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Predmluva

Buné¢nd smrt predstavuje jeden z klicovych fyziologickych procest. Ackoli pro jed-
notlivou bunku predstavuje kone¢ny bod existence, z hlediska mnohobunééného
organizmu je proces bunééné smrti jednou z determinant uréujicich spravny vyvoj
jedince, homeostdzu tkdni i organd a preziti celého organizmu. Dilezitost procesu
buné¢né smrti se odrazi také v mnozstvi chorob, které jsou zptisobeny narusenim
jeho regulace a zdarného pribéhu molekularnich mechanizmu s nim spojenych, at
uz se jedna o krdlovnu nemoci - rakovinu, neurodegenerativni onemocnéni jako
Alzheimerova ¢i Parkinsonova choroba, autoimunitni a kardiovaskuldrni onemocnéni
nebo traumatické poskozeni mozku. Diky tomu byla tato oblast biologie v uplynulych
nékolika desetiletich cilem intenzivniho vyzkumu, ktery vedl k nesmirné diilezitym
poznatkiim uplatnitelnym v mnoha réiznorodych oborech. I ptes velky vyznam bu-
né¢né smrti a jeji drtivy dopad na patogenezi mnoha onemocnéni existuje v ¢eské
lékarské literatufe jen velmi skromny pocet publikaci, které se timto jevem zabyvaji.
I v ptipadé, Ze je bunééna smrt zminovana, déje se tak pouze na povrchni urovni
zkreslené mnoha dogmaty. Tato kniha ma za cil alespon ¢astecné tento stav napravit
a osvétlit vyznam bunécné smrti jakozto fenoménu, ktery nesmi byt pri vyzkumu
chorob opomijen. Vétime, ze poslouzi k rozdifeni znalosti z této oblasti fyziologie
bunky nejen jako studijni material pro studenty vysokych $kol, ale také pro vsechny,
které tyto fascinujici procesy na pomezi bunééného zivota a smrti zajimaji.

Jan Balvan v Brné dne 29. 4. 2020
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Bunécna smrt a homeostaza organizmu

.Smrt je tak strasné konecnd, zatimco Zivot je plny mozZnosti.”
— TYRION LANNISTER

Jeden z divodu, které vedly k evoluénimu tspéchu savct (a dalsich mnohobunéénych
organizmil) je jejich schopnost udrzet stalost svého vnittniho prostfedi, takzvanou
homeostazu, navzdory ménicimu se vnéjsimu prostiedi. Homeostaza nékdy vyzaduje
nepravdépodobného pomocnika, je jim bunééna smrt. Buné¢na smrt je proces, ktery
je zprosttedkovan ukon¢enim normalniho buné¢ného metabolizmu a vede k trvalému
zaniku bunécné aktivity. Tento proces je spoustén v pripadé, kdy je cilovd bunka pro
organizmus nadbyte¢na, prili§ nakladna nebo nebezpecna. Nékteré bunky jsou totiz
ve vyvijejicim se organizmu generovany v prebytku a prezivaji pouze ty, které se stavaji
funk¢nimi a fadné se zapoji do pozadovanych interakci. To se déje napriklad v periferni
c¢asti nervové soustavy. Pi vyvoji sav¢iho svalu axonové vybézky nékolika motorickych
neuront spole¢né inervuji stejné svalové vlakno. Nésledkem soutéze o rustové faktory
v8ak dochazi k posileni jednoho nervosvalového spojeni a odumfeni téch ostatnich.
Za normalnich okolnosti takto zanikne 50-75 % neuronti uréenych pro inervaci svalt
koncetin [1]. V nékterych pripadech mechanizmus, ktery generuje bunky potrebné,
také nahodné generuje bunky nepottebné. To je pripad autoreaktivnich klont T-lymfo-
cytd (buniky, které by spoustély imunitni reakci proti buitkam vlastniho téla), které
umiraji, stejné jako klony, které naopak reakce s antigenem nejsou schopny vibec
[2]. Béhem vyvoje jsou také odstranovany struktury, které jiz nejsou nadale potiebné.
Priklady zahrnuji evolu¢ni relikty, jako jsou plovaci blany mezi prsty ¢i struktury, které
jsou vyzadovany pouze u jednoho pohlavi, jako jsou Wolffovy a Miillerovy vyvody [3].
Obecnéji Ize Fict, Ze budovani komplexniho organizmu je jako vytvareni mramorové
sochy. Buné¢né déleni tvori material, zatimco bunééna smrt ho tesa do pozadované
formy. Dusledkem naruseni tohoto procesu je vznik zavaznych malformaci.

Zatimco predchozi ptiklady zahrnovaly takzvanou programovanou bunécnou
smrt (programmed cell death; PCD), nebot §lo vyhradné o fyziologicky se vyskytujici
ptipady bunééné smrti, zavazné naruseni homeostazy prostrednictvim vnéjsiho vlivu
miize vést k regulované (regulated cell death; RCD), nebo nahodné (accidental cell
death; ACD) buné¢né smrti [4]. ACD predstavuje katastroficky scénat, pti némz burka
neni dale schopna kompenzovat dopad skodlivého vnéjsiho faktoru jako je extrémni
pH, vysoky osmoticky tlak, vysoka teplota nebo mechanické poskozeni. Tyto buiky
umiraji nekontrolovanym zptisobem v dtisledku bezprostiedniho poskozeni jejich
struktury. V kontrastu s nahodnym typem buné¢né smrti je regulovana bunééna smrt
Fizena komplexni molekuldrni masinérii, jejiz pribéh muze byt ovliviiovan farmakolo-
gickymi ¢i genetickymi zasahy na klicova mista téchto molekuldrnich kaskad. Pribéh
regulované buné¢né smrti je relativné pomaly. Je-li RCD spousténa jako soucast fyzio-
logickych procesii, pak mluvime o PCD. V uz$im slova smyslu je RCD aktivovana pii
neuspés$né adaptaci na zmény v disledku zavazného naruseni homeostazy. Vyznamné
ptiklady faktoru, které vyvolavaji bunécny stres, zahrnuji ¢inidla poskozujici DNA,
eroze telomer, tepelny $ok nebo xenobiotika, kterd ptisobi denaturaci proteini, hypo-
xie, respira¢ni jedy, které interferuji s dychacim fetézcem v mitochondriich, infek¢ni
agens a v neposledni radé také nedostatek zivin, ktery vede k aktivaci autofagie, coz
umoznuje bunkam katabolizovat jejich vlastni komponenty.
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Lze tedy shrnout, Ze naruseni bunééné homeostazy a tim vznikajici buné¢ny stres
vede bud k pfechodnym zménam buné¢éného metabolizmu, opravam vzniklého po-
$kozeni a naslednému navratu k homeostaze, nebo kulminuje k bunééné senescenci
aregulované buné¢né smrti, pokud je obnova normalnich bunéénych funkci nemoznd
(obr. 1). RCD je tedy mechanizmem pro zachovani homeostazy organizmu, pti némz
jsou odstraniovany bunky vazné poskozené, nevratné infikované, nebo bunky poten-
cialné onkogenni.

Ry
mirny stres 3 § 3 silny stres
858
v £S5
388
adaptivni odpovéd ® g
o.
2
selhéni bod, z kterého bod, z kterého
- neni navratu neni navratu
Y Y
Uspéch primarni RCD primarni ACD
Y Y
L uvolnéni cytotoxickych
uvolnéni DAMPs e
moznost farmakologické modulace
- reakce P
“1 imunitniho systému [
v v v
bunécna homeostaza smrt okolnich
homeostaza > organizmu i bunék

T

Obr. 1 Ndsledky bunécného stresu a naruseni homeostdzy

Buriky vystavené velmi nepfiznivym podminkam prostfedi umiraji prakticky okamzité, nekontrolova-
nym zpusobem — procesem, ktery se oznacuje jako ndhodnda bunécnd smrt (ACD). Naopak pomérné
mirné naruseni homeostazy exogenniho nebo endogenniho ptivodu podporuje adaptivni stresové
odezvy. Pokud adaptivni reakce selzou, buriky aktivuji mechanizmy vedouci k regulované bunéc-
né smrti (RCD). Pokud jsou néasledkem zvoleného podtypu bunécné smrti uvolfiovany cytotoxické
molekuly, mlze nastat rovnéz vina sekundérnich regulovanych bunécnych smrti v okoli primarné
zasazené bunky, které mohou, ale nemusi pfispivat k homeostaze organizmu. Upraveno na motivy [4].
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Bunécna smrt a homeostaza organizmu

Nezadouci buriky jsou odstranovany pomoci riznych typi RCD v zavislosti na
typu poskozeni a mife Zddouci imunitni odpovédi. V dospélém lidském organizmu
je kazdy den pomoci PCD ¢i RCD odstranéno 10" bunék a mnozstvi bunék, které
kazdoro¢né ztracime pfi fyziologicky normalni mife buné¢né smrti, se blizi celkové
télesné hmotnosti [5]. Pokud by vSechny typy RCD vyvolavaly silnou imunitni reakci,
byla by vyslednd mira imunitni odpovédi pro organizmus netinosnd. Proto mohou
bunky zemfit pomoci aktivace jedné z mnoha riznych RCD kaskad. Kazdy z takovych
rezimu regulované bunééné smrti je iniciovan a propagovan pomoci specifickych mo-
lekularnich mechanizm. V dusledku toho se RCD muze projevovat celym spektrem
morfologickych ryst, od uplné nekrotického az po plné apoptoticky, a spektrem imuno-
modula¢nich profild, které se mohou pohybovat od protizanétlivych a vyvolavajicich
toleranci az po prozanétlivé a imunogenni (obr. 2). Je logické, ze vétsina typtt RCD

Q
parthanatos RCD

JON

o
A

ferroptoza

MPT-fizena
nekréza

pyroptéza

nekroticka
morfologie

apoptoticka
morfologie

apoptoza

Obr. 2 Hlavni podprogramy regulované bunécné smrti

Buriky, které jsou vystaveny nevratnym porucham intraceluldrniho nebo extracelularniho mikro-
prostiedi, mohou aktivovat jednu z mnoha kaskéd, které nakonec vedou k jejich zaniku. Kazdy
z takovych rezim regulované bunécné smrti (RCD) je iniciovan a propagovan pomoci molekular-
nich mechanizm, které vykazuji zna¢ny stuper vzajemné propojenosti. Kromé toho se RCD mUze
projevovat celym spektrem morfologickych rys(, od uplné nekrotického az po plné apoptoticky.
ADCD (autophagy-dependent cell death): bunééna smrt zavisla na autofagii; ICD (immunogenic cell
death):imunogennibunécnd smrt; LDCD (lysosome-dependent cell death): bunécnd smrt zavisla na
lyzozomech; MPT (mitochondrial permeability transition): smrt spojena se zvysenim mitochondrialni
permeability. Upraveno na motivy [4].
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generuje parakrinni a endokrinni signaly, které nesou informaci o potencialni hrozbé
pro organizmus, ¢imz prispivaji k brzkému obnoveni systémové homeostazy.

Adaptivni reakce eliminujici poskozeni makromolekul

Mnoho potencialné skodlivych vykyvi v intraceluldrnim nebo extracelularnim mikro-
prostredi byva tspésné zvladnuto po aktivaci bunéénych stresovych reakci, které umoz-
uji zachovat bunééné funkce a opravit vznikla poskozeni. Nejzavaznéjsi formou stresu,
se kterym se musi burika vyporadat, je poskozeni vyznamnych makromolekul jako jsou
proteiny a nukleové kyseliny. Za ti¢elem oprav poskozeni nukleovych kyselin, zejména
pak DNA, slouzi kaskada déji, které 1ze shrnout pod nazvem DNA damage response
(DDR), neboli odpovéd na poskozeni DNA. Stresova reakce souvisejici s poskozenim
proteintl pak zahrnuje stres endoplazmatického retikula a unfolded protein response
(UPR), neboli odpovéd na nesbalené nebo $patné sbalené proteiny [6].

Odpovéd na poskozeni DNA (DDR) je sit bunéénych signdlnich drah, které de-
tekuji, signalizuji a opravuji 1éze v DNA. Proteiny, které monitoruji integritu DNA,
mohou v reakci na poskozeni DNA aktivovat kontrolni body bunécného cyklu a drahy
oprav DNA, aby se zabrdnilo vzniku potencidlné $kodlivych mutaci. Pokud je od-
povéd na poskozeni DNA neuspésnd, stejna masinerie nakonec iniciuje senescenci
nebo RCD. Do mnoziny s nazvem DDR patti nékolik typti opravnych mechanizmd.
Jednim z nich je bazova excizni reparace (BER). Pii BER jsou odstranény poskozené
baze, které jsou rozeznany pomoci specifické glykosylazy. Ta katalyzuje hydrolyzu
N-glykosidovych vazeb spojujicich baze s pateti DNA a pusobi uvolnéni poskozené
béze. Dal$imi typy DDR jsou: nukleotidova excizni reparace (NER), ktera koriguje
$iroké spektrum DNA 1ézi v¢etné pyrimidinovych dimerd, které narusuji strukturu
dvojité Sroubovice; reparace chybného parovani bazi (mismatch repair; MMR),
ktera opravuje chybné sparované nukleotidy a odstrafuje malé inzerce a delece; ne-
homologni oprava pfimym spojenim konci (nonhomologous end joining; NHE]),
coz je hlavni cesta, kterou sav¢i buiiky opravuji dvouretézcové zlomy (DSBs) a ho-
mologni rekombinace (HR), ktera rovnéz slouzi k opravé DSBs, ale je aktivni pouze
v S a G2 fazi bunéc¢ného cyklu [7]. Klicovymi DDR signaliza¢nimi komponentami
jsou proteinkinazy ATM (ataxia telangiectasia mutated) a ATR (ataxia telangiectasia
and Rad3-related protein). Dva z nejlépe prostudovanych ATM/ATR cilt jsou pro-
teinové kinazy CHEK1 (checkpoint kinase 1) a CHEK2 (checkpoint kinase 2), které
spolu s ATM a ATR piisobi na snizeni aktivity cyklin-dependentnich kinaz (CDKs)
a navozuji tak zastavu bunécného cyklu. To se déje riznymi mechanizmy, z nichz
nékteré jsou zprosttedkovany aktivaci transkripéniho faktoru p53 [8, 9]. Diky akti-
vaci ATM dochdzi rovnéz k fosforylaci histonu H2AX ze vzniku jeho fosforylované
formy y-H2AX. Jakmile je DNA opravena, y-H2AX je opét defosforylovan, proto je
detekce y-H2AX v souc¢asné dobé vyuzivana jako marker poskozeni DNA [10]. Dal$im
vyznamnym proteinem signalizujicim poskozeni DNA je polymeraza PARP-1 (poly
ADP-ribose polymerase-1) [11]. Mezi cetnymi proteiny, které se ucastni DDR jsou
nejznameéjsi nddorové supresory BRCA1 a 2 (breast cancer 1 a 2), DNA-dependentni
protein kinaza (DNA-PK) a sirtuiny. Proteiny BRCALI a 2 jsou zapojeny do obou
hlavnich mechanizmt opravy dvouretézcovych zlomt HR a NHE]. DNA-PK hraje
ustfedni roli v NHE] prostfednictvim autofosforyla¢nich déjti. Souc¢asti DNA-PK je
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protein Ku, ktery se vaze na volné konce DNA zlomu a rekrutuje katalytickou podjed-
notku za vzniku aktivniho proteinkinazového komplexu. Tento komplex spolupracuje
s XRCC4, DNA ligazou IV a dal$imi faktory, které provadéji opravu DSB [12]. Sir-
tuiny jsou rodinou histonovych deacetylaz, ktera hraje roli pfi udrzovani genomové
stability. SIRT1 ptisobi jako negativni regulator funkce p53, ¢imz potlacuje apoptozu
indukovanou poskozenim DNA [8].

Pokud je odpovéd na poskozeni DNA nedspésna, stejné mechanizmy nakonec
iniciuji bunééné starnuti (senescenci) nebo néktery z podtypt regulované bunééné
smrti. BRCA1 a DNA PK naptiklad hraji roli v indukci apoptozy [8]. Zatimco DNA
PK vyzaduje k aktivaci apoptozy funkéni p53, apoptdza vyvolana pomoci BRCALI je
zfejmé na p53 nezavisld [13]. ZvySena aktivace PARP je spojena s navozenim partha-
natos, coz je podtyp regulované nekrozy [14]. Dulezité je, ze DDR je tizce spojena
s eliminaci poskozenych bunék imunitnimi efektory a vytvorenim zanétlivé odpovédi,
kterd vede k udrzovani mistni a systémové homeostazy. Aktivace DDR byla asociovédna
se zvySenou expresi hlavniho histokompatibilniho komplexu-I (MHC-I) na povrchu
bunék, coz vede k vétsi rozpoznatelnosti poskozenych bunék cytotoxickymi T-lymfo-
cyty. V nékterych pripadech vsak DDR muiZe ptispét k vytvoreni patologickych stav,
zejména ve spojeni s defekty v mechanizmech, které fyziologicky tlumi zanét [6]. Za-
timco priméfené aktivni mechanizmy DDR prispivaji k homeostaze, jejich hyperakti-
vace muze prispét k aktivaci bunééné smrti a v krajnich ptipadech se mize podilet na
vzniku patologie. Nazornym prikladem je ischemicko-reperfuzni poskozeni spojené
s mrtvici a infarktem myokardu. PARP-1 se v dusledku rozsdhlého poskozeni DNA
stava hyperaktivni, coz vede ke zhor§ené produkci ATP a smrti bunék [11]. Zdédéné
defekty v mechanizmech DDR mohou také zptisobit vznik nddorového onemocnéni
a zavaznych neurodegenerativnich chorob [11]. (Tab. 1)

Bunky obsahuji pomérné ptisné systémy fizeni kvality zahrnujici mnozstvi samo-
statné fungujicich proteint a nékolik proteolytickych systémd, které provadéji proces
degradace proteint. Tyto systémy podléhaji komplexni regulaci, ktera zajistuje, aby byly
proteolytické procesy vysoce selektivni. Na rozdil od vétsiny regulaénich mechanizmi
je degradace proteint nevratna a zasadné ovliviiuje vysledny fenotyp buiiky. Degradace
proteinu, ktery se u¢astni konkrétni signélni drahy, mtize vést k uplnému ukonceni sig-
naliza¢niho procesu, ve kterém je dany protein zahrnut. Rychld a specificka degradace
cilovych proteinti tak umoziuje ptizpisobeni se novym fyziologickym podminkam.
Vétsina intraceluldrnich proteint je degradovana ubikvitin-proteazovou cestou (UPP)
nebo pomoci autofagie za Gi¢asti lyzozomi. Degradace proteinti pomoci UPP zahrnu-
je dva diskrétni a po sobé nasledujici kroky. Prvnim z nich je znaceni substratového
proteinu kovalentnim pripojenim nékolika molekul ubikvitinu a krokem naslednym
je degradace takto oznaceného proteinu proteazomem 268S [18]. Tato klasicka funkce
ubikvitinu je spojena s regulaci proteinového obratu a generovanim antigennich pepti-
da v bunikach prezentujicich antigen [19]. Degradace proteinti pomoci autofagie bude
rozebrana v kapitole tykajici se autofagie.

Zasadnim hracem v kontrole a degradaci Spatné sbalenych proteini je endo-
plazmatické retikulum (ER). ER je sit rozvétvenych kanalkd a zplostélych vacka,
které ridi syntézu, skladani a zpracovani vice nez tfetiny véech bunéénych proteint.
Na udrzeni jedine¢ného prostiedi a funkce ER bunky investuji rozsahlé mnozZstvi
energie. Pro zamezeni agregace a pri sbalovani proteind je pottebna asistence rtiz-
nych forem chaperonti a proteinu teplotniho Soku (HSP). Navzdory funkci téchto
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Tab. 1 Pfiklady zdvaznych onemocnéni zpiisobenych defektem v DDR

Syndrom
defekty NER

xeroderma pigmentosum
Cockaynetiv syndrom

defekty DNA helikdz

Bloomiiv syndrom

Wernertv syndrom

defekty HR a NHE]
Lig4 syndrom

radiosenzitivni-SCID

hereditarni karcinom prsu

defekty v opravé kroslinkii

Fanconiho anémie

defekty MMR

Lynchtv syndrom (HNPCC)

Fenotyp

neurodegenerace a mikrocefalie,
fotosenzitivita, nadory kiize

mikrocefalie a demyelinace neuront

mikrocefalie, poruchy ristu,
mentdlni retardace, nachylnost
k infekci, zvy$end predispozice
ke v§em typtim nadort

predcasné starnuti, zvysend
predispozice ke véem typtim nadort

mikrocefalie, leukémie, imuno-
deficience, poruchy rustu

zavazna kombinovand imuno-

deficience, lymfomy, hypersenzitivita

k ionizujicimu zafeni

nadory prsu a vaje¢nika,
predispozice k nadortim prostaty,
slinivky bfi$ni a melanomiim

maly vzrist, mikrocefalie,
abnormalni kozni pigmentace,
opozdéni vyvoje, vrozené srde¢ni
vady, selhani kostni dfené, zvysené
riziko hematologickych malignit

a solidnich tumort

¢asny rozvoj kolorektalniho
karcinomu, endometrialniho
karcinomu a dal$ich malignit

poruchy prenosu signdlii poskozeni

Litiv-Fraumeniho syndrom

ataxia telangiectasia

Seckeltiv syndrom

Hutchinsonova-Gilfordova
progerie
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sarkomy, nadory prsu a mozku

mozeckovd ataxie, teleangiektasie

malych cév, imunitni defekty, zvySené

riziko vzniku riznych malignit

mikrocefalie, mentalni retardace,
dysmorfie obli¢eje, poruchy ristu

zrychlené starnuti

Mutované geny

XPA-XPG
POLH

CSA, CSB, XPB,
XPD, XPG

BLM

WRN

DNA ligaza IV,
XLF/cerunnos

artemis

BRCA1, BRCA2,
Chk2, MRN, ATM
BRIP1, PALB2

FANCA-FANCL,
BRCA2
(FANCD1)

MSH2, MSH3,
MSH6, MLH]1,
PMS2, APC

p53
ATM

ATR, SCKL2,
SCKL3

LMNA
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Tab. 1 Pokralovini
Syndrom Fenotyp Mutované geny
choroby spojené s narusenou kinetikou DDR

Downtv syndrom mentalni retardace, predispozice trizomie
k tvorbé nadort, zrychlené starnuti, = chromozomu 21
zvy$ena citlivost na latky poskozujici

DNA [15]

Alzheimerova choroba progresivni neurodegenerace, multifaktoridlni
demence, kognitivni dysfunkce, onemocnéni
absence nebo selhani repara¢nich
enzymd [16]

Huntingtonova chorea selektivni ztrdta neuront v bazalnich | HTT

gangliich, ztrata koordinace pohybt,
demence, naruseni ATM
signalizace [17]

pomocnikil je spés$nost skladani proteind ¢asto pomérné nizka. Nespravné slozené
proteiny odhalené pomoci ptisnych kontrolnich mechanizmi v ER jsou likvidovany
pomoci degradace souvisejici s ER (ERAD). Nezadouci proteiny jsou pfi tomto pro-
cesu transportovany zpét do cytozolu pro naslednou ubikvitinaci a degradaci protea-
somem 26S. U¢innost sklddan{ protein v ER maze byt narusena mnoha faktory, jako
jsou napriklad zmény v koncentraci vapniku, nedostatek ATP, redoxni nerovnovéha,
hypoxie, akumulace lipidd, virova infekce nebo intoxikace etanolem ¢i xenobiotiky.
Tyto faktory mohou vést k akumulaci nespravné slozenych proteinti v ER a stavu
znamému jako ER stres. Modelové forma ER stresu nastava v p-burikach pankreatu,
pokud nejsou schopny spravné slozit zvy$ené mnozstvi inzulinu potfebného k udrzeni
homeostazy glukézy v krvi [20].

Pokud se nespravné slozené proteiny nahromadi, je aktivovana UPR. Odpovéd
na nesbalené nebo Spatné sbalené proteiny (unfolded protein response; UPR) je
sit bunécnych signalnich drah, které detekuji, signalizuji a likviduji nefunk¢ni pro-
teiny. Aktivace UPR snizuje syntézu bilkovin a zvySuje degradaci nespravné sloze-
nych proteind. Doposud byly identifikovany tfi hlavni vétve UPR, jsou to ATF6
(activating transcription factor 6), PERK (double-stranded RNA-activated protein
kinase (PKR)-like ER kinase) a IRE1 (inositol requiring enzyme 1) (obr. 3). Tyto
vétve plisobi paralelné a pouzivaji specifické mechanizmy prenosu signélu, vSechny
vsak vedou k tvorbé transkripéniho faktoru, ktery aktivuje cilové UPR geny. Kazda
vétev je definovana tiidou transmembranovych signaliza¢nich molekul asociovanych
s ER a pouziva jiny mechanizmus pfenosu signalu: ATF6 regulaci §tépeni proteinu,
PERK tizeni translace a IRE1 nekonvenc¢ni sestfih mRNA [21]. Transkrip¢ni faktor
ATF6 je pivodné syntetizovan jako ER-rezidentni transmembranovy protein s velkou
doménou zasahujici do lumen ER. Pii akumulaci $patné sbalenych proteint je odtr-
zen z membrany ER, zabalen do transportnich vackd a doruc¢en do Golgiho aparatu,
kde je $tépen protedzami SI1P a S2P, které odstrani luminalni a transmembranovou
doménou. Osvobozeny N-konec ATF6 se pak presune do jadra a aktivuje cilové UPR
geny [21]. Druha vétev UPR je zprostiedkovana pomoci PERK. V disledku ER stresu
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ER stres

_eadll

ER

v Golgiho aparat

Jadro @:sn Mo&

transkripce cilovych gent a aktivace mechizm(, které snizuji
akumulaci nespravné slozenych proteind v ER

Obr. 3 T¥i hlavni podprogramy UPR

Vsechny tfi typy stresovych signalizacnich receptord v endoplazmatickém retikulu (PERK, IRE1a
a ATF6) zpocatku aktivuji mechanizmy, které zvysuji schopnost sklddani proteint a snizuji akumu-
laci proteind v ER. Vyuzivaji k tomu aktivaci transkrip¢nich faktord, které spoustéji transkripci genti
Ucastnicich se UPR. Kazd4 vétev pouziva jiny mechanizmus prenosu signalu: ATF6 Stépeni proteinu,
PERK fizeni translace a IRE1 nekonvencni sestiih mRNA. Upraveno na motivy [21].

PERK oligomerizuje a dochazi k jeho autofosforylaci a inhibici celkové translace pro-
tein?l pomoci fosforylace eukaryotického transla¢niho inicia¢niho faktoru 2 (eIF2a).
Tato udélost snizuje pretizeni ER nové syntetizovanymi proteiny, ale také umoziuje
selektivni translaci mRNA koédujici transkripéni faktor ATF4, ¢imz prispiva k posileni
antioxida¢ni kapacity buriky, zvySeni schopnosti spravného sklddani proteinti v ER
a aktivaci autofagie [22]. Treti vétev zahrnuje dimerizaci a autofosforylaci IRE1, coz

16



Bunécna smrt a homeostaza organizmu

aktivuje jeho doménu schopnou $tépit RNA. Nasledkem toho je z mRNA, kterd ko-
duje transkrip¢ni faktor XBP1 (X-box binding protein 1), vysttizen usek o velikosti
26 nukleotidt a dochdazi k posunu ¢teciho ramce. Po translaci vznika stabilni a aktivni
XBP1, pod jehoz transkrip¢ni regulaci spadaji geny kodujici faktory, které moduluji
sklddani a sekreci proteinti, ERAD, translokaci proteint do ER a syntézu lipida [23].

UPR se podoba DDR ve své schopnosti obnovovat bunéénou homeostazu a pokud
to neni mozné navodit RCD spolu s aktivaci lokalniho zdnétu a vrozené imunity. Pro-
apoptoticky vliv byl prokazan naptiklad u PERK a IRE1. Hyperaktivace PERK aktivuje
transkrip¢ni faktor CHOP/GADD153, ktery inhibuje expresi genu kdédujiciho anti-
apoptoticky BCL2 (B-cell lymphoma 2) a zvyS$uje exprese proapoptotického proteinu
BIM (BCL-2-like protein 11) [20]. Chronicky ER stres ¢i defekty v UPR se podili na
patogenezi mnoha zavaznych onemocnéni, véetné metabolického syndromu, rtiznych
typti onkologickych malignit ¢i neurodegenerativnich a autoimunitnich chorob. Kapa-
cita endoplazmatického retikula pro zvladani ER stresu miize byt rozhodujicim fakto-
rem pri patogenezi chorob spojenych s obezitou. Vyfazeni funkce XBP1 v neuronech
a gliich zvy$uje nachylnost my$i k obezité, nebot zptisobuje silnou rezistenci k hormonu
sytosti leptinu [24]. Naopak zvysena exprese XBP1 ve specifickych hypotalamickych
neuronech vede ke zlepseni citlivosti jater k inzulinu a k utlumeni endogenni produkce
glukdzy u mysi s vysokym obsahem tuku ve stravé [25]. Zajimavé rovnéz je, zZe ekto-
picka aktivace ATF4 v kosterni svaloviné vyvolava sekreci fibroblastového riistového
faktoru 21 (FGF21), ktery ma ptiznivy vliv na kontrolu télesné hmotnosti [26]. Signalni
draha PERK-ATF4-FGF21 muize byt aktivovana naptiklad cvicenim a chladem [6].
Signaliza¢ni slozky UPR jsou tedy zajimavymi potencialnimi cili pro intervenci a lécbu
nékterych z nejzavaznéjsich civilizacnich chorob. Podrobnéjsi informace o asociaci
UPR signali s patologickymi stavy jsou uvedeny v tabulce 2.

Tab. 2 Pfiklady zdvaznych onemocnéni zpiisobenych zménou aktivace UPR

Protein Asociovana patologie Citace
IRE1 onkologickd onemocnéni, Parkinsonova choroba, | [27, 28]
Alzheimerova choroba, regulace nadorové
angiogeneze
PERK diabetes mellitus, Wolcotttiv-Rallisontv diabeticky = [26-28]

syndrom, regulace nddorové angiogeneze, obezita

ATF6 diabetes typu II, zvy$ené hladiny cholesterolu [27-30]
v plazmé, regulace nadorové angiogeneze

XBP1 mnohodetny myelom, cévni mozkova ptihoda, [24, 28, 31, 32]
regulace nadorové angiogeneze, rezistence
k leptinu, obezita

ATF4 nadorova onemocnéni, diabetes mellitus, obezita [26, 33, 34]

CHOP/GADD 153 | nadorova onemocnéni, diabetes mellitus [35, 36]
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Senescence

Senescence neboli buné¢né starnuti je stresova reakce aktivovana poskozenim makro-
molekul, které je neopravitelné, ale presto nedostate¢né pro spusténi RCD. Jde o me-
chanizmus navazujici na DDR i UPR [37, 38]. Prikladem senescence predchazené DDR
je i limitni zkraceni telomer v disledku opakovanych bunéénych replikaci z néhoz
plyne existence Hayflickova limitu. Hayflickav limit stanovuje maximalni pocet délent,
kterymi burnika mdiZe projit, nez ji dostihne senescence. Lidské fibroblasty v kultute se
mohou délit maximalné 50-70krat, poté se stavaji senescentnimi. Tento typ senescence
je znam jako replika¢ni senescence. Charakteristickym znakem senescence je vice-
méné nevratnd zastava buné¢ného cyklu spojend s expresi proteint, které znemoznuji
zdarny priichod bunéénym cyklem. Na rozdil od quiescence (GO-faze) nejde o zastavu
bunécného cyklu v diisledku nedostatku riistovych faktord, ale o jeho aktivni blokaci.
Senescence je rovnéz doprovazena intenzivnim pfeprogramovanim buné¢ného meta-
bolizmu, coZ ¢asto zahrnuje zvySenou spotiebu glukézy, produkei laktatu, aktivaci
mTOR (mammalian target of rapamycin) a autofagie [37, 39]. Syntéza proteint a jejich
autofagicka degradace jsou regulovany pomoci mTOR opa¢nym zptsobem, nicméné
pfi rychlém obratu bilkovin, tj. rychlém stfidani syntézy a degradace, je vyhodné,
aby se aktivace mTOR a autofagie vyskytovaly spole¢né. Tento jev byl pozorovan na
trans-strané Golgiho aparatu v takzvaném TASC (TOR-autophagy space coupling)
kompartmentu, kde dochazelo k akumulaci autolyzozomt a mTOR béhem senescence
indukované onkogenem Ras [40].

Zasadnimi signalnimi drahami senescence jsou: p53/p21°™! a p16™**/pRb.
Nékteré bunky se v dtisledku aktivace p53 podrobi apoptdze, nicméné nékteré sene-
scentni bunky dlouhodobé prezivaji a jsou k apoptdze rezistentni. Spusténi apoptdzy
je vyznamné ovlivnéno typem dané burnky. Zatimco senescentni endotelové burky
jsou nachylnéjsi k apoptdze nez jejich nesenescentni protéjsky, senescentni fibro-
blasty a keratinocyty jsou k apoptéze odolné [41]. O vybéru signalni dréhy vedouci
k apoptdze ¢i senescenci mtize rozhodovat napriklad rozdilnd acetylace proteinu p53.
Acetylace lysinu 320 (K320) brani fosforylaci rozhodujicich serinti v NH,-terminalni
doméné proteinu p53. Tento stav umoziiuje pouze aktivaci gent obsahujicich vysoce
afinitni vazebna mista pro p53 (napt. p21°™') a podporuje senescenci a preziti bunék.
Naproti tomu acetylace K373 vede k hyperfosforylaci NH,-terminalni domény, coz
zvy$uje schopnost interakce proteinu p53 s promotory proapoptotickych gent, pro
které ma p53 jinak nizkou vazebnou afinitu [42]. Nejdiilezitéjsi antiapoptotické drahy
identifikované v senescentnich bunkach zahrnuji aktivaci BCL2, BCI-xL, PI3K§, AKT,
efrinovych receptort, HIFla, HSP-90 a vyraznou modifikaci metabolickych drah
[43]. Navzdory jejich nedélicimu se stavu jsou senescentni buriky metabolicky aktivni
a exprimuji Sirokou $kalu gentl. Nejvice exprimované jsou geny kddujici cytokiny,
chemokiny, faktory remodelujici extracelularni matrix a rtstové faktory. Uvolnéné
signaly funguji v tkanovém mikroprostiedi, ve kterém mohou propagovat zanétlivou
odpovéd a predavat informaci sousednim burnkam. Senescentni bunky rovnéz uvol-
nuji zvy$ené mnozstvi exozomu a jinych vezikul, které mohou obsahovat bilkoviny,
rizné signaliza¢ni molekuly a RNA. Tento fenotyp senescentnich bunék je nazyvan
sekre¢ni fenotyp asociovany se senescenci (SASP). Ve zdravé tkani je SASP soucasti
procesu obnovy, pfi kterém poskozené buiiky stimuluji opravu v okolnich tkanich
a vydavaji tisnové signaly, které vybizi imunitni systém k jejich odstranéni. A¢koli mé
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SASP dutlezitou tlohu v embryogenezi a pfi hojeni ran [44, 45], senescence je pevné
spojena také se starnutim (obr. 4). Senescentni buniky vykazuji snizenou schopnost
odstranovat poskozené mitochondrie pomoci mitofagie, coz vede ke ,,staré defektni
mitochondridlni siti, kterd muze prispét k metabolické dysfunkci dané tkané a zrych-
lenému starnuti organizmu [46].

Dojde-li k nahromadéni senescentnich bunék, dochdzi k chronickému zanétu okol-
ni tkané, ke tkanové dysfunkei, akceleraci starnuti a dokonce i k aktivaci senescence ve
zdravych okolnich bunkach. Tento proces je spojen s problémy, jako je osteoartroza,
chronicky zanét kloubt a ateroskleréza. Systémova eliminace senescentnich bunék
v dusledku farmakologické aktivace apoptdzy nebo po podani senolytik, které speci-
ficky eliminuji senescentni buniky (napf. desatinib, quercetin ¢i pfirozené se vyskytu-
jici piperlongumin a kurkumin), dochdzi k zastaveni starnuti tkané [47, 48]. Néktera
senolytika, napiiklad novitoclax, funguji na bazi inhibice antiapoptotickych proteint
zrodiny BCL2, které jsou klicové pro preziti senescentnich bunék [49]. Rovnéz inhibo-
vana produkce nékolika komponent SASP byla u mys$i dostate¢na k potlaceni kiehkosti

eroze telomer poskozeni DNA
mitochondrialni epigeneticke
dysfunkce faktory
senescence
(0]
o
o
© o
°0°0®
o

selhani signalizace

naruseni proteosyntéz o ot
P y y nutrientd

vy€erpani kmenovych

bunék chronicky zanét

Obr. 4 Senescence jako centrdlni znak starnuti

Zkracovani telomer, zmény v epigenetické regulaci, naruseni proteosyntézy, signalizace pomoci
nutrientd, poskozeni DNA a mitochondrialni dysfunkce jsou primarnimi typy poskozeni spousté-
jicich senescenci. Senescence mize nasledné vést k vycerpani kmenovych bunék a chronickému
zanétu. Akumulace nespravné sbalenych proteinli vedouci k naruseni proteosyntézy a aktivace
signalnich drah, které zprostfedkovavaji reakci na pfitomnost nutrientd mohou byt pfi¢inou i na-
sledkem senescence.
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