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Rodina TNF

Unikatni rodina proteinu — ligandt a receptori —
které se vyznamne uplatnuji v regulaci
proliferace, diferenciace, apoptozy, zanétu

zprostredkovani rrchlych ucinnych a
specifickych signalu a odpoveéedi bunky

receptory — transmembranove proteiny typu I,
charakteristicka |Prltomnost tzv. ,cysteine- -rich’
domains" a disulfidickych mustku v extracelularni
casti molekuly

ligandy - transmembranoveé proteiny typu II,
vyskytuji se ve formeé membranove vazaneé i
~sekretovaneg, rozpustné"



Vyznamne ligandy a receptory
rodiny TNF

e CDO95L (FasL) — CD95, Fas
e TNF-alfa — TNF-R1, TNF-R2

e TRAIL — DR4, DR5, DcR1, DcR2,
OPG



TNF-o, FaslL, TRAIL

-Clenové rodiny TNF

-uloha v imunitnich a zanetlivych reakcich
organismu, v regulace proliferace,
diferenciace a apoptozy

-podobnost apoptotickych signalnich
drah (oligomerizace receptoru,
adapterovy protein, death domeéna,

u u u A 4 y

- vazba na tzv ,,death receptory*
(TNFR1, Fas, TRAIL-R1, TRAIL-R2)



TNF-o, FaslL, TRAIL

- cytotoxické a antiproliferaéni pusobeni na
radu bunéecnych linii

- vyuziti v protinadorové terapii jako dulezita
alternativa ke konvenchim lécebnym
postupum vyuzivajicim chemoterapii a
ionizujici zareni

- omezeni: - vedlejsi uCinky, rezistence



Systémova aplikace - TNF-a, anti-Fas, TRAIL

- TNF-a, anti-Fas — silna zanétliva odpoved,
poskozeni jaternich bunék

- TRAIL — vyhoda, selektivni toxicita, vetsina
normalnich bunék rezistentni k jeho uéinkiim,
otazka — hepatocyty

-in vivo — intravenozni infuze, vysoké davky —
mysi, primati (Simpanzi) — bez toxickych
vedlejSich efektu, co élovék?



Receptory smrti

Povrchoveé receptory, které prenaseji apoptoticke signaly
vyvolané specifickymi ligandy

Hraji klicovou roli v apoptoze

Jejich prostrednictvim dochazi k rychlé aktivaci iniciacni
kaspazy (jiz za nekolik sekund od navazani ligandu)

Patri do rodiny TNF

Nejznamejsi jsou TNFR1, CD95 (Fas), TRAIL-R1 (DR4) a
TRAIL-R2 (DR5)

V intracelularni doméne obsahuiji tzv. ,,death domenu
(DD)" — specificka sekvence, ktera je klicova pro prenos
apoptotlc eho signalu

e umozni vazbu adaptérovych proteinll (také obsahuji
tuto doménu) k receptoru

e pres adapterovy protein se do DISCu vaze pro-
kaspaza (prostrednictvim DED domény)
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DISC

e Death inducing signaling complex

e Signalni komplex na Urovni receptoru

e Aktivace iniciacni kaspazy 8

e Receptor + adaptérovy protein (FADD) +
pro-kaspaza-8

e Inhibice aktivace kaspazy 8 na urovni
DISCu prostrednictvim proteinu FLIP
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TNF-o (tumor necrosis factor—o)

®* multifunkcni cytokin,
vyznamna uloha

v imunitnich a zanétlivych
reakcich, kachexii, regulaci
bunécného rustu a smrti,
karcinogenezi

® cytotoxicke a » °]
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Fas

e Fas receptor identifikovan
vV roce 1989

e Purifikace ligandu v roce
1993, naklonovani v roce
1996, exprese prevazne v
aktivovanych T
lymfocytech, NK bunkach a
makrofazich

e Klicova role apoptozy
zprostredkované pres FasL
— FasR v imunitnich
reakcich

(Thorburn et al., 2004)



Fas a imunitni systém

Fas ge zodpovedny za eliminaci aktivovanych T
lymfocytli po skonceni imunitni odpovédi (10)

IR — aktivace T lymfocytti, proliferace, diferenciace —
velké namnozenl efektorovych bunék — zneskodnéni
patogent

Poté nutna eliminace vétsiny téchto lym, nebo jinak
poskozeni vlastnich tkani organismu (autoimunitni
onemocnéni) a naruseni homeostazy

Up-regulace Fas na povrchu T lym, sekrece FasL —
autokrinni (T lym) a parakrinni (C|Iova bunka)

Citlivost T lym k ptisobeni Fas vSak az po skonceni IO,
po nékolika dnech aktivace (klesa mnozstvi Bcl-2
proteinu)

Mutace Fas — autoimunitni onemocneni

Terapeutickeé aplikace Fas — AIDS, diabetes, nadorova
onemocheni..



a Direct immune-mediated killing b FaslL-mediated autocrine cell suicide
of end-organ cells or juxtacrine fratricide

Apoptosis
(cell death)

Apoptosis
of cell

Fas ligand (FasL)-mediated apoptosis during inflammation
Expert Reviews in Molecular Medicine© 2001 Cambridge University Press
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TRAIL

O Tumour necrosis factor-related apoptosis
inducing ligand

1 selektivni indukce apoptozy u celé rady
nadorovych bunéek, ne vsak u vetsiny normalnich

TRAIL receptor and decoy receptors (na rozdil od TNF, Fas)

e e moznost interakce

- s péti riznymi receptory

- | TRAIL-R1 (DR-4, APO-2)
£ 5| :l TRAIL-R2 (DR-5, TRICK, Killer
.l:ll.-ii:luJLT:.LMMH‘“E{:H‘JHIJJ TRAIL-R3 (DcR1)
AL - TRAIL-R4 (DcR2, TRUNDD)
TRAIL-R5 (osteoprotegerin)
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Vyznam TRAILu

Velmi vyhodné vilastnosti (selektivni piisobeni na

ngggrove bunky, indukce apoptozy nezavisle na
)

jako dilezita
alternativa ke konvencnim lééebnym postuptim
vyuzwa]|C|m chemoterapii a ionizujici zareni (rada
nadori rezistentnich, draha pres mitochondrie,
overexprese Bcl-2)

Nekteré nadoroveé bunky jsou vsak rezistentni k
apoptoze indukované TRAILem



Popis signalnich drah TNF-o, FasL a TRAILu je velmi
dulezity pro pochopeni mechanismu jejich pusobeni,
mechanismu rezistence a pro spravné zacileni
protinadoroveé terapie

Dulezitost srovnani citlivosti normalnich a nadorovych
bunéek — rozdily v signalnich drahach? Na kterych
urovnich signalni drahy se projevuje rezistence?

Prinese toto srovnani vice informaci o tom, proc
TRAIL selektivné indukuje apoptozu u nadorovych
bunék a proc je vetsina nadorovych bunék k jeho
pusobeni rezistentni?



Signalni draha TRAILu

ktivace 2 zakladnich typt drah:
e Draha na mitochondriich
nezavisla - prima aktivace
kaspazy 3 pomoci kaspazy 8
e bunky typul - early
caspase-8 activation
e Draha na mitochondriich
zavisla — amplifikace
apoptotického signalu na
urovni mitochondrii, stépeni
Erotelnu Bid prostrednictvim
aspazy 8
e bunky typu II — delayed
caspase-8 activation

Effector caspases, Apop
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Ovlivneni citlivosti / rezistence
bunék k ucinkum TRAILu:

e na Urovni receptorti
- mnozstvi DRs a DcRs, jejich mutace

e na Urovni jednotlivych proteinti v signalni
draze TRAILu

- kaspaza-8, FLIP

- Bcl-2 rodina (Mcl-1, Bcl-2, Bax...)
- inhibitory apoptozy (IAPs)

- NF-«<B

- kinazy - atd.....



Mechanismy rezistence - DcR

e DcR1, 2 - decoy receptors — soutézi o
vazbu ligandu s DR4, 5

e DcR1 — nema cytoplazmatickou domeénu,
DcR2 ma pouze jeji cast — znemozneni
vazby adaptéroveho proteinu a prenos
apoptotickeho signalu



Mechanismy rezistence — kaspaza 8

e Kaspaza-8 — deficience nebo mutace této
kaspazy — blokace prenosu apoptotickeho
signalu od receptoru

e cFLIP — kompetitivni inhibice aktivace
kaspazy 8, soutézi o misto v DISCu



Mechanismy rezistence — IAPs

e IAP — inhibitor of apoptosis protein — inhibuje
aktivitu kaspaz a tim apoptozu
e IAP1, IAP2, XIAP..
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Mechanismy rezistence — Bcl-2 rodina

e Proteiny Bcl-2 rodiny — velmi vyznamna
uloha v regulaci rezistence k TRAILu
predevsim u bunéek typu II!

e Bcl-2, Mcl-1 — overexprese — rezistence k
apoptoze indukovane TRAILem



Bcl-2-like survival factors
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Mechanismy rezistence — ,,Pro-
survival drahy"

e Dllezita uloha kinaz v regulaci citlivosti
nadorovych bunéek k apoptoze
zprostredkované pres receptory smrti

e MAPK/ERK draha
e PI3K/Akt draha

Vyznamna uloha NF-kappa B



Mechanismy rezistence — NF-kappaB

e Dllezity transkripcni faktor v jadre, podili
se mj. ha regulaci proliferace

e mutace NF-kappa B — nekontrolovana
proliferace

e regulace transkripce redy gent
zapojenych v apoptoze — FLIP, IAP,
antiapoptotické proteiny Bcl-2 rodiny a
mnohé dalsi

e aktivace NF-kappa B indukovana pres
nekteré DRs — TNFR1, DcRs pro TRAIL!



Uloha ~pro-survival™ drah v
regulaci citlivosti nadorovych
bunek k apoptoze
zprostredkovanée pres , death
receptory™



Draha MEK/ERK

MAPK - mitogen-activated protein kinase (MAPK)
pathway

V teto draze dochazi k hierarchicke forforylaci
E?Qp?(ojenych molekul a jejich aktivaci — Ras, Raf, MEK,

Klicova draha prenasejici signaly z receptoru rlistovych
faktort do jadra

Molekuly této drahy maji dilezitou funkci v regulaci
proliferace, diferenciace a apoptozy

Deregulace této drahy maji dalekosahlé dusledky a byly
pozorovany u rady onemocnéni vcetné nadorovych

Konstitutivni aktivace téeto drahy u vysokeho procenta
nadorl (vcetné nadord kolonu)

Inhibitory techto kinaz jako protinadorove pusobici I€Civa
— testovani rtiznych typut, klinické zkousky

Uloha této drahy v regulaci citlivosti bunek k induktorim

‘I‘AI‘LA—‘. ——— I‘AA _h W N T“Ir



mambrana KSR —

P Substrates in Cylosol
and cyloskel eon

Muclaus

Euhsl:r-:ﬂas-
ir g liEus

7 R Gane ranscHplion
"“‘T[t; AP,

The organisation and function of the Ras-Raf-MEK-ERK pathway
Expert Aeviews in Molecular Medicine © 2002 Cambridge University Press




Regulace The ERK MAP Kinase Pathway
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PISK/Akt

PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase) — lipidova kinaza,
soucasti signalni drahy tyrosinkinazovych receptord
Tri zakladni tridy, rada podtypU

Katalyticka a regulacni podjednotka

Stimulace proliferace, inhibice apoptozy

Konstitutivni aktivace u rady nadord

Inhibitory PI3K, Akt jako potencialni protinadorova
terapeutika

Aktivni PI3K fosforyluje a tim aktivuje kinazu Akt (PKB),
ktera ma dale celou radu substratl, jenz se podileji na
regulaci proliferace a apoptozy



Akt (PKB)

- Akt je jednou z nejcasteji aktivovanych protein kinaz u
nadori, Akt mtize fosforylovat Sirokou skalu substratil, z
nichz nékteré hraji dilezitou Glohu v karcinogenezi

- Hyperaktivace Akt je spojena s rezistenci k apoptoze a

zvysenou bunécnou proliferaci

- bunécny homolog virového onkogenu vAkt

- Akt spousti Fadu antiapoptotickych signalt — inaktivuje
proapoptoticky protein Bcl-2 rodiny — Bad, inaktivuje
kaspazu 9, brani vyliti cytochromu ¢ z mitochondrii,
reguluje hladinu proteinu FLIP, fosforyluje NF-kappa B

- Akt se podili na stimulaci bunécného cyklu - reguluje
stabilizaci nékterych cyklinti a transport inhibitort kinaz do
jadra
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PI3K

aktivni

Akt

aktivni

Fosforylace

Bad, kaspazy-9,

nékterych TFs ...

GSK3beta

inaktivni

Kinaza dulezita
v indukci
apoptozy



GSK

e Kinaza glykogen syntazy
e Ser/Thr kinaza, 2 izoformy, substrat pro Akt

e Klicova molekula v regulaci rady procest v bunce
— regulace metabolismu, apoptozy..

e Fosforyluje vice nez 40 rtiznych proteint v burice

e \/yznamna role v apotoze (overexprese — podpora
buneécne smrti, inhibice — suprese BS)

e Deregulace GSK — onemocnéeni — diabetes, nadory
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- podpora rustu a prezivani u nenadorovych bunék — napf¥.
lidské endotelialni bunky (Secchiero et al., 2003)

- ucast v regulaci homeostazy ve tkanich

- simultanni aktivace proapoptotickych i antiapoptotickych
signalnich drah po ligaci TRAILu na receptory nadorovych
bunek (Baader et al., 2005)

- regulace proliferace nadorovych bunek (A, P, AP, 0 cells)

- TRAILem indukovana proliferace nadorovych bunék muze
byt nebezpecna u nadoru rezistentnich k apoptéze
indukované TRAILem — posileni nadorového rustu

- nutné sledovat interakce téechto drah, mit moznost
klasifikovat bunky z hlediska reakce na tento cytokin a
predvidat tak ucinek protinadorove terapie vyuzivajici TRAIL



TRAIL jako aktivator pro-survival
drah

e Po plsobeni TRAILu byla rovnéz popsana
aktivace nebo narlst exprese rady molekul
zapojenych v regulaci preziti:

e MEK/ERK
e Mcl-1

e NF-kappaB
e atd. .....

TRAIL nejen jako induktor apoptozy, ale rovnéz faktor
schopny stimulace proliferace a prezivani bunek



Dulezitost rovhovah

e V. modulaci citlivosti bunek k apoptotickym
ucinktim TRAILu hraje klicovou ulohu
rovnovaha mezi pro- a anti-apoptotickymi
signalnimi drahami!!!



Modulace apoptozy indukované
TRAILem v podminkach inhibice
MEK/ERK drahy

e Inhibitory:
e U0126 — inhibitor MEK1/2
e LY294002 — inhibitor PI3K

Bunky pretreatovany s inhibitorem, pak
treatment s TRAILem a studium
apoptozy



Posileni apoptozy indukované TRAILem v
podminkach specificke inhibice drahy MEK/ERK

Stépeni PARP

Stépeni CK18 (M30cytodeath, FCM)
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Posileni apoptozy indukované TRAILem v
podminkach specificke inhibice drahy PI3K/Akt

Stépeni CK18 (FCM)

caspase-8

(Vaculova et al., 2006)



Modulace apoptozy indukované TRAILem
prostrednictvim ,pro-survival® kinaz

e FLIP

e Kaspaza-8, 9

e Bcl-2 rodina — Mcl-1, Bad, Bcl-2

e Mitochondrie — vyliti mediatorl apoptozy
e NF-kappa B

e GSK



Swrvival Factors:

Growth Factors,
Cytokines, etc.
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Rovnovahy

= V podminkach inhibice drah
dulezitych pro preziti bunky
(MEK/ERK, PI3K/Akt) dochazi k
posileni apoptozy indukovane
TRAILem u nadorovych bunek
tlusteho streva



Kombinovana terapie

e Vyuziti specifickych inhibitort kinaz
zahrnutych v regulaci proliferace a
rtiistu bunek

e Kombinovana terapie — kinazove
inhibitory + induktory apoptozy

e Tyto inhibitory jsou v soucasné dobe
intenzivne studovany

e Slibné vyuziti v protinadoroveé terapii
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