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Uvod

Téma své diplomové prace ,,Vyznam a moznosti ovlivnéni apoptdzy v terapii
hematologickych malignit jsem si vybrala, protoZe je to téma zajimavé nejen z védeckého
hlediska, ale ptinasi téz redlnou nad¢ji na lepsi a Setrnéjsi 1écbu pro mnoho pacientli s obtizné

1é¢itelnymi typy nadorovych onemocnéni.

V prvnich dvou kapitolach jsme se snazila o definici a detailngj$i popis prubehu
apoptdzy a jeji regulace s vyuzitim zahrani¢nich studii (viz seznam literatury). Tieti kapitola
je vénovana mechanismu ucinku tradi¢nich postupti (chemoterapie a radioterapie) a zejména

ptehledu novych smért v terapii nadorovych onemocnéni.

Vzhledem k Sirokému spektru vysledkii badani a mnozstvi novych latek s nadéjnymi
perspektivami uplatnéni v klinické medicin€ se prace zabyva pouze izkym vybérem (zejména

nejvice citovanych) potencionalnich léciv.



1 Apoptéza a jeji vyznam v onkologii

1.1 Co je apoptdza

Apoptoza je typ programované bunééné smrti se specifickymi morfologickymi rysy.
Je to aktivni d¢j, zprostiedkovany kaspazami a vedouci k odstranéni urcitych bunék, aniz by
vyvolal zanétlivou reakci okolni tkan€. Tento komplexni fyziologicky proces je zavisly na
integrované funkeci celé fady genovych produkti a je indukovan mnozstvim stimulti, naptiklad
pusobenim chemoterapeutik, zafenim nebo deprivaci rustovych faktori (Chan-Yu, 2004;
Cookson-Fink, 2005). Vyzkumy ukazuji, Ze mechanismy programované bunécné smrti se
vyskytuji téz u autofagie, pyroptdzy i onkozy (Cookson-Fink, 2005), proto je uZivani téchto

pojmt jako synonym nepiesné.

Termin apoptoza je odvozen z feCtiny a znamena ,,opadavani,” napiiklad opadavani
listi ze stromil. Je tak vystiZnou metaforou kontrolovaného fyziologického procesu, kdy
dochazi k odstraiiovani jednotlivych komponent organismu bez destrukce nebo poskozeni

organismu jako celku (Cookson-Fink, 2005).

1.2 Morfologické charakteristiky apoptézy

V bunkéach realizujicich apoptézu se vyskytuji charakteristické morfologické a
biochemické zmény, rozdilné od zmén pfi jinych typech bunééné smrti. Prvotni a typické jsou
predevsim zmény v jadie, pfi nichz se chromatin kondenzuje a shlukuje se na periferii jadra.
Dochazi k postupnému stépeni DNA specifickymi endonukledzami nejprve na fragmenty
dlouh¢é 30-50 kbp az posléze na fragmenty tvoiené pouze 180-200 bp nebo nasobky této
délky. Bylo zjisténo, zZe ke Stépeni DNA dochazi mezi nukleosomy, které¢ zahrnuji praveé 180
bp DNA. Na elektroforéze tyto fragmenty vytvari typicky obraz, tzv. DNA Zebticek. Dale se
meéni téz struktura jadra. Proteolytické enzymy Stépi proteiny zajiStujici integritu jadra a
jaderného obalu. Jadro se rozpadd do mnoha ¢asti, ale ostatni bunécné organely zistavaji
v této dobé beze zmén. Pro prubeh apoptdzy je nezbytnd energie doddvana v podobé ATP.
Teprve v dal§im prubéhu apoptoézy dochdzi i ke zménadm mitochondrii a naruseni cytoskeletu.
M¢éni se struktura membran a jsou preruSena mezibunécna spojeni. Builka se smrStuje a
rozpad4 se na mnoho ¢asti, které se nazyvaji apoptoticka téliska (Kapras-Kohoutova, 1999;
Hoffbrand-Wickremasinghe, 1999). U téchto télisek dochézi téz k expozici fosfatidylserinu,
ktery je rozpoznavan fagocyty (Hoffbrand-Wickremasinghe, 1999).



1.3 Vyznam apoptoézy pro organismus jako celek

Proces apoptézy se vyskytuje u vSech mnohobunéénych organismi. To sveédci
z hlediska evoluce pro jeho velmi Casny vznik, a to pravdépodobné v dob¢ vzniku strukturné
Tim, ze umoziuje selektivni odstranéni bunék z tkani, je apoptdéza nezbytnid pro udrZeni
homeostazy i spravného vyvoje a funkce organismu. Apoptdza nastava béhem embryogeneze,
pii obnové tkani, atrofii starnoucich organt a je téz odpovédi na neopravitelné poskozeni
DNA a obrannym mechanismem pted proliferaci nezadoucich bunék (Ghobrial et al., 2005;
Tamm et al., 2001). Ro¢né je programovanou bunéénou smrti eliminovdno mnozstvi bunék
odpovidajici téméf veskeré télesné hmotnosti (Tamm et al., 2001). Vyznamnou ulohu hraje

apoptoza i v imunitnim systému (Los et al., 2003).

Poruchy apoptdzy jsou spojené se vznikem celé fady onemocnéni. Jsou to poruchy ve
smyslu snizené Cetnosti apoptézy u nadorovych onemocnéni, ale i patologicky zvySené
cetnosti u neurodegenerativnich onemocnéni (Alzheimerova choroba, Huntingtonova
choroba), kardiovaskularnich onemocnéni (ischemickd choroba srde¢ni, méstnavé srdecni

selhdni), cévni mozkové piihody a mnoha dalSich (Alam, 2003).

1.4 Uloha apoptézy pfi nddorové transformaci

Vlastni pfi¢inou maligni transformace bunky jsou mutace, a to ptedevSim v
protoonkogenech, antionkogenech a genech reparacnich, pficemz pro maligni transformaci je
tteba 4-6 kritickych, na sobé nezavislych zmén v genomu jedné bunky (Kapras et al., 1998;
Rejhar-Vojtések, 2002). Poruchy apoptézy umoziuji preziti bunc¢k s defektnim genomem,
kumulaci mutaci, pfeziti bunék nezavisle na ristovych faktorech, proptjcuji rezistenci k T-
lymfocyty zprostfedkované cytotoxicité a vedou tak ke vzniku nesmrtelnych malignich klond.
Defekty v apoptotickych drahach se navic vyznamné spolupodileji na vzniku rezistence

k chemoterapii a radioterapii (Tamm et al., 2001)



2 Mechanismy indukce apoptozy a jeji prubéh

Pro spusténi apoptdzy existuje nékolik drah, ale dvéma z nich byla v poslednich letech
vénovana velka pozornost a byly popsany do velkych detailti. Tyto dvé drahy jsou draha
receptorl smrti a mitochondrialni dréha (Pellecchia-Reed, 2004). Draha receptorti smrti (ang.
extrinsic pathway) zacina vazbou ligandu na receptory smrti ukotvené v plazmatické
membrang, drdha mitochondridlni (ang. intrinsic pathway), zahrnuje uvolnéni cytochromu-c
z mitochondrie. Ob¢é drahy se sbihaji do konecné spole¢né drahy zahrnujici aktivaci
exekucnich kaspéz, které Stépi regulacni a strukturdlni molekuly a cely tento proces vede
k bunécéné smrti (Ghobrial et al., 2005). Buiika se rozpada do mnoha fragmentii ohrani¢enych
cytoplazmatickou membranou nazyvanych apoptoticka téliska (Hoffbrand-Wickremasinghe,

1999).

Pravdépodobnost iniciace apoptozy se lisi v jednotlivych fazich bunééného cyklu a je
ovlivnéna 1 genetickou vybavou burky. Jakmile vSak bunka piekroci ,,point of no return,
proces apoptdzy je nevratny a zanik buiiky je zahdjen béhem nékolika minut a trvd vcetné
fagocytozy fragmentl nejvyse n€kolik hodin. Aplikace extraktu cytosolu z bun¢k v této fazi
apoptozy do bunék experimentalnich spousti apoptéozu v téchto buitkkach béhem nékolika

minut (Kapras-Kohoutova, 1999).

2.1 Apoptoticke signaly

Exekuci apoptozy predchazi obecné dva stupné, a to interakce indukujiciho signalu a
buiiky a biochemicka transdukce signalu smrti. Dréhy fidici apoptdzu jsou velmi komplexni,
tvotené siti inhibitord a induktorti pasobicich proti sobé ve velmi citlivém poméru, aby bylo

dosazeno homeostazy (Rejhar-Vojtések, 2002).

Apoptéza mlze byt spusSténa ontogenetickym programem buiiky, mezibunéénymi
signaly a faktory prostiedi, které builkku poSkozuji. Mezi induktory apoptdzy tedy patii
napiiklad defekty cytokini nebo jejich snizena hladina, glukokortikoidy, ionizujici zafeni,
oxidativni stres, hypoxie, tepelny Sok a viry. Apoptézu jsou schopné navodit i n¢které 1éky
jako napftiklad antimetabolity, inbibitory tubulinu nebo alkylujici latky. Apoptotické signaly
jsou schopné spoustét jak apoptozu, tak na kaspdzach nezavislou bunéénou smrt. Napiiklad
z mitochondrie se kromé proteind spoustéjicich na kaspazach zavislou drahu zahrnujici

cytochrom-c uvoliuji téz na kaspazach nezavislé efektory smrti, jako je AIF (apoptosis-



inducing factor) a endonukleaza G, kterd se premist'uje do jadra, kde zpisobuje fragmentaci

DNA (Chan-Yu, 2004).

Mezi inhibitory apoptdzy patii nékteti clenové rodiny Bcl-2, rodina ptimych inhibitort
kaspaz cFLIP a proteiny z rodiny inhibitorti apoptézy IAPs (inhibitors of apoptosis proteins),
kam patii XIAP, cIAP1, cIAP2, NAIP, survivin, apollon a livin (Tamm et al., 2001).

2.2 Draha receptoru smrti

Tato drédha je nazyvana téz vnéj$i nebo cytoplazmaticka. Je spousténa navazanim
ligandl na tzv. receptory smrti (death receptors - DR), jako je naptiklad Fas receptor, tézZ
nazyvany Apo-1 nebo CD95 receptor. Fas patii do TNF receptorové superrodiny. DalSimi
¢leny této rodiny jsou TNF R1, DR3 (Apo 2), DR4 (tumor necrosis factor-related apoptosis-
inducing ligand receptor 1 - TRAIL R1), DR5 (TRAIL R2) a DR6. Mira exprese receptoril
smrti se mezi raznymi druhy bunék lisi. Napiiklad DR4 a DRS5 jsou exprimované u riiznych
malignich bun¢k, ale ne na vét§in¢ normalnich somatickych bunék. Urcité typy bunck
exprimuji neuplné nebo mutované receptory, takzvané navnadové receptory (angl. decoy
receptors), které soutézi o ligand, ale neaktivuji masinerii bunééné smrti (Zimmermann et al.,

2001).

Fas receptor a TNF R1 obsahuji ve své intracelularni ¢asti vysoce homologni domény,
tzv. domény smrti, které ostatni receptory této rodiny nemaji. Intracelularni ¢ast receptorti
TNF rodiny nema tyrosinkinazovou aktivitu typickou pro receptory rdstovych faktor. Na
pienosu signalu z receptoru do buriky se podili kaskada kaspéaz. Signal ovliviiuji proteiny Abl,
Ras, Bcl-2 a dal$i. S témito receptory smrti se vazi dal§i molekuly, které moduluji jejich
funkci. Jsou to naptiklad polypeptidy asociované s cytoplazmatickou doménou receptorti.
Mezi tyto polypeptidy patii SODD (silencer of death domain), ktery se vaze na intracelularni
doménu TNF R1 a zabratiuje jeho spontanni oligomerizaci za nepiitomnosti ligandu

(Earnshaw-Kaufmann, 2000).

Kdyz apoptoticky signal spusti tuto drahu a na receptor smrti se navaze prislusny
ligand, dojde k vytvoreni takzvaného smrt indukujiciho signaliza¢niho komplexu (ang. death-
inducing signaling complex). Napftiklad navazani ligandu Fas receptoru (FasL) nebo zkiizené

reagujici protilatky vede k receptorové trimerizaci nasledované navazanim adaptorové
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molekuly FADD (Fas-associated death domain protein) k cytoplazmatické doméné receptoru.
FADD vaze prokaspazu-8 a -10, coz vede k aktivaci kaspazy-8, ktera dale aktivuje efektorové
kaspazy -3 a -7. Aktivni kaspdza-3 pak Stépi prokaspazu-6. V nékterych bunkach je tedy
aktivace kaspazy-8 dostate¢na k exekuci apoptdzy, zatimco u jinych typt bunck kaspaza-8
zasahuje do mitochondridlni drahy, tim ze $tépi Bid (proapoptoticky ¢len Bcl-2 rodiny), coz
vede k naslednému uvolnéni cytochromu-c. Ackoli ligandy a adaptorové molekuly pro ostatni
receptory smrti jsou odliSné, nakonec jsou aktivované podobné drahy (Earnshaw-Kaufmann,

2000; Ghobrial et al., 2005; Hoffbrand-Wickremasinghe, 1999; Tamm et al., 2001).

Dréha receptorti smrti je regulovana na nékolika riznych trovnich. Za prvé tim, ze
exprese receptori smrti se 1iSi mezi rliznymi bunkami. Za druhé pomoci ndvnadovych
receptort (decoy receptors) jako je DcR3, TRAIL R-3/DcR1 a TRAIL R-4/DcR2. Za tieti je
to regulace signalizace prostiednictvim prokaspazy 8. Naptiklad pfimy inhibitor kaspaz cFLIP
se muze vazat s kaspazou-8 a blokovat jeji Stépici aktivitu a tim i apoptodzu zprostiedkovanou
drdhou receptorti smrti (Earnshaw-Kaufmann, 2000; Gores-Kaufmann, 2000; Tamm et al.,

2001).

2.3 Mitochondrialni draha

Tato dréha se téZ oznacuje jako vnitini draha. Signaly k jejimu spusténi jsou napiiklad
DNA poskozeni, poskozeni mikrotubulll nebo deprivace riistovych faktorti. Kdyz je spusténa,
vede k uvolnéni proaptotickych proteinli z mitochondrie a aktivaci kaspazové kaskady.
Mezi klicové regulatory této cesty patii proteiny rodiny Bcel-2. (Ghobrial et al., 2005; Reed-
Pellecchia, 2004).

2.3.1 Proteiny rodiny Bcl-2
Nézev této rodiny pochazi od produktu Bcl-2 genu (B cell lymphoma), ktery byl

puvodné identifikovan v chromozomalnim zlomu translokace chromozomu 18 a 14 u
folikularniho non Hodginského lymfomu.(Ghobrial et al., 2005, 9). Bcl-2 rodina zahrnuje jak
proapoptotické Cleny (Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs, Bik, Bid, Bim, Hrk), tak antiapoptotické (Bcl-
2, Bel-Xi, Bel-W, Bfl-1, Mcl-1). V8echny tyto proteiny jsou charakterizovany ptitomnosti
konzervovanych sekvenci zvanych Bcl-2 homologni (BH) domény. Antiapoptoticti ¢lenové

maji ¢tyii domény, proapoptoticti bud’ tii nebo pouze jednu. Antiapoptoticti a proapoptoticti
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Clenové vzajemné antagonizuji své pusobeni, tim ze tvoii heterodimery. Vysledny efekt je
vice zavisly na rovnovdze mezi nimi, nez na jejich samotném mnozstvi (Chan-Yu, 2004;

Hoffbrand-Wickremasinge, 1999)

2.3.2 Proapoptoticti clenové
Tato skupina se dale déli na proteiny majici pouze BH3 doménu a na proteiny

multidoménové. Ob¢ skupiny maji rozdilné funkce. Proteiny majici pouze BH3 doménu (Bad,
Puma, Noxa, Bim, Bmf, Bid) ucinkuji jako senzory pro rtizné apoptotické drahy, zatimco

multidoménové proapoptotické proteiny (Bax a Bak) jsou exekutofi smrti (Chan-Yu, 2004).

Proteiny majici pouze BH3 doménu jsou poklddany za spojovatele signdlti smrti a
exekuéni casti apoptotickych drah. Aktivace proteinii probihd rtiznymi zplsoby, které
zahrnuji jak mechanismy na urovni transkripce, tak posttranslaéni mechanismy, jako je
defosforylace, Stépeni a fosforylace (Kostanova-Poliakova et at., 2005 ). Naptiklad odebrani
rustovych faktori, vede k defosforylaci Bad. Defosforylovany Bad se pifesunuje do
mitochondrie, kde antagonizuje antiapoptoticky protein Bel-X;. Bim a Bmf, funguji jako
senzory intracelularniho poskozeni a to diky svému umisténi na cytoskeletdlni struktury

(Chan-Yu, 2004).

Multidoménové proapoptotické proteiny (Bax, Bak, Bok) funguji jako exekutofi
bunééné smrti. Bax je ve zdravych bunkéch v neaktivni formé a je lokalizovan hlavné
v cytosolu nebo je volné pfipojen k mitochondridlni membrang. Po signalech k apoptdze
prodéld Bax konformacni zmény a translokuje se do vnéjs$i mitochondridlni membrany, kde
oligomerizuje. Oligomerizace Bax je pokladana za klicovy krok ke zvySeni propustnosti
mitochondrialni membrany, pravdépodobné prostfednictvim formace pért. Bak je ve
zdravych buiikach na rozdil od Bax lokalizovan ve vnéj$i mitochondridlni membranég, kde je
asociovan s napét'oveé fizenym iontovym kanalem 2 (VADC?2), ktery udrzuje Bak v neaktivni
monomerické formé€. ZvySena exprese proteinti majici pouze BH3 doménu mé za nasledek
disociaci Bak a VADC?2 a v disledku toho téz zvySeni membranové propustnosti (Chan-Yu,

2004; Ghobrial et al., 2005; Hoffbrand-Wickremasinge, 1999).
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2.3.3 Aktivace exekuénich mechanismti
Kli¢ovou udalosti v aktivaci kaspaz mitochondrialni drdhou je zvySeni propustnosti

mitochondridlni membrany. V disledku toho dojde k uvolnéni proapoptotickych proteinti do
cytoplasmy. Mezi tyto proteiny patii cytochrom-c, Smac/Diablo HtrA2/Omi, AIF (apoptosis
inducing factor) a endonukleaza G. Tyto proteiny indukuji apoptézu riznymi zpiisoby (Yua-

Zhangb, 2003).

Cytochrom-c vaze Apaf 1 (apoptotic protease activating factor-1) a indukuje jeho
konformaéni zmény, které umozni Apaf-1 vazat prokaspazu-9. Toto navazani je
zprostfedkované prodoménou CARD (caspase recruiment domains) pfitomnou u obou
proteinii a cely tento komplex se nazyva apoptozém. Takto aktivovana kaspaza 9 dale

aktivuje kaspazu-3 nebo kaspazu-7, tedy efektorové kaspazy (Chan-Yu, 2004).

Smac/Diablo a HtrA2/Omi potlacuji schopnost proteinli z rodiny IAPs (inhibitors of
apoptosis proteins) inhibovat kaspazy. AIF se po apoptotickych signalech pfesunuje do jadra,
kde se vaze na DNA a zpisobuje na kaspazach nezavislou kondenzaci chromatinu a
fragmentaci DNA. Tento poznatek ma i potencidlni terapeutické uplatnéni, protoze nckteré
bunky rezistentni k chemoterapii se mohou stat citlivymi k 1écbé pravé aktivaci AIF (Ghobrial

et al., 2005; Kim, 2005; Tamm et al., 2001).

2.4 Aktivace kaspaz a exekuce apoptozy

2.4.1 Co jsou kaspazy

Kaspazy (cysteine aspase) predstavuji skupinu proteolytickych enzymii obsahujicich
v aktivnim mist¢ cystein (Earnshaw-Kaufmann, 2000). Rizni ¢lenové této protedzové rodiny
se lisi v primérni struktufe a substratové specifite, ale sdili n¢kolik spole¢nych ryst. Kazda
kaspaza §tépi na karboxylovém misté aspartatového zbytku. Kaspazy jsou syntetizovany jako
zymogeny, které obsahuji N-termindlni prodoménu, velkou podjednotku a malou
podjednotku. Proteolytické Sté€peni vede k separaci velkych a malych podjednotek od sebe a
od prodomény. Kazda aktivovand kaspaza je tedy tetramer slozeny ze dvou identickych
velkych podjednotek a dvou identickych malych podjednotek. Toto aktivujici St€peni se
odehravd na misté, které muize byt zaroven Stépeno i samotnymi kaspazami. To vedlo
k domnénce, ze aktivace kaspdz zahrnuje jak proteolytickou kaskadu, tak autoaktivacni

proces. Tento piedpoklad se pozdé€ji potvrdil. Kaspazy jsou klicovymi enzymy exekuce
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apoptdzy, jejich funkéni inaktivace proto predstavuje vyhodu pro nadorové bunky (Zhaoyu,
2005).

Kaspazy lze s funkéniho hlediska rozdélit do dvou skupin. Na ty, které se ucastni
hlavné apoptoézy (kaspaza 2, 3, 6, 7, 8, 9 a 10) a na ty, jejichz hlavni role se zda byt u
zanétlivé odpovédi organismu (kaspaza 1, 4, 5, 11, 12, 13 a 14). Kaspazy 11-14 se vsak u lidi
nevyskytuji. Kaspdzy ucastnici se apoptéozy se dale déli do dvou podskupin. Jsou to tzv.
iniciatorové kaspazy (kaspazy 2, 8, 9 a 10), které se aktivuji navdzanim na adaptorové
molekuly a nasledné $tépi a aktivuji efektorové kaspazy (kaspazy 3, 6 a 7), zodpovédné za

konec¢nou exekuci apoptozy (Kostanova-Poliakova et at., 2005 ).

2.4.2 Exekuce apoptozy efektorovymi kaspazami
Mitochondrialni draha i drdha receptorti smrti se sbihd u efektorové kaspazy 3.

Aktivované efektorové kaspazy selektivné §tépi omezenou skupinu cilovych proteint tzv.
substratii smrti (ang. death substrates). To ma za nasledek vznik charakteristickych
morfologickych a biochemickych znamek spojenych s apoptézou, jako je kondenzace
chromatinu, fragmentace DNA a vytvareni vackil z plazmatické membrany. Mezi tyto cilové
proteiny patii naptiklad kinadzy, cytoskeletalni proteiny, proteiny spojené s opravami DNA a
inhibitory endonukleazové podjednotky (CIDE rodina). Kaspazy také postihuji cytoskeletarni
struktury, regulaci bunééného cyklu, signaliza¢ni cesty a nakonec dochazi i k destrukci
,house keeping® bunécénych funkci (Ghobrial et al., 2005). Kaspazy téz zpusobi expozici
fosfatidylserinu, ktery je lokalizovany u zdravych bun€k na wvnitini strané plazmatické
membrany, u apoptotickych bun€k je na strané¢ vnéjsi a miize byt rozpoznan fagocyty jako
signal k pohlceni (Cookson-Fink, 2005). Rozstépeni relativné omezeného mnozstvi hlavnich
kaspazovych substrati se tedy podili na apoptotické smrti, tim ze dojde ke zniCeni
strukturdlnich komponent, §tépeni genetického materidlu a zabranéni oprav DNA (Hoffbrand-

Wickremasinghe, 1999).

2.5 Propojeni apoptotickych drah

Uptednostiiovani jedné z apoptotickych drah zavisi na typu buiky (Kim, 2005). Dale
je tfeba zdlraznit, Ze mitochondridlni drdha a drdha receptorti smrti neprobihaji striktné

oddéleny jedna od druhé, ale existuji mezi nimi Cetné vztahy. Naptiklad zvySena exprese Bcl-
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2 v mitochondridlni drdze mize vést k inhibici apoptdzy spusténé drahou receptord smrti a
naopak TNFo muze zvysit expresi NFkB a stimulovat antiapoptotické ¢leny Bcl-2 rodiny
(Ghobrial et al., 2005). Existuji také dva typy buné¢né odpovédi po navazani na Fas receptor.
Bud’ je komplexem Fas/FADD aktivovano velké mnozstvi kaspazy 8 nasledované aktivaci
efektorovych kaspaz, nebo je aktivovano pouze malé mnozsti kaspazy 8, kterd pak aktivuje
Bid. Aktivovany Bid (tBid) se vaze s Bax, usnadiiuje uvolnéni cytochromu-c z mitochondrie a
tim aktivuje kaspazu-9 a efektorové kaspazy. Toto propojeni je dilezité, protoze urcuje zda
faktory postihujici mitochondridlni drahu (naptiklad zvySend exprese Bcl-2) zplsobi také
rezistenci bunc¢k k apoptéze indukované prostfednictvim receptorti smrti. DalSi propojeni
muze probihat téz na urovni efektorovych kaspdz, naptiklad aktivni kaspaza 6 mize Stépit a

aktivovat prokaspazu-8 (Earnshaw-Kaufmann, 2000).

2.6 Regulace apoptotickych proteint

Mitochondrialni draha i draha receptord smrti je regulovana riznymi proteiny. Nékteré
z nich jsou diilezité ve vztahu k nové vyvijenym Iéktim, a proto jsou zminény podrobnéji. Jde
o NF«B, ubikvitin/proteazémovy systém, IAP proteiny, PI3K a ,heat shock proteins* (Hsps)
(Ghobrial et al., 2005; Tamm et al., 2003).

NF«B je jaderny transkripcni faktor, ktery reguluje expresi velkého mnozstvi genii
zahrnutych v regulaci apoptdzy, virové replikace, nadorové transformace, zdnétu a mnoha
autoimunitnich chorob. Je aktivovan mnozstvim signall, napiiklad cytokiny, radiaci, nebo
farmakologickymi latkami. V neaktivni formé je pfitomen v cytoplazmé navazany na
inhibitor z IkB rodiny. Aktivujici stimuly zptisobi fosforylaci IxB, ktera ma za nasledek jeho
degradaci a NFkB se pfesouva do jadra. V jadie se vaze s urCitymi geny a tak aktivuje jejich
transkripci. NFkB ma jak proapoptotické tak antiapoptotické ucinky, které jsou nejspi$
urcovany spise povahou signalu smrti nez typem tkané€. Za fyziologickych podminek aktivace
NF«kB vede krezistenci na apoptotické signdly prostfednictvim aktivace mnoha proteina
(naptiklad XIAP). AvSak vodpovédi na urcCité stimuly vede aktivace NFxB k indukci
apoptézy. Toto se vysvétluje aktivaci nékterych proapoptotickych proteinii, jako je
interferonem regulovany faktor 1, c-myc, p53 nebo kaspdza 1. Pfi nékterych virovych

infekcich je indukce apoptodzy virem téz zavisla na aktivaci NFkB (Ghobrial et al., 2005).
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Ubikvitin/proteazémovy systém je tvoieny komplexem protedz. Je zodpovédny za
degradaci vétSiny intracelularnich proteind, a tim se nepiimo ucastni regulace bunécného
ristu a apoptdzy. Mnoho regulatorti bunééného cyklu a transkripénich faktort jako je p53,
cykliny a NFkB je regulovéno timto systémem. Jeho substratem je také mnoho ¢lent Bcl-2
rodiny proteint. Indukce apoptézy prostiednictvim inhibitord proteazomu je dusledkem

akumulace proteinti jako je p53 nebo proapoptoticky Bad a Bax (Ghobrial et al., 2005).

PI3K je kinaza, ktera hraje centrdlni roli v signalizacnich drahach dilezitych
pro pieziti bunky, proliferaci, motilitu a tkdfiovou neovaskularizaci. Je zvySené exprimovana

u mnoha typli nddorovych onemocnéni (Ghobrial et al., 2005).

IAPs (inhibitors of apoptosis proteins) jsou vysoce konzervované polypeptidy, které
potlacuji apoptoézu tim, ze plsobi jako pfimé inhibitory urcitych kaspaz. Do této rodiny patii
XIAP, cIAP1, cIAP2, NAIP, survivin, apollon a livin. Je prokazano, ze IAPs mohou vazat a
inaktivovat kaspazy 3, 7, a 9. Survivin je zvySené exprimovan u vyznamné ¢asti lidskych
malignit a napiiklad u kolorektalniho karcinomu, karcinomu Zaludku, prsu a plic je exprese
survivinu asociovana s krat§im pfezivanim. Exprese survivinu kolisa béhem bunééného cyklu,
nejvyssi je na rozrani G2/M faze a naopak exprese je rapidné sniZzena po zastavé bunééného
cyklu. ZvySena exprese survivinu muze proto umoznit prekonadni G2 kontrolniho bodu a

vstoupit do mitdzy i buitkkdm transformovanym (Gerl-Vaux, 2005)

,,Heat shock proteins“ (Hsps) funguji jako chaperony, napomahaji spravnému skladani
proteini do vysSich struktur. Jsou mimo jiné zvySené syntetizovany buinkami, které byly
vystaveny zvysené teploté. Hsp 70 a Hsp 27 maji cytoprotektivni aktivitu, kromé tepelného
stresu chrani bunky téZ proti vétSin¢ apoptotickych signald. Hsp 70 mlze zachranit bunky
pred apoptdzou indukovanou cestou TNF jesté po aktivaci efektorovych kaspaz. Tyto studie
ukazuji, ze tzv. bod odkud neni navratu (,,point of no return®) je dale nez se diive
ptedpokladalo. Hsps jsou bézné zvysSené exprimovany v lidskych nadorovych bunkéch a
jejich exprese u urcitych druhti rakovin je spojena se Spatnou progndzou a rezistenci k terapii

(Tamm et al., 2001).
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3 Uloha apoptézy v terapii hematologickych malignit

3.1 Mechanismus ucinku tradi¢nich postupt

Vsechny tradi¢ni terapeutické postupy, chemoterapie i radioterapie, vyuzivaji pfi
vysledné realizaci svého cytotoxického ucinku poskozeni DNA a naslednou indukci apoptozy.
Zaroven vsak maji téz pfimy toxicky uc¢inek, to znamend, Ze blokuji dalezité metabolické
drahy. To je velmi vyznamné, protoze latka, kterd by pouze indukovala apoptdzu, by selhala
pravé u bunck s defektnimi apoptotickymi drahami a rychle selektovala rezistentni klony
(Gerl-Vaux, 2005). Bunky s defekty v apoptotickych drahach jsou piesto ve vyhod¢ a jejich

pteziti je Castou pri¢inou selhani terapie (Rejhar-Vojtések, 2002).

Studie, které si kladly otdzku, jaka apoptotickd draha a v jaké mife se uplatiuje pii
indukci apoptdzy chemoterapeutiky, ptinesly rozdilné vysledky. Nékolik studii naznacovalo,
ze protinadorové 1éky piisobi prostfednictvim indukce exprese ligandl receptort smrti, zv1aste
Fas ligandu (FasL). Jiné vSak ukazaly, Ze chemoterapeutické latky spousti apoptézu indukei
uvolnéni cytochromu-c z mitochondrii (Earnshaw-Kaufmann, 2000). Dalsi studie zpochybnily
dalezitost receptori smrti v apoptéze indukované chemoterapii pozorovanim, Ze bunky
rezistentni k Fas 1 buiiky s nepfitomnou aktivni kaspazou 8 se ukézaly stejné citlivé
k chemoterapii jako Fas senzitivni buitky (Tamm et al., 2001). Prokazanou vyjimkou je SFU
(5-fluorouracil), kde hraje signalizace prostfednictvim Fas kli¢ovou roli. Zavéry studii tedy
vedou k tomu, Ze predominujici roli v 1€koveé navozené apoptoze hraje mitochondridlni draha,
1 kdyZ neni vylouceno, ze za ur¢itych podminek se miize uplatnit i signalizace prostfednictvim

Fas receptort (Earnshaw-Kaufmann, 2000).

3.2 Nové sméry v terapii nadorovych onemocnéni

Nejvétsim problémem dosavadnich terapeutickych postupt je jejich nespecifita,
v disledku které postihuji ve velké mife téz zdravé buniky a tkané. Mohou byt proto
pouzivany jen v omezenych davkach, a i pfesto maji vyznamné nezadouci ucinky. To je
divodem velké snahy vyvinout takové latky, které by selektivné nicily jen nadorové bunky a

mely minimalni efekt na buiiky zdravé (Thorburn et al., 2004).

Mezi hlavni sméry vyvoje novych terapeutickych metod patii genova terapie a terapie

zalozené na ovlivnéni apoptdzy. PresvédCivé dikazy ziskané ze studia zvifecich modell
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potvrzuji pfinos strategii cilenych na ovlivnéni apoptdzy a ukazuji jejich nesmirny potencial
pro terapeutickou intervenci u mnozstvi chorob, nejen nadorovych. Ackoli velky pocet
takovych latek se v soucasné dobé vyviji, jen nckolik jich postoupilo do stadia klinickych

zkousek nebo je jiz schvaleno (Fisher-Schulze-Osthoff, 2005).

3.2.1 Genova terapie

Strategie genové terapie nadort spociva ve vneseni takové nové genetické informace
do bunky, ktera vede k likvidaci nadorovych bunck (Kapras et al., 1998). Strategie genové
terapie by mohly byt pouzity v ptipadé nadprodukce proapoptotickych proteinil rodiny bcl-2
nebo k obnoveni ptivodniho typu p53 u nadorovych bun¢k (Fisher-Schulze-Osthoff, 2005).

Jelikoz mutace p53 je daleko nejobvyklejsi genetickou abnormalitou nadorovych
buné¢k, vyviji se velké mnozstvi adenovirovych vektort, které by byly schopné obnovit jeho
funkci v transformovanych bunkach. Tyto snahy ovSem narazeji nejen na technologické
prekazky, ale téZ na nutnost cileného doruceni genti do transformovanych bunck, protoze
Ghobrial et al., 2005 prokazala pii pouziti adenoviru nesouciho p53 indukci apoptozy i u
netransformovanych thymocyti. Tento problém se pokousi pfekonat konstrukce geneticky

upravenych virl (Khuri et al., 2000).

ONYXO015 je replikace schopny rekombinantni adenovirus schopny selektivné nicit
pouze buiky s mutovanym p53. Tento rekombinantni adenovirus nema E1B gen, ktery
umoznuje divokym typtim zablokovat funkci p53. Produkt EIB genu se vaze na p53 a tim
umoziuje virovou replikaci a nakonec 1 zabiti bunky. Mutantni adenoviry nemajici E1B gen
jsou proto neschopné proliferovat v normalnich buiikach, ale jsou toho schopné v buiikach
postradajicich p53. ONYXO015 by tedy nemél mit efekt na zdravé buiiky (Ghobrial et al.,
2005; Hu-Kavanagh, 2003), i kdyz tato selektivita byla téz zpochybnéna (Rothmann T. et al.,
1998). Potencialni terapeutické vyuziti ONYXO015 v kombinaci s cisplatinou a 5-

fluorouracilem se testuje ve fazi klinickych zkousek (Khuri et al., 2000).

Jednim z nejpokrodilejSich produkti genové terapie je RPR/INGN201. Je to
nekompletni virus neschopny replikace, ktery ma obnovit expresi p53. Preklinické studie na
lidskych bunécnych liniich a zvifatech s rakovinou hlavy a krku ukazaly, Zze p53 obsazeny v

RPR/INGN201 je vcilovych bunkach efektivné transkribovan. V soucasné dobé je
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RPR/INGN201 ve tieti fazi klinickych zkouSek pro rakovinu hlavy a krku (Fisher-Schulze-
Osthoft, 2005).

Mezi hlavni omezeni a problémy genové terapie patii mald efektivita vektorl a

hepatotoxicita asociovana s jejich systémovym podanim (Fisher-Schulze-Osthoff, 2005).

3.2.2 Terapie zalozené na ovlivnéni apoptozy

Porozuméni mechanismiim apoptdzy umoziuje vyvoj novych terapeutickych postupt,
které mohou cilené indukovat smrt nadorovych bun€k nebo zvysit jejich citlivost k
chemoterapii a radioterapii (Ghobrial et al., 2005). Nadorové bunky majici alterované
proteiny ucastnici se apoptdézy jsou Casto rezistentni k chemoterapii, protoze
chemoterapeutika z velké €asti pracuji praveé na principu indukce apoptozy. Proto latky, které
by dokazaly apoptotické drahy obnovit, by mohly byt efektivnimi léky pro mnoho typt
nadorovych onemocnéni. Zaroven by timto mohlo byt dosazeno i cilen€jsi ni¢eni nadorovych
bun¢k, protoze narozdil od normalnich bun¢k, nadorové bunky jsou okolnimi signaly urceny
k zaniku a jejich preZziti je vysoce zavislé na defektech v apoptotickych drahdch (Fesik,

2005).

Woynarowska a Woynarowski (2002) uvadi ve své praci hlavni vyhody likvidace
nadorovych bunék spuSténim apoptdzy. Apoptoza je fyziologicky proces, proto je spojena
s men§im vyskytem nezadouci reakce okolnich tkani. Dysregulace normalnich apoptotickych
drah ptispiva k expanzi naddoru a jeho rezistenci. Pro uspésnou 1é¢bu nestaci jen zastavit rast
nadorové populace, nebot’ pomalu rostouci builky, které se zotavuji z neapoptotického
poskozeni pfinéseji riziko selekce agresivnéjsich nebo rezistentnich klonti. Vyvolani apoptozy
toto riziko zdsadné snizuje, protoze apoptotické buiiky jiZ nemohou byt klonogenni. DalSim
divodem je to, ze pomalu proliferujici nadory je velmi tézké eradikovat tradi¢nimi

chemoterapeutiky, které jsou cilené na rychle se délici bunky.

Mezi hlavni problémy strategii zaméfenych na indukci apoptoézy patii problém
mozno jen v nadorovych buikach. Klicem k selektivit¢ muze byt napiiklad poznani, ze
signaly k pokracovani bunécného cyklu zaroven zcitlivuji buiiky k apoptoze, tim je zajiSténa

zavislost tkanové expanze na dostupnosti exogennich ristovych faktorti. Burka, kterd ma
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poruSenou jednu z drah vyvolavajicich apoptézu, by teoreticky méla mit ostatni drahy
k apoptoze dokonce vic citlivé (Green-Kroemer, 2005). Dalsi problém vyplyva z toho, ze
apoptdza je komplexni fyziologicky proces zavisly na integrované funkci velkého mnoZzstvi
genovych produktii. Proto jakékoli lécebnd strategie zavisla pouze na indukci apoptdzy
povede k rychlému vzniku klont rezistentnich k bunééné smrti (Hoffbrand-Wickremasinghe,
1999). Dale je tfeba zminit, ze efekt 1€k ovlivitujicich apoptoézu je signifikantné variabilni
dokonce 1 u identicky klasifikovanych pacientii, protoze tento efekt zalezi téz na

polymorfismu gent pro metabolismus 1é€iv (Schuler-Szende, 2004).

Proteiny Ucastnici se apoptézy mohou byt teoreticky ovliviiovany chemoterapeutiky
na vice urovnich, a to ovlivnénim traskripce, mRNA nebo samotného proteinu (Pellecchia-
Reed, 2004). Jednou z moznosti jak tato nova chemoterapeutika dé€lit je podle drahy, kterou
zasahuji (drdhu receptorti smrti, mitochondridlni drahu, spolecnou drahu cili exekucni

kaspazy nebo proteiny regulujici indukci apoptodzy) (Ghobrial et al., 2005).

3.2.2.1 Latky ovlivitujici drahu receptora smrti

Myslenka moznosti ovlivnéni specifickych receptori smrti a nasledné indukce
apoptdézy u nadorovych bunék je velmi atraktivni, protoze receptory smrti piimo spousti
kaspazovou masinerii a to bez potfeby funk¢niho p53 (Tamm et al., 2001) a také pii rezistenci
k chemoterapii zpusobené nadprodukci antiapoptotickych proteinti Bcl-2 rodiny (Fisher-
Schulze-Osthoff, 2005). Do této skupiny patii napiiklad monoklonalni protilatky agonistické
k DR4 a DRS, ,all trans* retinova kyselina (ATRA) a rekombinantni lidsky TRAIL (Ghobrial
et al., 2005).

Monoklonalni protilatky (HGS-ETR1, HGS-ETR2, HGS-TR2) s agonistickou funkci
na DR4 (TRAIL R1) a DR5 (TRAIL R2) jsou schopny indukovat apoptézu a v soucasné dobé
jsou ve fazi I a II klinickych zkouSek (Ghobrial et al., 2005).

,»All trans retinova kyselina (ATRA) je jednim z prvnich piikladii pouziti cilené
terapie u lidskych malignit. Uplatiiuje se u akutni promyelocytarni leukémie, kde indukuje
diferenciaci leukemickych bun¢k. Také se soudi, ze indukuje apoptozu cestou receptorti smrti.
Lécbou at’ uz samotnou ATRA, nebo v kombinaci s dalSi chemoterapii se dosahuje uplné

remise u 85-95% pacienti. Jednim z hlavnich vedlejSich G¢inkl je tzv. ATRA syndrom
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charakterizovany respiracnimi obtizemi, horeckou, plicnimi infiltraty a pleurdlnim vypotkem

a vyskytujici se az u 26% takto lécenych pacientii (Ghobrial et al., 2005).

Pii hledani moznosti, jak ovlivnit specifické receptory smrti, se nejprve zvazovalo
podavani TNF a FASL nebo jejich analogl. AvsSak klinickd pouzitelnost téchto ligandu je
znemozinovana jejich toxickymi vedlej$imi U€inky. Navazani TNF na receptor spousti totiz
dvé paralelni drahy, které se rozdé€luji u adaptorového proteinu TRADD (TNF receptor-
associated death domain). Jedna drdha vede k aktivaci kaspdz a spusténi apoptdzy. Druha
draha spousti aktivaci transkripcnich faktor rodiny NF-kB. NF-kB ovlivitluje expresi mnoha
cilovych genli zahrnutych v imunitnich dé&jich, ale také gena potlacujicich apoptdézu. Ve
vysledku tedy tato drdha nuluje aktivaci kaspdzovou a navic zplsobuje zanétlivé vedlejsi
ucinky (Pellecchia-Reed, 2004). Systémova aplikace TNF zplisobuje SIRS (severe
inflammatory response syndrome), ktery se podoba septickému Soku a injekce agonisti Fas
muze byt letdlni, kvili masivnimu vyvolani apoptdézy hepatocytd (Tamm et al., 2001).
Nicméné nckteré studie poukazuji na to, ze i TNF by mohl byt vI1écbé nadorovych
onemocnéni vyuzit. Uké4zalo se totiz, Ze dokaZe nicit cévy zasobujici nador a to vyvolanim
apoptozy, aniz by poskozoval normalni cévy. Navic zlepSuje cévni prostupnost pro jiné

cytotoxické 1éky (Fisher-Schulze-Osthoft, 2005).
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exprimuje TRAIL, takZe exprese sama o sob¢ pravdépodobné pro normalni builky neni
toxickd. Za druhé, ackoli DR4 a DR5 mohou aktivovat NF-kB, jsou-li zvysené exprimovany,
TRAIL ho aktivuje pouze slabé. Za tieti, DR4 a DRS5 jsou exprimovany v normalni tkani a u
mnoha typli nadorovych bun¢k, zatimco ndvnadové receptory DcR1 a DcR2, které nemayji
doménu smrti jsou exprimovany u normalnich buné¢k, ale u nddorovych bunck jen vzacné.
Tato rozdilna exprese receptord mezi normalnimi a nddorovymi buiikami, mize umoznovat
TRAIL indukovat apoptézu nadorovych bunék, ale usetfit bunky zdravé (Tamm et al., 2001).
Diulezitym rysem 1écby pomoci TRAIL je silny synergicky efekt pfi kombinaci s cytostatiky
nebo radioterapii. Specifické detaily mechanismu tohoto potencujiciho Gc¢inku nejsou znamy,
avSak mohly by zahrnovat indukeci transkripce receptorti smrti TRAIL R1 a TRAIL R2, dale
redukci exprese antiapoptotickych proteini jako je Bcl-2, Bcl-XL a ¢-FLIP, nebo zvySenou
expresi proapoptotickych proteint jako je FADD, Smac a HtrA2. Malignity (mezi nimi téz
napiiklad akutni myeloidni leukemie), které neodpovidaly na standartni 1é¢bu, ziskaly po

suplementaci TRAIL znovu citlivost (Fisher-Schulze-Osthoff, 2005; Los et al., 2003). Obavy
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tykajici se bezpecnosti pouziti TRAIL vyvolalo zjisténi, ze TRAIL indukoval apoptézu
v kultufe lidskych hepatocytti (Jo et al., 2000). Toto pozorovani se vSak pozd¢ji vysvétlilo
tim, Ze byl pouzit derivat TRAIL s pfipojenou polyhistidinovou skupinou, kterd zménila jeho
biochemické vlastnosti. Intraven6zni aplikace TRAIL neobsahujici tento polyhistidinovy
zbytek opicim a Simpanzim neprokdzala zadny Skodlivy efekt jak v laboratornich
parametrech, tak v tkdnové histologii (Lawrence et al., 2001). Nyni je TRAIL zafazen do
preklinickych i klinickych studii (Fisher-Schulze-Osthoff, 2005).

3.2.2.2 Latky ovliviiujici mitochondrialni driahu

Mnoho chemoterapeutik zpisobuje poskozeni DNA, coz je silnym signalem pro
aktivaci p53. p53 poté zvySuje transkripci proteini majicich pouze BH3 doménu (pf. Noxa,
Puma) a aktivuje se proces apoptdzy. Ztoho vyplyva, Zze poskozeni funkce p53 velmi
vyznamné snizi ucinnost téchto chemoterapeutik (Chan-Yu, 2004). Proto latky, které by
pusobily pifimo na kli¢ové proteiny nebo piimo na mitochondrii, by mohly byt uzitecné k

obnoveni citlivosti téchto bunék na 1é¢bu.

Zména permeability mitochondridlni membrany je velmi dilezitou zménou v buiikach
realizujicich apoptézu. Existuji cytotoxické latky indukujici tuto zménu propustnoti pfimym
u¢inkem na mitochondrie, které tak mohou spustit apoptézu 1 u buné€k, u kterych je n¢jakym
zpusobem znemoznén pirenos zevnich apoptotickych signalt (Debatin et al., 2002). Nekteré
z téchto latek se jiz pouzivaji v klinické praxi a dalsi se vyvijeji (Fisher-Schulze-Osthoff,

2005).

Prikladem latky, ktera se jiz v klinické praxi pouZiva je oxid arsenity. Oxid arsenity ve
vysSich koncentracich indukuje u leukemickych bun€k apoptdézu naruSenim mitochondridlni
membrany, v nizSich koncentracich indukuje diferenciaci. Je schvalen pro 1écbu akutni
promyelocytarni leukémie. A je ve fazi klinickych zkousek pro dalsi malignity, napiiklad
mnohocetny myelom. Hlavni vedlejsi u¢inky oxidu arsenité¢ho jsou kongestivni srdecni
selhdni, prodlouzeni QT intervalu, arytmie typu torsade de points, hypokalémii a

hypomagnezémii (Ghobrial et al., 2005).

Zastupcem latek ve fazi klinickych zkousek je naptiklad lonidamin. Lonidamin ma
mohutny antiproliferaéni U¢inek na nadorové bunky tim, ze inhibuje spotiebu kysliku,

interferuje s energetickym metabolismem (Ghobrial et al., 2005) a indukuje tvorbu kanalu
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v mitochondrialni membrané (Fisher-Schulze-Osthoff, 2005). Lonidamin v experimentalnich
modelech dale prokdzal schopnost prekonat rezistenci nadorovych bunék k cisplatiné a

podporovat jeji cytotoxicitu (Ravagnan et al., 1999).

3.2.2.3 Proteiny Bcl-2 rodiny

Zvysena exprese antiapoptotickych ¢lenii rodiny Bcl-2 je ¢astd u mnoha typii nadort a
podili se téZ na rezistenci k chemoterapii (Ricci-Zong, 2006). Strategie zaméfené na
ovlivilovani téchto proteinii se ubiraji Ctyfmi zdkladnimi sméry. Je to regulace genové
transkripce, indukce mRNA degradace pomoci antisense oligonukleotidl, pfimé atakovani
antiapoptotickych ¢lentt Bcl-2 rodiny a ovlivilovani jejich endogennich antagonisti

(Pellecchia-Reed, 2004).

Mezi latky regulujici genovou transkripci patii nékteré syntetické retinoidy, u kterych
bylo prokazano, ze redukuji hladinu mRNA pro Bcl-2 nebo Bel-X;, v leukemickych buiikach.
Toto pozorovani by mohlo byt 1 potencidlnim vysvétlenim jejich proapoptotického piisobeni
prokazaného jiz v klinické praxi (Pellecchia-Reed, 2004). Dale se vyvijeji naptiklad latky,
které inhibuji histonovou deacetylazu (HDAC), a tim také redukuji expresi Bcl-2 a Bel-Xg, na
urovni transkripce u nékterych leukemickych bunék. S inhibitory HDAC probihaji v souc¢asné

dobé¢ klinické studie (Mori et al., 2004)

Schopnost atakovat Bel-2 mRNA maji takzvané antisense oligonukleotidy. Nejdale ve
vyvoji je antisense oligonukleotid G3139 (oblimersen sodium, Genasense) vytvoreny tak, aby
se specificky vazal na prvnich Sest kodonti lidské mRNA pro Bcl-2. Tato mRNA je poté
degradovana a vysledkem je pokles hladiny Bcl-2 proteinu. V soucasné dob¢ je tato latka ve
II. fazi klinickych zkouSek pro refrakterni chronickou lymfocytarni leukemii, akutni
myeloidni leukemii a myelom (Chan-Yu, 2004). Dosavadni vysledky naznacuji slibnou
aktivitu proti B-bunéénym malignitdim a akutni myeloidni leukemii dospélych, avSak
neprokdzal se Zadny uzitek u myelomu. Vedlejsi u€inky zahrnuji inavu, trombocytopenii (Los

etal., 2003).

Mezi latky vézajici pifimo antiapoptotické proteiny patii skupina malych molekul se
specifickou strukturou. Diky své struktufe jsou tyto malé molekuly schopny se vazat do
hydrofobniho zahybu ve struktufe Bcl-2 a Bcel-xL. Toto misto je nezbytné pro funkci
antiapoptotickych proteini a navazané molekuly je tak inaktivuji (Kasibhatla-Tseng, 2003).
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Dale se intenzivné zkoumé moznost pouziti inhibitorii funkce Bcl-2/ BelXy, (Chan-Yu, 2004).
Nekteré tyto latky jsou jiz ve fazi klinickych zkousek. Naptiklad ptirodni produkt gossypol,
ktery je schopen vazat a inhibovat Bcl-2. Je to latka obsaZena v semenech bavlny a piivodné
byla uZzivana jako prostiedek bylinkafské mediciny v Cing. Avsak gossypol je velmi reaktivni
latka, obsahujici dva aldehydy, pravdépodobné vysvétlujici jeho toxicitu a nepiiznivé
farmakologické vlastnosti. Proto je snaha vyvinout jeho semisynteticky analog. Nejdale je
latka apogossypol, kde byly tyto dva aldehydy eliminovany. Né&kolik dal§ich chemickych
inhibitord Bel-2 a Bel-Xp a Mcl-1 prochéazi nyni preklinickym testovanim (mimo jiné i urcité
latky obsazené v ¢erném a zeleném caji) (Pellecchia-Reed, 2004). Dalsi latkami ve vyvoji
jsou antimycin A a chelerythrin (Chan-Yu, 2004). Chelerytin je pfirodni alkaloid, ktery
efektivné indukuje apoptdzu u bunék se zvysenou expresi Bel-2 nebo Bel-XL, pravdépodobné

inhibici interakce mezi Bcl-XL a Bak (Fisher-Schulze-Osthoff, 2005).

Dalsi strategie jsou zaméfené na latky aktivujici endogenni antagonisty Bcl-2.
Naptiklad, TR3 (Nur77), sirotéi receptor z retinoidové/steroidové rodiny nukledrnich
receptord, se v odpovédi na urCité apoptotické signdly pifesouvd zjadra do cytosolu.
V cytosolu se TR3 vaze s regulaéni doménou Bcl-2 a indukuje u néj zasadni konformaéni
zmény zpusobujici expozici BH3 domény a meénici Bcl-2 z antiapoptotického na
proapoptoticky. Bcl-2 miize zaujimat dva konformacni stavy, antiapoptoticky, u n¢hoz je BH3
doména maskovand a proapoptoticky, kdy je exponovand. Proapoptotickd forma miize
aktivovat proapoptotické proteiny Bax a Bak nebo inaktivovat antiapoptotické proteiny, jako
je Bcl-XL. Vyvijeji se proto latky indukujici expresi TR3 a jeho translokaci do cytosolu.
Akt/protein kindza B pravdépodobné rusi proapoptotické ptisobeni TR3. Akt se proto téz
stdva cilem pro vyvoj 1ékt, vyvijeji inhibitory Akt (Pellecchia-Reed, 2004). Dalsi mozny
pfistup zahrnuje pouziti proapoptotickych proteini majicich pouze BH3 doménu nebo

molekul, které tyto domény imituji a indukuji tak apoptozu (Fesik, 2005).

Terapie zalozené na ovliviiovani Bcl-2 maji vSak 1 vyznamna omezeni. Napiiklad
pouziti antisense nukleotidil je omezeno pouze na nadory mimo CNS, protoze oligonukleotidy
neprochdzi hematoencefalickou bariérou. Navic, klinické studie prokazaly negativni
prognostickou hodnotu Bcl-2 jen castecné (Hamilton-Piccart, 2000). Napiiklad buiky
zvysen¢ exprimujici Bel-2 maji také snizené fosforylovany Rb-protein a sniZzeni hladiny Bcl-2
antisense terapii podpofilo proliferaci bun¢k akutni myelodni leukemie (Konopleva et al.,

2000). Dalsim problémem je, ze mutace potlacujici antiapoptotickou aktivitu Bel-2 také rusi
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jeho ucinky na pribéh bunécného cyklu (O'Connor et al., 2000). Také je tfeba objasnit, do
jaké miry bude terapie specifickd pro nadorové buiiky a jestli ji bude mozno pouzit jako

samostatnou lé¢bu nebo jen v kombinaci s jinymi cytostatiky (Hu-Kavanagh, 2003).

3.2.2.4 Latky ovliviiujici aktivaci kaspaz
Tato skupina zahrnuje syntetické aktivatory kaspaz, apoptotin a inhibitory proteina

rodiny IAP (Ghobrial et al., 2005).

Kaspazy jsou zdaleka nejpopularnéjsim cilem pro vyvoj novych 1ékii modulujicich
apoptozu. Kromé své dobfe znamé roli pii bunééné smrti a zanétu, mohou byt kaspazy
zahrnuty 1 v dalSich klicovych bunéénych procesech, jako je diferenciace a progrese
bunécného cyklu, a ackoli tato oblast ¢innosti kaspaz stale jesté neni osvétlena, mohla by byt
zodpovédna za necekané U¢inky pozorované pii farmakologické manipulaci s kaspazami (Los
et al., 2003). Syntetické aktivatory kaspaz vedou k agregaci buné¢nych proteini s naslednou
aktivaci kaspaz. Tyto aktivatory jsou piipravovany tak, aby byly inducibilni. Toho je docileno
tim, Ze obsahuji domény schopné dimerizovat po vystaveni ur¢ité chemické latce. Geny pro
syntetické aktivatory kaspaz jsou doruceny adenovirovym vektorem a nasledné v nadorovych
buiikach aktivovany pomoci dimeriza¢ni latky schopné pronikat bunéénou membranou
(MacCorkle et al., 1998; Shariat et al., 2001). Mnoho takovych latek je nyni v preklinickém
vyvoji (Fisher-Schulze-Osthoff, 2005). Testuje se téZ dalSi moZnost aktivace kaspazy-3.
Kaspaza-3, klic¢ovy exekutor apoptdzy, je inhibovana intramolekularnimi elektrostatickymi
interakcemi. Toto zjisténi dava nadé€ji na vyvoj malych farmakologicky aktivnich molekul,

schopnych snizit prah aktivace nebo dokonce kaspazy aktivovat (Los et al., 2003).

Apoptotin je protein odvozeny z viru kufeci anémie, schopny indukovat apoptdzu u
malignich bunék, ale ne u bun¢k zdravych (Kleinberger, 2000; Rohn -Noteborn, 2004). Tato
selektivita muze byt zplsobena tim, ze u zdravych bunék je apoptotin lokalizovan
v cytoplazmé, zatimco u transformovanych migruje do jadra, kde je aktivovan. Tato latka je

ve stadiu preklinického testovani (Fisher-Schulze-Osthoff, 2005).

Proteiny rodiny IAP hraji vyznamnou roli v inhibici apoptdzy a regulaci bunééného
cyklu. TAPs jsou schopné snizovat aktivitu urcitych kaspaz. Jejich patologicky zvySena
exprese byla dokumentovana u fady nddorovych onemocnéni, véetné leukemii (Pellecchia-

Reed, 2004). V soucasné dob¢ jsou v preklinickém vyzkumu napiiklad antisense
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oligonukleotidy cilené na survivin a XIAP (Fisher-Schulze-Osthoff, 2005) a byly téz
identifikovany dvé tiidy antagonisti XIAP zahrnujici derivaty fenyluredz a
benzensulfonamidové derivaty (Pellecchia-Reed, 2004). Aktivita IAPs je inhibovana
prostfednictvim Smac/Diablo (second mitochondria derived activator of caspase/direct
inhibitor-of-apoptosis protein binding protein with low pl ) a pozdéji objeveného proteinu
Omi/HtrA2 (heat-inducible serine protease A2), ktery muze téZ vazat a inhibovat XIAP (Hu-
Kavanagh, 2003). Probiha tedy hledani molekuly, ktera by méla obdobné G¢inky jako Smac.
Doposud vyvinuté smac-like peptidy casto nedokazaly indukovat apoptézu samy, avSak
zcitlivovaly nadorové bunky na jind chemoterapeutika (Fulda et al., 2002). Nikolovska-
Coleska et al. (2004) objevila nizkomolekularni latku schopnou prochéazet bunécnou sténou,
aktivovat kaspazu-9 a indukovat apoptéozu u néadorovych bun€k prostaty zvySené
exprimujicich XIAP. Navic ma pouze maly efekt na normalni epitelové bunky. Je to latka
ptirodni povahy a byla nazvana embelin. Embelin by tak mohl byt vedouci latkou pfi vyvoji

Smac agonistti (Nikolovska-Coleska et al.,2004).

3.2.2.5 Modulatory molekul regulujicich indukci apoptozy
Molekuly regulujici indukci apoptézy zahrnuji zejména inhibitory proteazomu,

inhibitory mTOR, p53 inhibitory a ,,heat shock proteins* (Hsps)

Ubiquitin/proteazomovy systém se v modulaci indukce apoptdzy uplatiuje tim, Ze
ovlivituje hladinu regulacnich proteinti. Inhibitory proteazomu prokazaly protinddorovou
aktivitu a ucinily bunky citlivéjsi k vyvolani apoptdzy. Efekt téchto latek by mohl byt alespoil
castecné¢ selektivni, protoZze vyvolava apoptozu jen v bunkdch délicich se nebo
transformovanych. Naptiklad zvySend exprese c-myc onkogenu zplsobuje, Ze jsou tyto
transformované builky citlivéjsi k apoptédze indukované proteazémovym systémem. Mezi
inhibitory proteazomu patii napiiklad bortezomib (boronic acid inhibitor). Jeho dtlezitou
vlastnosti je, Ze rezistence na néj je velmi vzacnd, a to dokonce 1 u bunck s nefunkénim p53 a
nadprodukci Bcl-2 rezistentnich na jiné latky. Mezi nezddouci U¢inky patii horecka, tinava,
trombocytopenie, mirny prijem a periferni neuropatie. Bortezomib byl jiz schvalen k 1é¢bé
refrakterniho myelomu a je v klinickém testovani pro dalsi typy nadorti (Los et al., 2003)
Farmakologicka inhibice proteazémové aktivity potlacuje mimo jiné téz degradaci I-xB, ktery
inhibuje transkripéni faktor NF-xB (Berenson et al., 2001). Abnormalni zvySeni aktivity NF-
kB se vyskytuje u mnoha nadort, vcetné hematologickych malignit. Pod kontrolou rodiny

NF-«B je téz FLIP, inhibitor cIAP2, Bcl-XL, Bfl-1, zpusobujici rezistenci k apoptoze
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spusténé drahou receptorti smrti u mnoha nadorovych buné¢k, véetné RS bunék Hodgkinskych
nadort, buné¢k Burkittova lymfomu a dalSich. FLIP protein je vysoce podobny prokaspaze-8 a
-10, ale nemd enzymatickou aktivitu. Tvofi s t€émito prokaspazami komplexy, ¢imz brani
jejich aktivaci a také soutézi o vazebna mista v komplexech receptorii smrti. Nadmérna
exprese FLIP se vyskytuje bézn¢ u mnoha B-bunécnych malignit a né¢kterych AML a CLL
Vyvijeji se proto latky, které by redukovaly expresi FLIP (Los et al., 2003).

mTOR (mammalian target of rapamycin) je soucast PI3K/Akt drahy. Inhibitory
mTOR se tedy uplatni u nadorovych bunék, které¢ maji tuto drahu konstitutivné aktivovanou.
Pfirodni latka rapamycin je mTOR inhibitor, ktery ma antibiotické, imunosupresivni a
protinadorové uCinky. Je schvalen jako imunosupresivum pro pacienty po rendlni
transplantaci. Ve fazi klinického testovani je naptiklad ester rapamycinu CCI-779, ktery

prokézal cytostatickou aktivitu in vitro 1 in vivo (Ghobrial et al., 2005)

Metody genové terapie cilené na p53 byly jiz zminény vySe. Existuje vSak 1 dalsi
moznost jak obnovit a stabilizovat funkei p53, a to inhibici navdzani Mdm?2 na p53. Mdm?2 je
negativni regulator proteinu p53, oznacuje ho totiz pro naslednou degradaci proteazémem.
Nejnovejsim Mdm?2 antagonistou je furanovy derivat RITA [2,5-bis(5-hydroxymethyl-2-
thienyl)furan] ((Fisher-Schulze-Osthoff, 2005).

,Heat shock proteins* (HSPs) nalezi do superrodiny molekularnich chaperontl, latek
stabilizujicich proteiny a polypeptidy a minimalizuji vyskyt proteinti se Spatnou skladbou.
Hlavnim proteinem tepelného Soku je HSP70, ktery chrani bunku pfed rtiznymi stresovymi
faktory a dokdZze zabranit indukci apoptézy. Zkoumd se proto moznost vyuziti inhibitorii

HSPs.
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4 Zavér: Moznosti a problémy v klinické praxi

Drahy regulujici realizaci bunééné smrti byly béhem posledni dekady osvétleny do
velkych detailt, coz umoziuje vyvoj mnoha novych lécebnych strategii zamétenych na
selektivni destrukci nadorovych bun€k (Green-Kroemer, 2005). Nové latky davaji nadgji
nejen na ucinnéjsi, ale téz na Setrnéjsi 1écbu. Budoucnost terapie nadorovych onemocnéni by
méla byt charakterizovana individudlni 1écbou a peclivou volbou cilt 1é¢by (Los et al., 2003).
Stale ale zbyva mnoho problému pro dal§i vyzkum. Mezi hlavni patii problém specificity.
Neni obtizné odstartovat apoptdzu, problémem zlstava, aby postihla jen nadorové bunky.
Déle je tieba pocitat stim, ze apoptéoza je komplexni fyziologicky proces zavisly na
integrované funkci velkého mnozstvi genovych produktli, a proto jakdkoli 1éCebnd strategie
zavisla pouze na indukci apoptdzy povede k rychlému vzniku klonti rezistentnich k bunééné
smrti (Hoffbrand-Wickremasinghe, 1999). Cilem je téz optimalizovat spektrum aktivity
novych latek, zlepsit jejich farmakologické vlastnosti a stanovit maximalni terapeutickou
davku (Pellecchia-Reed). Nejvétsi vyzvou je pirevést mnoho slibnych vysledki z

preklinickych vyzkumi do klinické praxe (Fisher-Schulze-Osthoff, 2005).
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Souhrn
Apoptoza je typ programované bunééné smrti. Je to aktivni dé€j, zprosttedkovany

kaspazami a vedouci k odstranéni urc¢itych bunék, aniz by vyvolal zanétlivou reakci okolni
tkan¢. Je to proces nezbytny pro udrZzeni homeostdzy i spravného vyvoje a funkce organismu.

Poruchy apoptdzy jsou spojené se vznikem celé fady onemocnéni, v¢éetné nadorovych.

Porozuméni mechanismim apoptézy umoznilo vyvoj novych terapeutickych postupt,
kter¢é mohou cilen¢ indukovat smrt nddorovych bunék nebo zvysit jejich citlivost k
chemoterapii a radioterapii. Tyto nové strategie davaji nadé€ji na 1écbu nejen ucinnéjsi, ale téz
Setrnéj$i. Mezi hlavni sméry vyvoje novych terapeutickych metod patii genova terapie a
terapie zalozené na ovlivnéni apoptozy. Metody genové terapie zahrnuji v soucasné dobé
predevsim konstrukei virovych vektord, které by byly schopny obnovit expresi funkéniho p53
do transformovanych bunck. Mezi hlavni omezeni a problémy genové terapie patii mala
efektivita vektor a hepatotoxicita asociovana s jejich systémovym podanim. Terapie
zalozené na ovlivnéni apoptoézy zahrnuji aktivaci receptorti smrti, aktivaci mitochondridlni
dréhy, aktivaci kaspaz a dale ovlivnéni molekul regulujicich indukci apoptozy, k nimz patii
napiiklad inhibitory proteazému, inhibitory mTOR, p53 inhibitory a ,.heat shock proteins‘
(Hsps). Mezi hlavni problémy strategii zaméfenych na indukci apoptdzy patii problém
specificity. Dalsi problém vyplyva ztoho, ze apoptdéza je komplexni fyziologicky proces
zavisly na integrované funkci velkého mnozstvi genovych produktl. Proto jakakoli 1é¢ebné
strategie zavisla pouze na indukci apoptdzy povede k rychlému vzniku klonti rezistentnich
k indukci bunécné smrti. Déle je tfeba zminit, ze ucinek 1€ki ovliviiujicich apoptézu je
signifikantné variabilni dokonce 1 u identicky klasifikovanych pacientli, protoze zalezi téz na
polymorfismu genli pro metabolismus 1é¢iv. Nejvétsi vyzvou je prevést mnoho slibnych

vysledkt z preklinickych vyzkumt do klinické praxe (Fisher-Schulze-Osthoff, 2005).
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Summary
Apoptosis is a type of programmed cell death. It is an active caspase-mediated

process, which results in the removal of certain cells without inflammatory response of the
surrounding tissue. It is a process indispensable for maintaining homeostasis, proper
development and function of the organism. Defects of apoptosis are related to various

diseases, including cancer.

Understanding apoptotic mechanisms made it possible to develop new therapeutical
strategies, which can specifically induce death of cancer cells or sensitize them to
chemotherapy or radiotherapy. These new strategies raise hope for the treatment not only
more efficient, but also more gentle. The main directions in the development of new
therapeutical methods include gene therapy and therapies based on affecting apoptosis.
Recently methods of gene therapy include, above all, the construction of viral vectors, which
would be able to restore expression of p53 to transformed cells. Most important restrictions of
these therapies are low effectiveness of vectors and hepatotoxicity associated with its
systemic administration. Therapies based on affecting apoptosis involve activation of death
receptors, activation of the mitochondrial pathway, activation of caspases, and also
influencing of regulating molecules of apoptosis induction, e.g. inhibitors of proteasome,
inhibitors of mTOR, p53 inhibitors, and heat shock proteins. One of the main problems of
strategies focused on apoptosis induction represent the problem of specificity. Another
problem results from the fact that apoptosis is a complex physiological process depending on
the integrated function of a large amount of gene products. That is why any therapeutical
strategy depending only on the induction of apoptosis will result in a rapid development of
clones resistant to death induction. Furthermore, the effect of drugs affecting apoptosis is
significantly variable even in identically classified patients because the effect also depends on
polymorphism of genes for drug metabolism. The greatest challenge is to transform many
promising results from preclinical research to clinical practice (Fisher-Schulze-Osthoff,

2005).
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