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SUHRN

Signalne drahy bunkovej proliferacie a smrti ako ciele potencialnych chemoterapeutik
Cielom préce je poskytniit stru¢ny prehlad najnovsich poznatkov tykajicich sa signalnej transduk-
cie, ktoré su vyuzitelné pre Stidium Specificky pdsobiacich protinddorovych latok so zameranim na
bunkovi proliferaciu a bunkovu smrt. Onkologické ochorenia patria v sic¢asnosti medzi najzavaz-
nejSie ochorenia. Vyskum mechanizmu d¢inku lieciv, chemoterapeutik, napoméaha hladat latky
s vysokou cytotoxickou aktivitou, ktoré by zdroveni v ¢o najmensej miere ovplyviiovali normalne
zdravé bunky. Mnohé sucasné prace sa zaoberajui schopnostou latok Specificky zasahovat do sig-
nédlnych drah proliferacie alebo bunkovej smrti. V suvislosti s proliferaciou sa identifikovali viace-
ré signalne drahy, napr. signdlne drdhy mitogénom aktivovanych proteinkinaz. Bunkova smrt sa
podla pdvodnych studii rozdelovala na nekrotickd a apoptotickd formu smrti, pricom apoptoza, na
rozdiel od nekrézy, predstavuje programovany proces. Okrem apoptézy sa vSak identifikovali aj iné
alternativne formy programovanej smrti, a to programovana nekr6za a autofagicka bunkova smrt.
Takisto aj v rdmci apopt6zy sa okrem mitochondridlnej a receptorovej signalnej drahy objavili doka-
zy o dalSich mechanizmoch. Patria sem vapnikova signdlna draha stvisiaca s endoplazmovym reti-
kulom, lyzozomalna a ceramidova signdlna drdha. DoterajSie poznatky tykajice sa prenosu anti-
proliferacnych a smrtiacich signdlov v bunke pomahaji vysvetlit posobenie lieCiv a takisto tiez
prinasaju nové terapeutické ciele, ktoré mozu sluzit pre liecbu takych ochoreni ako je napr. malig-
nita.
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SUMMARY

Signal pathways of cell proliferation and death as targets of potential chemotherapeutics

The purpose of this paper is to review current information concerning signal transduction pathways
of cell proliferation and cell death applicable in the research of antitumor compounds with a specific
effect. Actually, cancer counts among the world gravest diseases. Research of the mechanisms of
action of chemotherapeutics helps us to find compounds with high cytotoxic activity to tumor cells
and low or no cytotoxicity to normal cells. Many present studies deal with the ability of drugs to hit
the proliferation signal pathways or cell death pathways specifically. Various proliferation signal
pathways have been identified, e.g. pathways of mitogen-activated proteinkinases. In original
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studies, cell death was considered to perform in necrotic and apoptotic forms, whereas in contrast
to necrosis, apoptosis represented the programmed process. However, other forms of programmed
cell death were discovered, the programmed necrosis and autophagic cell death. Similarly, beside
the intrinsic, mitochondrial-mediated, and extrinsic, receptor-mediated pathways, new mechanisms
of induction of apoptosis were discovered: the endoplasmic reticulum stress pathway in which
calcium plays an important role, the lysosomal pathway and the ceramide-induced pathway. Current
information concerning transduction of antiproliferative and death stimuli in cells allows to explain
the mechanisms of action of known drugs and also brings novel therapeutical targets which can

serve in treatment of such diseases as cancer.

Key words: cell proliferation — MAPK — programmed cell death — apoptotic pathways
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Néadorové ochorenia predstavuji v stcasnosti jedno
z najzavaznejSich rizik ohrozujicich Zivot cloveka.
Onkologickému vyskumu sa preto celosvetovo venuje
zvySend pozornost.

V liecbe nadorovych ochoreni maji svoje nezastupi-
telné postavenie litky s protinddorovou aktivitou, che-
moterapeutikd. Vyraznou komplikdciou takejto lieCby je
vSak vznik a rozvoj rezistencie na sti¢asné lieciva. Rezi-
stencia tak predstavuje jeden z hlavnych impulzov
v objavovani novych prirodnych alebo syntetickych pro-
tinadorovych latok.

Vyskum mechanizmu t¢inku lie¢iv napomaha hladat
latky s vysokou cytotoxickou aktivitou, ktoré by zaroven
v ¢o najmensej miere ovplyvilovali normalne zdravé
bunky. Mnohé sti¢asné prace sa zaoberaji schopnostou
latok Specificky zasahovat do signdlnych drah prolifera-
cie alebo bunkovej smrti, hlavne apoptdzy V.

Bunkovd proliferdcia — signdlne drdhy bunkovej
proliferdcie

Zmeny v signdlnych drdhach bunkovej proliferacie
vedu Casto k zdvaznym ochoreniam, ako je napr. malig-
nita. Pri zlicenindch s antiproliferaénymi G¢inkami sa
v poslednej dobe charakterizuje ich schopnost zasahovat
do signdlnych drah bunkového rastu, diferencidcie a smr-
ti bunky.

Stimuldcia rastovym faktorom aktivuje v bunke tri
zakladné typy signélnej transdukcie. Patri sem mitogé-
nom aktivovany proteinkindzovy (MAPK) mechaniz-
mus, mechanizmus spojeny s proteinkindzou-C (PKC)
a mechanizmus aktivacie Janusovej tyrozinkinizy a sig-
nalneho transduktora a aktivatora transkripcie
JAK/STAT 2.

MAPK (obr. 1) predstavuje rodinu eukaryotickych evo-
Iu¢ne konzervovanych Ser/Thr proteinovych kinaz, ktoré
su zapojené tak v bunkovej prolifercii ako aj v diferen-
cidcii a smrti bunky. Do tejto rodiny patria MAPK/ERK,
p38MAPK a SAPK/INK. Signélna kaskada MAPK/ERK
je aktivovanad cez tyrozinkindzové receptory, integriny
a i6nové kandly. Aktivny dimér ERK reguluje viaceré
transkrip¢né faktory regulujice génovu expresiu proteinov
zodpovednych za bunkovi proliferdciu, diferenciéciu,
metastazovanie a angiogenézu ¥. p38MAPK(a, 8, y a d)
st aktivované ioniza¢nym Ziarenim, teplom, oxidacnym

stimul — MAPKKK — MAPKK — MAPK

mitogény Raf MEK1/2 ERK1/2
MLK3 MKK3/6 p38MAPK
stres
ASK1 MKK4/7 SAPK/JNK1/2

Obr. 1. Signdlna draha mitogénom aktivovanych
proteinkindz

a osmotickym stresom, zdpalovymi cytokinmi a receptor-
mi TNF. Aktivne formy p38MAPK fosforyluji viaceré
jadrové transkripcné faktory produkcie cytokinov a nepri-
amo aktivuji Saperénové proteiny Hsp27, ktoré suvisia
s prestavbou aktivneho cytoskeletu pri bunkovom strese .
Signalna draha stresom aktivovanej proteinkindzy a c-Jun
N-terminélnej kinazy, SAPK/JNK, je aktivovand UV a y-
Ziarenim, ceramidom, zapalovymi cytokinmi a rastovymi
faktormi. SAPK/JNK je zodpovedna za aktiviciu trans-
kripénych faktorov proliferacie a diferenciacie ako aj
proapoptotického p53 .

Ser/Thr kindzy PKC su zahrnuté v bukovej prolifera-
cii a diferencidcii, ako aj v bunkovej transformaécii a kar-
cinogenéze. Hlavnym reguldtorom PKC je fosfolipid
diacylglycerol, ktory viaze PKC na cytoplazmovi mem-
branu. Aktivna PKC potom fosforyluje dalSie kindzy vra-
tane rodiny MAPK ©.

JAK/STAT sa aktivuje interakciou $pecifickych cyto-
kinov s prisluSnymi receptormi. Vizba cytokinu na
receptor spdsobuje jeho dimeriziciu a naviazanie JAK.
Vysoka koncentracia JAK na receptore sposobuje krizo-
vé fosforylacie, pri ktorych sa fosforyluje samotny
receptor, ktory v takejto forme aktivuje STAT. STAT
potom aktivuje viaceré kindzy a po translokacii do jadra
priamo moduluje transkripciu ?. PoruSenie JAK/STAT
signalizacie sivisi s rozvojom takych ochoreni, ako st
autoimunitné ochorenia a malignita.

Bunkovd smrt

Normélna bunka prekondva za fyziologickych pod-
mienok ur€ité zmeny, pricom zostava v dynamickej rov-
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Obr. 2. Morfologické znaky normdlnej (a), autofagickej (b), apoptotickej (c) a nekrotickej bunky (d)

novahe, ktord sa oznacuje ako normalna homeostiza.
V pripade velkej zataze alebo nedostatocnej adaptécie
dochadza k poSkodeniu bunky, a to vratnému alebo
nevratnému, ktoré vedie k bunkovej smrti ¥.

Klasicka stadia Kerr et al. ¥ ukdzala, Ze bunka moZe
zomierat minimalne dvoma sp6sobmi. Prvym je nekro-
za, nahla a rychla forma smrti. Znacne odlisny sposob
bunkovej smrti predstavuje apoptoza. Prvé charakteristi-
ky povaZzovali nekr6zu za ndhodné, nekontrolované
poskodenie, kym apoptéza prezentovala charakteristiky
programovanej smrti. Mnoho vyskumnych skupin zaca-
lo povazovat apoptézu a programovani bunkovd smrt za
jedno, a to isté, napriek oddvodnenej kritike priekopni-
kov v tejto oblasti. Su vSak dokazy, Ze existuju alterna-
tivne formy bunkovej smrti, ako aj dokazy o prelinani
vnuitrobunkovych procesov degenerdcie bunky. Alterna-
tivne neapoptotické formy programovanej smrti sa
klasifikovali ako autofagicka bunkova smrt a programo-
vana nekréza (obr. 2).

Dokazy o existencii dal§ich neapoptotickych formach
programovanej smrti tak podporuju usilie viacerych
odbornikov odliSovat pojmy apoptdéza a programovand
bunkova smrt. Akceptacia minimalistickej definicie pro-
gramovanej smrti ako sekvencie udalosti vychadzajicich
z bunkového metabolizmu, ktoré vedu k bunkovej dest-
rukcii tak prisudzuje zodpovedajicu vahu alternativnym
formdm programovanej bunkovej smrti, aj napriek
vyraznej dominancii apoptézy v literatire.

Nekroza

Nekroza je patologicky proces, ku ktorému dochadza
v roznych tkanivach v ddésledku zavaznej hypoxie, isché-
mie alebo pri autolyze. TaktieZ mdZe byt nasledkom
poskodenia cytoplazmovej membrany komplementom,
traumy, pdsobenia niektorych toxinov, alebo velkej dav-
ky Ziarenia '9. Nekrézu spdsobuju inhibitory metaboliz-
mu, reaktivne metabolity kyslika, rézne toxické latky
a inhibitory iénovych pump. Nekrotické bunky su cha-
rakteristické viacerymi morfologickymi prejavmi. Tie sa
spoCiatku prejavuji na mitochondridch, ktoré sa zvic-
Sujd, priCom vznika zrnity matrix a na endoplazmovom
retikule, ktoré sa roztahuje, pricom sa uvoliiuji ribozo-
my. Postupne sa pozoruje zvidcSovanie objemu bunky,
zhlukovanie a postupné miznutie aZ strata chromatinu.
V poslednej faze dochadza k rozpadu bunky a uvolneniu
jej obsahu do okolitého prostredia, ¢o v organizme vyvo-
lava zapalovu reakciu. Pocas nekrézy sa sleduju aj via-

ceré biochemické prejavy. V prvych Stadiach dochadza
k zlyhaniu regulacie membranového transportu, ¢o ma za
nasledok zvySenie koncentracie vnitrobunkového Ca?,
a z toho vyplyvajicu aktiviciu niektorych membrano-
vych fosfolipaz. Dochddza k nepravidelnej fragmentacii
DNA, deplécii ATP a celkovému zriteniu vnutrobunko-
vej homeostazy. V poslednom S$tadiu sa rozpadaji lyzo-
z6my, pricom sa uvoliiuju hydrolazy zodpovedné za roz-
pad bunky.

Programovana nekréza

Programovana nekréza sa vo fyziologickych podmien-
kach pozorovala prvykrat v cicav¢ich bunkach infikova-
nych virusom vakcinie, kedy priebeh bunkovej smrti bol
podobny nekréze, pri¢om vSak niesol zndmky programo-
vanej smrti. NeSlo vSak o apoptézu, pretoZe td bola
v dosledku expresie virusovej genetickej informacie blo-
kovand vysokou koncentraciou apoptotickych inhibito-
rov. Takéto forma smrti moze byt teda rezervnym proce-
som v pripade zlyhania apoptozy v cicav¢ich bunkach
a mdze hrat dolezitu tlohu v boji s mikrobidlnou infek-
ciou 'V,

Programovand nekr6za moZze byt vyznamnd aj pri
ochrane organizmu pred akumulédciou buniek s posko-
denou DNA. 2. Poskodenie DNA aktivuje opravny
protein PARP, ¢o vedie k rapidnemu poklesu jadrové-
ho aj cytoplazmového NADH, ¢im sa inhibuje glyko-
lyza. Vysledkom je, Ze v rychlo sa deliacich bunkéch,
ktoré su zavislé od glykolyzy, sa po aktivacii PARP
velmi rychlo vyCerpa ATP a bunky zomieraji nekro-
zou.

Programovand smrt by mohla vysvetlovat ucinok
niektorych chemoterapeutik, ked bunky zomierali neza-
visle od kaspaz '¥. Takato programovana smrt by teda
mohla priniest nové terapeutické ciele pri lie¢be ochore-
ni, pri ktorych je apopt6za blokovana.

Apoptoza

Apoptoza je programovany a regulovany fyziologicky
proces, ktory vedie k bunkovej smrti. V organizme sa
vyskytuje prirodzene pocas embryondlneho alebo
postembryondlneho vyvoja, pri odstrafiovani buniek
T-bunkami imunitného systému a homeostaze tkaniv.
NaruSenie rovnovdhy medzi proliferaciou a apoptézou
vedie k mnohym patologickym procesom, ako st neuro-
degenerativne ochorenie, AIDS alebo malignita '¥.
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Obr. 3. Mechanizmy indukcie apoptézy v bunke 17

Apoptdéza ako stucast normalneho Zivota eukaryotic-
kych organizmov bola pozorovana uZ pred viac ako sto-
ro¢im 9. ViditeIné morfologické zmeny buniek a ich
miznutie bolo vtedy Casto jedinym ddkazom o pritom-
nosti bunkovej smrti. AZ praca Kerr et al. z roku 1972 9
objasnila a definovala charakteristické znaky apoptozy,
ktoré dodnes tvoria zdklad pre detekciu apoptdzy.

Vicsina buniek zomierajicich v procese apoptozy
vykazuje viaceré podobné znaky, pricom niektoré mozno
pozorovat pomocou svetelného mikroskopu s pouZzitim
$pecifickych farbiv, alebo pomocou elektrénového mik-
roskopu '. Pomocou svetelného mikroskopu sa pozoru-
je oddelovanie bunky od okolia a jej zaokrihlovanie.
Bunka zmenSuje objem cytoplazmy, pricom osmoticky
tlak v bunke zostava zachovany. Dochadza k tvorbe roz-
nych vychlipenin cytoplazmovej membrany, zmensova-
niu jadra a zhlukovaniu chromatinu. V poslednom Stadiu
sa bunka dezintegruje do membréanou ohrani¢enych apo-
ptotickych teliesok. Pomocou elektronového mikroskopu
mozno detegovat dilaticiu endoplazmového retikula
a agregaciu ribozoémov, reorgaizaciu aktinu, rozpad jad-
rovej laminy, rozpad intermediarnych filamentov, rozpad
a repolymerizaciu mikrotubil a vznik cytoskeletarnej
Struktury podporujucej vznik apoptotickych teliesok.

Biochemické prejavy apoptdzy zavisia od typu mecha-
nizmu, ktorym sa apoptéza iniciovala (obr. 3). Mecha-
nizmy indukcie apoptézy predstavuji kaskadu udalosti,
ktoré vedu od pociato¢ného stimulu az k bunkovej smrti.
Vo vSeobecnosti sa delia na dva druhy !”. Vnitorna, ale-
bo mitochondridlna signdlna drdha, reaguje na stimuly
vo vnutri bunky, zatial ¢o vonkajSia, alebo receptorovi
signidlna drdha reaguje na extracelularne stimuly cez
receptory. Hoci su v tychto drahach zapojené rozdielne
molekuly, existuje tu vzajomna komunikacia na viace-
rych drovniach. Posledné $tidie hovoria aj o dalSich sig-
nalnych drdhach. Véapnikova signdlna drdha suvisi so
zmenami endoplazmového retikula v stresovych pod-
mienkach '®. Lyzozomdlna driha vychadza zase zo
zmien v permeabilite membrény lyzozémov '?. Niektoré

~

N
& - o> G

B
o APAF kaspaza-9 l

APOPTOZA

prace uvadzaju tieZ indukciu apoptdzy zvySenim vniitro-
bunkovej koncentracie ceramidu 2.

Mitochondrie plnia v eukaryotickej bunke viaceré
esencidlne biochemické procesy V. Spravne fungovanie
katalytickych dejov zabezpecuji dve membrany oddele-
né medzimembranovym priestorom. Porusenie tychto
membran tak ohrozuje dalSie prezitie bunky jednak
zastavenim esencidlnych procesov, ako aj uvolfiovanim
molekul, ktoré participuji na deStrukcii bunky. Mito-
chondrie teda hraju délezitd tlohu v inicidcii bunkove;j
smrti v procese apopt6zy. Mitochondridlna signdlna dra-
ha je charakteristickd hlavne aktiviciou proapoptotic-
kych proteinov z rodiny Bcl-2 proteinov (Bax, Bak), per-
meabilizdciou mitochondridlnej membrany a poklesom
mitochondridlneho potencidlu, uvoliilovanim proapopto-
tickych faktorov (cytochrém-c, AIF, Smac/Diablo,
HtrA2/Omi), tvorbou komplexu Apaf-1 a naslednou akti-
véciou iniciacnej kaspazy-9. Aktivovand kaspaza-9 dalej
aktivuje kaskadu efektorovych kaspaz-3/-6/-7.

Vonkajsia signalna drdha apoptézy je aktivovana liga-
ciou receptorov smrti (DR) lokalizovanych na cytoplaz-
movej membrane Specifickymi ligandami. Doteraz bolo
identifikovanych Sest DR: TNF-R, CD95, DR3,
TRAIL-R1, TRAIL-R2 a DR6 ?*. V3etky tieto receptory
su transmembranové proteiny typu I s opakujicimi sa
extracelularnymi jednotkami bohatymi na cystein.
V intracelularnej casti obsahuji interakéni smrtiacu
doménu (DD), ktora zabezpecuje indukciu apoptozy 2.
Receptorova signalna draha apoptozy zacina ligiciou
receptorov smrti (FAS,TNFR, TRAIL) za vzniku signél-
neho komplexu indukujiceho smrt (DISC). Cez adapto-
rovy protein FADD (prip. aj TRADD) sa prenasa apo-
ptoticky signdl a aktivuje sa inicia¢na kaspdza-8/-10.
Podla mnoZzstva aktivovanej kaspazy-8 sa apoptdza indu-
kuje dvoma cestami. Ak je DISC v bunkach vytvoreny
slabo, aktivuje sa len malé mnoZstvo kaspazy-8 a apo-
ptoza je zavisla od rozkladu Bid kaspdzou-8 na proapo-
ptoticky tBid, ktory permeabilizuje mitochondridlnu
membranu. Vysoky stupeii aktivicie na DISC naopak
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zabezpecCuje dostatoéni koncentraciu aktivnej kaspa-
zy-8, ktora je potom schopna aktivovat kaspazu-3 pria-
mo, bez prepojenia na mitochondriu cez tBid >*.

Aktivacia efektorovych kaspaz-3/-6/-7 vedie v konec-
nom dosledku k fragmentacii DNA, priCom vznikaji
intranukleozomélne dvojvlaknové zlomy. Velkost frag-
mentov DNA zacina pri 50-300 kbp, ktoré moézu byt
dalej Stiepené az na 10—40 kbp fragmenty 2.

Okrem indukcie apoptézy v receptorovej signalnej
drdhe cez aktivaciu kaspazy-8/-10, ma nezastupitelni
ulohu spustenie JNK signalizacie ?. Na adaptorovych
proteinoch FADD a TRADD sa aktivuje signdlna kina-
za-1 pre apoptézu (ASK1), ktord spusta fosforylacni
kaskadu viacerych MAPK vedicu k aktivacii JNK. Akti-
vovana JNK fosforyluje substraty ako c-Jun, p53 a Bim.
JNK tiez Stiepi Bid. Na rozdiel od produktu Stiepenia Bid
pomocou kaspazy-8, vznikd ind skratend forma Bid,
nazvana jBid, ktora spuista selektivne uvoliiovanie Smac
z mitochondrie. Nasledne Smac inhibuje IAPs, ¢im sti-
muluje apoptézu.

V poslednej dobre objavuju tieZ poznatky o samostat-
nej skupine receptorov nazvanej ,,dependence** recep-
tory 27. Tieto proteiny zahriiujd Siroku skupinu $truktu-
ralne znacne odliSnych proteinov. Ich spolo¢nym
znakom je prenos signdlov dvoma spdsobmi. V pritom-
nosti ligandu (pozitivny signdl) zabezpecuji preZitie,
diferenciaciu, pripadne migraciu buniek, kym v nepri-
tomnosti ligandu (negativny signal) iniciuju, alebo zna-
sobuju stimuly vedice k programovanej smrti buniek.

Pre prezitie bunky je kritické udrZiavanie vapnikovej
homeostdzy. Jej naruSenie vedie k poskodeniu a smrti
bunky 7. V suvislosti s vdpnikovou signalizaciou hra
dolezitd ulohu endoplazmové retikulum (ER). Uvolne-
nie Ca% z ER hra kritickt tlohu v signélnej drahe vedu-
cej k apoptoze. Ca’* sa uvoltiuje cez ATPazy, ktoré za
normélnych podmienok pumpuji Ca’** do ER. Na ich
aktivitu vplyvaji molekuly inozitol-3-fosfatu (IP3)
a cytoplazmova ADP-rib6za ?®. Uvolnenie Ca** spusta
viaceré procesy smerujuce k bunkovej smrti, vratane per-
meabilizdcie mitochondridlnej membrany, aktivacie kal-
painu, a tym proapoptotickych Bax a Bid, aktivacie kal-
cineurinu, ktory podporuje expresiu FasL, aktivaicie
skrambldz, ¢im dochadza k expozicii fosfatidylserinu do
vonkajSej cytoplazmovej membrany a stimulacie
NO-syntazy a tvorby ROS.

Okrem uvoltiovania Ca*, hlavného mediatora apopt6-
zy pri ER strese, existuju aj dalSie mechanizmy. V bun-
kach hlodavcov sa nachddza kaspéza-12, ktord sa zda byt
zapojena v procese indukcie apoptézy. *. Takyto
vyznam kaspazy-12 je vSak otazny, kedZe v ITudskych
bunkidch sa nenachadza. Najblizsi analég kaspazy-12
v Tudskych bunkéich je kaspaza-4. Transmembranovy
protein v ER Bap31 je schopny asocidcie s prokaspa-
zou-8 3. Iny protein Irel aktivuje kindzu ASK1, ktora
nasledne aktivuje JNK a p38MAPK 3. Tyrozinkindza
c-Abl sa pocas ER stresu translokuje na mitochondriu
a spusta apoptézu zatial nezndmym mechanizmom 32,
Dalsim induktorom apoptdzy pri ER strese je skotin, kto-
ry je priamym ter€om p53, ¢o naznacuje prepojenie
poskodenia DNA s indukciou apoptézy pri zmenich
v ER ¥, Pri naru$eni permeability ER sa podobne ako pri

mitochondrii uvolfiuji apoptogénne faktory, o om sved-
¢i objav proteinu Jafrac2. Ten je za normalnych podmie-
nok stcastou obsahu ER, ale pri ER strese sa dostava do
cytoplazmy, kde sa viaZe s IAPs a znemoZiiuje ich inhi-
bi¢nu aktivitu vo¢i kaspazam 9.

V poslednej dobe sa hromadia dokazy o vyzname
lyzozémov v procese programovanej smrti 3. Doteraz sa
predpokladalo, Ze lyzozémy sa do smrti bunky zapajaji
iba v neskorych $tadiach nekrézy. Najnovsie sa zistila
¢iastoCnd permeabilizicia lyzozomalnej membrany, kto-
rd sice zachovdva normalnu Struktiru lyzozému, ale
umoziluje tnik lyzozomalnych katepsinov do cytoplaz-
my . Tieto lyzozomalne hydroldzy mézu zvySovat per-
meabilitu mitochondridlnej membrany, aktivaciu proapo-
ptotickych Bcl-2 proteinov ako aj kondenzaciu
chromatinu, expoziciu fosfatidylserinu a tvorba membra-
novych vychlipenin nezavisle od aktivicie kaspaz. Per-
meabilizdciu lyzozomélnej membrany iniciuji viaceré
faktory vratane kaspdzovej signalizicie, receptorovej
signalizacie a oxida¢ného stresu 7.

Hlavnym ochrannym faktorom permeabilizacie lyzo-
zOmov je Saperonovy protein Hsp70, ktory chrani bunku
pred tepelnym a oxida¢nym stresom, protinidorovymi
lie¢ivami, FasL. a TNF 3®. Prave nadorové bunky obsa-
huji v membranach Hsp70 v nadmernom mnozstve.

Ceramid je lipid zloZeny zo sfingozinu a mastnej
kyseliny a ako zlozka sfingomyelinu sa nachadza vo
vysokych koncentracidch v cytoplazmovej membrane
buniek. Uvolneny ceramid funguje ako signalna moleku-
la, ¢o naznacuje jeho vyznam v regulacii bunkovych pro-
cesov, ako je delenie, diferencidcia a smrt bunky 3.
Ceramid mozZe v bunke interagovat s mnohymi enzyma-
mi, ¢im ovplyviluje rozlicné signalne drahy vratane apo-
ptotickych 49, Viaceré $tadie potvrdili, Ze ceramid modze
podporovat uvolnenie cytochrému-c z mitochondrie do
cytoplazmy, aktivovat signdlnu drahu SAPK/JNK, zasa-
hovat do regulacie TNF a Fas receptorov, a tym zvySovat
ucinok FasL a TNF dependentnych procesov. Ceramid
aktivuje niektoré tyrozinkinazy, ktoré aktivuju proapo-
ptotickd formu PKC *V.

Autofdgia

Autofagia hra dlohu pri prezivani organizmu v Case
hladovania, alebo pri obnove poskodenych organel #?.
Velké poéty buniek v pokrocilom Stadiu autofigie sa
vSak pozorovali aj pri neurodegenerativnych ochore-
niach, ako je Alzheimerova a Parkinsonova choroba. To
viedlo k myslienke, Ze autofagia ma okrem adaptativne;j
ulohy aj vyznam v bunkovej smrti.

Autofagia sa prejavuje viacerymi morfologickymi zme-
nami, ako su vznik autofagickych vezikil, tmavnutia cyto-
plazmy a nukleoplazmy, dilaticia endoplazmového retiku-
la, Golghiho aparitu a zvidcSovanie mitochondrii, strata
mikrovil a medzibunkovych spojov. Takisto sa pozoruju
membranové vychlipeniny podobné apoptotickym, inten-
zivna endocytéza, a tym redukcia povrchu membrany,
zvySovanie poctu vakuol, vznik cytoplazmovych inklazii
a piknotického jadra. V poslednych $tddiach je bunkovy
zvySok odstraneny heterofagiou, i ked nie v takej zretelnej
forme, ako je odstratiovanie apoptotickych teliesok .
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Obr. 4. Reguldcia vzniku autolyzozému. PI3 kindza typu 3 vyZaduje Atg6 a jeden z dvoch systémov: Atg12 resp. Atg8 *¥

PE - fosfatidyletanolamin

Najnovsie Stidie hovoria aj o funkcii autofagie v pro-
gramovanej smrti buniek *¥. Autofdgia zacina vznikom
autofagickych vakuol (autofagozomy), ktoré pohlcuji
cielovu organelu, spdjaju sa s lyzozoémom, ¢im vznikd
autolyzozom. Vznik autofagozému je regulovany fosfati-
dyl-inozitol-3-kindzami (PI3) typu I a III a autofagicky-
mi Ser/Thr kinazami (Atgl-16). PI3-I je aktivovana
rastovymi faktormi a inhibuje autofagiu zatial nezna-
mym mechanizmom. PI3-II1, ktord vo svojom komplexe
obsahuje beklin-1 (Atg6), stimuluje vznik autofagickych
molekudl. Mechanizmus dalSich autofagickych procesov
je regulovany dvoma systémami podobnymi ubiquitinu.
Prvym je draha cez Atgl2 a druhym spdsobom je draha
cez Atg8 (obr. 4). Atgl2 sa konjuguje s Atg5, zatial ¢o
Atg8 sa konjuguje s fosfatidyletanolaminom (PE). Prave
Atg8-PE komplex je markerom pre autofagiu *>.

Délezitym regulatorom autofagickej smrti st Bcl-2
proteiny. Autofdgia mdze byt alternativnou programova-
nou smrtou v bunkach, ktoré maju zvysené antiapopto-
tické Bcl-2 a zniZené proapoptotické Bax/Bak. Takisto sa
autofagia potvrdila v bunkach v pritomnosti kaspazo-
vych inhibitorov 4.

Sposob, akym sa autofagicky proces stimuluje,
zostava otdzny. Niektoré prace spdjaju autofagicka
programovanu smrt s JNK signalizaciou, pretoze JNK
sa ukazala byt nevyhnutna pre autofagickd smrt, na
rozdiel od samotnej autofdgie, ktora od JNK nezavisi.
Preto treba odliSovat autofagickd bunkovd smrt od
autofagie, ktorej jedinou ulohou je ziskanie energie.
Dovodom, pre¢o sa v niektorych bunkach iniciuje
autofagia ako programovana smrt a prec¢o v inych bun-
kach dochadza len k aktivacii autofagie pri energetic-
kom strese, sa zda byt rozdielna hladina niektorych
proteinov Atg *7.

Zoznam pouzitych skratiek

AIF faktor indukujuici apoptézu

Apaf-1 aktivacny faktor-1 apoptozovej
proteazy

Atg autofagicka Ser/Thr kinaza

Bap-31

Bax
Bcl-2

Bid

Bim

c-Abl

cFLIP

DR3 resp. DR6
ERK

FADD

FasL resp. Fas

FLICE

Hsp
Htr2/Omi

IAPs
IRE1
Jafrac2
JAK
JNK
MAPK

p38 MAPK
pS3

PARP

PKC

ROS
SAPK

protein spojeny s receptorom
B-buniek

Bcl-2 spojené s proteinom X
proteiny izolované

z leukemickych B buniek 2
doménovy smrtiaci agonista
ovplyvilujici BH3

mediator bunkovej smrti
interagujuci s Bel-2

homol6g 1 Abelsonovho
mysacieho leukemického
virusového onkogénu

bunkovy protein inhibujici FLICE
receptor smrti 3 resp. 6

kindza regulovana extracelularnym
signadlom

protein spojeny s Fas cez smrtiacu
doménu

apoptézovy antigénovy ligand 1
resp. receptor pre FasL (Apo-1,
CD95)

interleukin 1B premienajici enzym
podobajici sa na FADD

proteiny tepelného Soku

protein A2 vyZzadujici vysoku
teplotu/Omiho stresom regulovana
endoprotedza

inhibitory proteinov apoptdzy
kindza 1 vyzadujica inozitol
tioredoxinperoxidadza 2

Janusova tyrozinkiniza

c-Jun N-termindlna proteinkiniza
mitogénom aktivovana
proteinkinaza

mitogénom aktivovana
proteinkindza 14

Tudsky nadorovy antigén
lokalizovany na chromozéme 17
poly(ADP-ribéza)polymeraza
proteinkinaza-C

reaktivne kyslikové druhy
proteinkindza aktivovana stresom
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Smac/Diablo druhy mitochondridlny aktivator
kaspaz/protein s nizkym pl
viazuci IAPs

STAT signalny transduktor a aktivator
transkripcie

TNF resp. TNFR  tumor nekrotizujuci faktor resp.
receptor pre TNF

TRADD protein spojeny s TRAIL cez
smrtiacu doménu

TRAIL ligand spojeny s TNF indukujici
apoptozu

Z-VAD-FMK $pecificky inhibitor kaspazy 3

Ap mitochondridlny membranovy
potencial

Praca bola podporovana Agentiirou na podporu vedy a tech-
niky na zdklade Zmluvy ¢. APVT-20-007304 a Grantovou
agenturou VEGA SR projektom ¢. 1/4305/07 a 1/2448/05.
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