proliferaci buněk, 

angiogenezi 
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Autofagie je zodpovědná za přežití buněk při rakovině a uplatňuje se u ER 

stresu, ontologického vývoje, mikrobiální infekci nebo při onemocněních spojovaných 

s hromadění proteinových agregátů. 

JNK kináza reguluje tento mechanismus prostřednictvím FoxO-závislých 

transkripčních s autofagií příbuzných genů, které jsou regulovány insuline-like growth 

factorem-1 a TNF-a (Zhou Y. Y. et al, 2015). Důležitou molekulou je Bcl-2, který 

aktivuje autofagii. Komplex Bcl-2- beclin 1 vytvořený rychlou fosforylací Bcl-2 nejprve 

aktivuje autofagii a pokud ji buňka už není schopná, fosforylací Bcl-2 nastává 

inaktivace jeho apoptotických funkcí (Kim Y. J. et al, 2015). Dalšími 

chemorezistetntními mechanismy řízený JNK je aktivace převodníku signálu 

a aktivátoru transkripce 3, který opravuje chemoterapií poškozenou DNA, čímž 

účinnost chemoterapie inhibuje. 

Prostředí tumoru je schopno chránit nádorové buňky před imunitní destrukcí 

JNK regulací exprese TGF-b a INF-g, tumor imunosupresivních cytokinů, tzv. imunitní 

úniky. Další ochranu poskytuje methylguanin DNA methyltransferáza, prothymosin-a 

a v neposlední řadě lze indukovat odčerpání léčebného cytostatika z buňky aktivací 

nespecifické pumpy v buněčné membráně ATP-vázající kazeta super-rodiny G člen 2 

(Yang X.-j. et al, 2013; Wu Q. et al, 2019).  

 

3.4. Inhibitory JNK 
Jak bylo zmíněno, JNK kinázy hrají klíčovou roli v patologiích mnoha typů 

rakovin a z toho důvodu probíhá syntéza selektivních inhibitorů JNK kináz. Základní 

kategorie tvoří inhibitory kompetitivní pro ATP a inhibitory nekompetitivní pro ATP. 

Z důvodu odlišných funkcí JNK1, JNK2 a JNK3 je nutné pro klinické účely používat 

inhibitory selektivní, které zatím nejsou komerčně dostupné pro pacienty, ale pouze 

pro výzkumné účely s čistotou vždy větší než 98 %. Důležité je v této léčbě udržet 

rovnováhu mezi požadovanými inhibovanými izoformami JNK kináz a mezi 

fyziologickým výskytem daných JNK izoforem. Závažným problémem ATP-

kompetitivních inhibitorů je nedostatečná specificita a snižování účinku vzhledem ke 

koncentraci ATP. Potencionálnějším prostředkem budoucnosti jsou ATP-

nekompetitivní inhibitory (Bubici C., Papa S., 2014).  

Více prostudované jsou inhibitory kompetitivní pro ATP zahrnující malé 

molekuly různých struktur (indazoly, aminopyrazoly, aminopyrimidiny, benzothiazol-
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2-ylové acetonitrily). Působení je fokusované na vysoce konzervativní ATP vázající 

místo, vykazují tedy nízkou kinázovou specificitu. Jedním z nejstarších inhibitorů je 

SP600125 působící proti všem izoformám JNK kináz (Obr. 7). Mechanismus 

působení spočívá v zastavení G2/M fáze buněčného cyklu zvýšenou expresí 

proteinu p21, Cdk2 a fosforylací histonu H3 nebo indukcí apoptózy. Protein p21 

působí mechanismem potlačení proteinů kontrolující mitózu po 24 h působení. 

Po 48 h působení negativní Cdk2 inhibuje endoreduplikaci inhibicí interakce Cdk2 

s cyklinem E a fosforylace Ser10 histonu H3. Po inhibici 72 h SP600125 snižuje 

expresi Bcl-2 a štěpí poly (ADP-ribóza) polymarázu aktivující apoptózu (Tab II.). 

Testování tohoto inhibitoru bylo úspěšné na myším modelu Parkinsonovy choroby 

nebo na modelu leukemických buněk. Dále byla provedena studie onemocnění 

respiračního traktu, charakterizované progresivním difuzním oboustranným plicním 

edémem a zánětem způsobující úmrtnost u 40-50 % pacientů. Studie byla úspěšná 

in vivo i in vitro, SP600125 zmírňuje onemocnění a zvyšuje expresi claudinu-4, který 

je nezbytný pro clearance alveolární tekutiny v plicích (Zheng Y. et al, 2014; Moon D. 

O. et al, 2009). Dalším inhibitorem je AS601245, benzothiazolon, inhibující fosforylaci 

c-Jun. Testování proběhlo na potkanech s fokální cerebrální ischemií. V nedávné 

době byl vyvinut ireverzibilní inhibitor JNK-IN-8 tvořící kovalentní vazbu 

s konzervovaným cysteinem v místě ATP vazby. Jeho hlavní přednostní je schopnost 

řídit selektivitu kinázy a schopnost prodloužit farmakodynamiku (Zhang T. et al, 

2012).

 

 
Obr. 7: Struktura nejznámějšího inhibitoru JNK kináz SP600125, C14H8N20, Pyrazolanthron.

 

Druhou kategorií jsou inhibitory nekompetitivních s ATP zabraňující interakcím 

protein-protein JNK s JIP1 nebo ostatními kinázami následných substrátů. Inhibitor 

D- JNKI-1 inhibuje vazbu s JIP1 testovaných na myších s hepatocelulárním 
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karcinomem a zánětlivým střevním onemocněním působící ještě 3 měsíce po 

aplikaci. Další inhibitor BI-78D3 blokuje poškození jater a obnovuje citlivost na insulin 

u diabetu 2. typu. Dle studií byla vyvinuta nová látka duální povahy, interagující jak 

s ATP místem, tak s proteiny, thiazol-2,2'-diaminová sloučenina, JD123 (Ngoei R. W. 

et al, 2013). 

 

4. DALŠÍ DRUHY BUNĚČNÉ SMRTI  
Buňky zanikají různými mechanismy. Apoptóza se řadí mezi regulované 

buněčné smrti, existuje ale i řada neregulovatelných a nefyziologických zániků.  

 

4.1. Morfologické znaky apoptózy 
Průběh apoptózy doprovází charakteristické morfologické změny. Mezi rané 

znaky patří zmenšování buňky, zhuštění cytoplazmy, v konečné fázi dochází 

k pyknóze jádra, která je způsobená kondenzací chromatinu. Následuje rozpad jádra 

(karyorhýza), vyvolaná nerovnoměrným uvolňováním chromatinu skrz 

cytoplazmatickou membránu (Obr. 8). Dále dochází k rozpadu buňky na malá 

Apoptotická tělíska (ApoBDs), které jsou dále degradovány buňkam rozpadu 

okolními nebo imunitního systému. Karyorhýza je umožněna biochemickými 

změnami, mezi které patří odhalení fosfatidyl-1-serinu na povrchu plazmatické 

membrány (Chen Q. et al, 2018). Apoptóza na rozdíl od nekrózy nezpůsobuje zánět, 

protože zánětlivé buněčné složky nejsou uvolňovány. Fagocytace jádra nastává 

rychle a nedochází k tvorbě zánětlivých cytosin. 

(převzato a upraveno z Dai J.-Z. et al, 2012). 
 

 

 

 

A B C D 
Obr. 8: Morfologické změny v průběhu apoptózy. 

 
 

 
Obr. 9: Morfologické změny v průběhu apoptózy. 
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4.1.1. Detekce apoptózy  
Metody detekující apoptózu v kultivovaných buněčných liniích lze rozdělit 

na fixační (TUNEL), lyzační (imunoblot, PCR) a likvidační (průtoková cytometrie). 

Protože celý proces apoptózy trvá několik hodin, výhodnou detekcí je fluorescenční 

detekce, která umožňuje sledování celého průběhu děje. Konkrétně byly vyvinuty 

Essen Bioscience IncuCyte Caspase 3/7 reagencie, které uvolňují barvivo při aktivaci 

štěpených kaspáz 3/7 účastnících se apoptózy. Signál je zachycen fluorescenčním 

mikroskopem v inkubátoru a obrázky jsou analyzované softwarem S3 2017A. 

Nevýhodou jsou však vysoké náklady (Hanson K. M., Finkelstein N. J., 2019). 

 

4.1.1.1. Průtoková cytometrie 
Detekce apoptózy je založená na změnách morfologie buněk a biochemických 

vlastností doprovázené celý mechanismus programované buněčné smrti. Základní 

metodou monitorující tyto změny je průtoková cytometrie. Detekce buněk je 

umožněna jejich značením pomocí fluorochromů a díky specifickému rozptylu světla, 

který je detekován a převáděn do grafové podoby. Hlavní výhodou je možnost 

multiparametrální stanovení a rychlost analýzy. Mezi základní cytometrické testy 

prováděné pro zjištění specifických znaků apoptózy patří stanovení 

mitochondriálního membránového potenciálu, aktivace kaspázy (FLICA test), 

remodelace cytoplazmazické membrány (Annexin V test) a DNA fragmentace.  

Pokles mitochondriálního membránového potenciálu je markrem časných 

apoptotických událostí. Principem je barvení lipofilními fluorescenčními kationty 

(tetramethylrhodamin methylester chloristan), který se komuluje v mitochondriích. 

Rozsah absorbce je měření intenzitou buněčné fluorescence a je přímoúměrný stavu 

apoptózy. Měření při 488nm argon-iontovým laserem zobrazuje v grafu světle 

zbarvené (+) živé buňky a tmavě zbarvené buňky s porušenou cytoplazmatickou 

membránou. Test FLICA je založen na použití inhibitorů kaspáz značených 

fluorochromem a detekce fluorescenční značky odpovídá vazbě FLICA-kaspázy 

v živých buňkách. Pokud aplikujeme propidium jodid, lze rozlišit jednotlivé fáze 

apoptózy. Další test je postaven na skutečnosti, že během apoptózy dochází 

k odkrytí fosfatidylserinu na vnější straně cytoplazmatické membrány. Anexin V se 

váže na fosfatidyl serin v přítomnosti Ca2+ iontů, a tím umožňuje vyhodnocení 

apoptotických buněk. Stanovení fragmentace DNA probíhá extrakcí DNA z buněk při 

barvení ve vodném prostředí po zafixování precipitačními činidly (ethanol/methanol). 
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Po extrakci se buňky obarví fluorochromem a detekují. Apoptotické buňky mají nižší 

frakční obsah DNA (Wlodkowic D., Skommer J., Darzynkiewicz Z., 2009). 

 

4.2. Autofagie 
Mezi další fyziologickou smrt patří autofagie (z řečtiny „autos“ = sebe, 

„phagein“ = pojídat), která využívá mechanismu degradace proteinového komplexu 

nebo organel a následně jejich znovuobnovení. Základními typy autofagie je 

makroautofagie, mikroautofagie a autofagie zprostředkovaná chaperony. Podnětem 

aktivace může být deprivace živin, vznik kyslíkových radikálů, hypoxie, drogová 

stimulace, ER stres (Su Z. et al, 2015). Mezi nejdůležitější řídící molekuly patří 

s Autofagií-spřízněné geny (Autophagyrelated gens; Atgs), které se podílí v různých 

formách a komplexech na celém průběhu. Celkový proces zahrnuje iniciaci, nukleaci, 

vznik autofagozómu, vznik lysozomu a finální hydrolýzu. V iniciaci vzniká fagopór 

v důsledku agregace Atg1 komplexu. Dále se fagopór v průběhu nukleace 

transportuje na endoplazmatické retikulum a je kontrolován komplexem třídy 3, který 

vznikl ze dvou typů Atg proteinů a dvou kináz. Následně dochází k řetězové reakci 

za účelem expanze a uzavření autofagozómu. Fúzi zprostředkovávají SNARE 

proteiny (Souble N- ethylmaleimide- sensitive factor attachment protein receptor). 

Při sníženém pH nastává konečná hydrolýza proteinů, organel, lipidů i nukleových 

kyselin (Chen Q. et al, 2018).  

 

4.3. Nekróza 
Nekróza patří mezi nefyziologickou smrt, která je ve většině případů 

neregulovaná. V průběhu nekrózy se zastavuje syntéza adenosintrifosfátu (ATP), 

zastavuje se proteosyntéza, zvyšuje se pasivní transport, převládá katabolismus. 

V primárních stádiích dochází k cytoplazmatickému otoku a následnému prasknutí 

membrány nebo organel. V důsledku uvolnění intracelulárních faktorů z usmrcené 

buňky dochází k lokálnímu zánětu, který po uvolnění do okolí rozpoznají buňky 

vlastního imunitního systému. Nekróza je vyvolaná důsledkem fyzikálně-chemického 

stresu (teplo, osmotický šok, zvýšená koncentrace peroxidu vodíku) nebo interakcí 

proteinu 1 (Berge Vanden T. et al, 2013; Koubek K., 2010).  

Zvláštním typem nekrózy je programovaná nekróza, neboli nekroptóza. 

Termín byl poprvé použit v roce 2005, aby popsal neapoptickou buněčnou smrt 
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vyvolanou TNF-R1 (Chen Q. et al, 2018). Tato buněčná smrt probíhá podobnými 

signálními drahami jako apoptóza s rozdílem, že nedochází k aktivaci kaspáz. 

K aktivaci nekroptózy dochází několika způsoby, navázání členů rodiny receptorů 

smrti s ligandy (Fas, TNFR-1, TRAIL R1/2), navázání receptorů na T buňkách, 

intracelulárními senzory RNA a DNA, interferony nebo buněčnými stresovými faktory 

(Ionizující záření, reaktivní druhy kyslíku, nadbytek vápníku, fotodynamická terapie). 

Všechny možnosti aktivace se zaměřují globálně na dvě hlavní molekuly, kterými je 

receptor interagující RIPK3 a pseudokináz doménu-like protein (Pseudokinase 

mixed-lineage kinase domain-like protein; MLKL). Následuje fosforylace, 

oligomerizace, translokace a vložení do intracelulárních membrán. Dle nedávných 

výzkumů bylo dokázáno, že přímý vliv smrti způsobuje vazba na fosfatidylinositol 

fosfátové membrány nebo vyšší koncentrace vápníku a sodíku procházející přes 

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

 

4.4. Důležité molekuly 
Pro volbu mezi apoptickou a autofagickou smrtí je klíčový Beclin-1. Patří 

do antiapoptotických členů BH 3 rodiny a je klíčový pro uspořádání autofagosomu. 

Interakce s proteiny Bcl-2 nebo Bcl-xl stimuluje blokaci autofagické smrti skrz BH 3 

domény a spouští apoptickou smrt. Naopak protein NOXA z BH3 rodiny má 

schopnost přemístit Bcl-2 členy z Beclinu-1 a spustit autofagickou smrt. Mezi další 

vlastnosti Beclinu-1 patří schopnost štěpit kaspázové proteiny, jako je kaspáza-8 

nebo kaspáza- 3, a tím posunout autofagickou smrt na apoptickou smrt.  

Další důležitou látkou je serin/threonin proteinová kináza 

(mammalian target of rapamycin; mTOR), která aktivuje komplex mTORC1 

a komplex mTORC2. Hlavní úlohou mTORC1 je kontrola buněčného růstu, buněčné 

energie a hladin kyslíku. Uspořádání cytoskeletu a reakci buněk při ohrožení jejich 

života řídí mTORC2. Komplex se aktivuje přísunem živin či růstovými faktory, 

aktivovaný podporuje anabolické procesy, mezi které patří syntéza proteinu, lipidů, 

nukleotidů, což vede k buněčnému růstu. Současně nastává inhibice katabolických 

procesů, které jsou spojené s inhibicí autofagie. Pokud nastanou stresové podmínky 

(nízká energie, zvýšení poměru AMP/ATP), inaktivuje se mTORC1 a stimuluje se 

tvorba pro-autofagického komplexu, který vede k tvorbě autofagosomů (Rabanal-

Ruiz Y. et al, 2017; Chen Q. et al, 2018).  
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5. ZÁVĚR 
Apoptóza je důležitý proces, jehož aktivace zahrnuje celou řadu moleku a je 

doprovázen typickými morfologickými a biochemickými událostmi. Důležitým znakem 

je zhuštění cytoplazmy, pyknóza s následnou karyorhýzou jádra a v poslední fázi 

tvorba apoptotických tělísek. Na základě těchto znalostí je postavena detekce 

průběhu apoptózy. Klasickou metodou je průtoková cytometrie využívající barvení 

buněk fluorochromem, nevýhodou je však neschopnost sledování delšího průběhu 

reakce, proto se v dnešní době používá pro monitorování průběhu apoptózy 

fluorescenční barvení  

Významnou úlohu v apoptóze hraje JNK kináza, jejichž signální dráha je již 

dobře známá a popsána. Předností je schopnost JNK reagovat na odlišné typy 

stimulů od zánětlivých faktorů až po virové signály. Aktivace probíhá fosforylací 

MKK4 nebo MKK7 a aktivovaná forma hlavně reguluje expresi c-Jun, proteinu p53 

nebo umožňuje tvorbu pro-apoptotických genů. Úlohou v organismu je převážně 

udržení homeostázy a regulace optimální exprese JNK izoforem. Bylo dokázáno, že 

JNK se účastní také vzniku řady karcinomů a je nedílnou součástí chemorezistence. 

Známý inhibitor potenciálně používaný pro léčbu nádoru SP600125 je nejvíce 

prostudovaným inhibitorem JNK, chybí však dostatečná eliminace nežádoucích 

účinků. Použití JNK pro klinické účely zatím není možná, výzkum ale neustále 

probíhá a lze říci, že do budoucna má potenciál zdokonalit léčbu.  
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