Kaspazy

Kaspazy!'!?! jsou rodina protedz s cysteinem v aktivnim misté, které $tépi peptidovou vazbu specificky za
aspartatem (odtud anglicky ndzev caspase: cysteinyl aspartate specific protease). Objeveny a studovany byly
nejprve na modelovém organismu hadatka obecného (Caenorhabditis elegans, produkty jeho genl ced - cell death
abnormal) v souvislosti s ontogenezi, béhem niz fyziologicky probihd apoptdza (napr. u synapticky izolovanych
neurond, u nékterych Zivocichl pri vyvoji prstd atd.). Pro jejich vyznam v zdkladnich buné¢nych funkcich si geny,
které je koduji, udrzely v prlbéhu evoluce velmi konzervativni sekvence.

Rozdéleni

U ¢lovéka je zndmo dvanéct kaspdaz!®!, z nichZ se sedm vyskytuje v apoptické kask&dé, zatimco ostatni souvisi s
cytokiny bunécného cyklu, zdnétem a jinymi procesy.

Kaspdazy zapojené v apoptické kaskadé

1. Iniciaéni - jsou na zacatku aktiva¢ni kaskady, maji prodoménu dlouhou 129-219 aminokyselinovych zbytkd
= kaspaza-8 a -10: pred aktivaci obsahuji sekvenci oznacovanou jako DED (death-effector domain; cca 80
AMK), kterd umoziiuje vazbu na adaptorni protein, jenz vytvori komplex dvou kaspdz, aby mohlo dojit k
vzdjemnému aktivacnimu Stépent;
= kaspaza-2 a -9: pred aktivaci obsahuje sekvenci CARD (caspase recruitment domain; cca 90 AMK)
2. Efektorové - kaspaza-3, kaspdaza-6 a kaspaza-7 - jsou koncovou ¢asti aktivacni kaspdazy, provadéji
aktivaci samotného procesu apoptdézy. Jako substrat jim slouzi napf.
aktiny (¢imz se méni cytoskelet), lamininy (jadernd membrdana),
proteiny souvisejici s regulaci bunécného cyklu (napr. Weel, cyklin A,
ATM, p21CiP, pRb), proteiny Gcastnici se replikace DNA (napf.
topoizomeraza |, Mcm3), transkripce (napfr. Sp-1, NF-kD) a prenosu
signadlu (napr. RasGAP, kinaza C). Samotné morfologické zmény,
které tyto déje plsobi, zatim ovdem nebyly podrobné
prostudovany!ll. U¢astni se také degradace DNA, protoze aktivuji
DNazu nazyvanou CAD (caspase activated DNase) tak, ze stépi ICAD
(inhibitor of caspase activated DNase), ktery je jiz od protein foldingu
navazan na CAD a brani jeji funkci. Po uvolnéni z CAD-ICAD komplexu
vstupuje CAD do jadra a provede fragmentaci DNA.[4
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Struktura kaspazy 3 Poznamka: Mezi sekvence rozpoznavané kaspazami patri kromé

CARD a DED i DD a dalsi; obsahuji je nejen kaspazy samotné, ale i
jejich adaptorni proteiny, receptory, substraty atd.

Mechanismus aktivace

Kaspdazy jsou exprimovany v neaktivni formé, jako tzv. prokaspazy - dimery, které maji v kazdém meru ¢ast a a B
fazeny za sebou a pred vlastni molekulou pripojenou sekvenci aminokyselin, oznac¢ovanou jako prodoména (na
jednom fetézci pripadné nahrazenou sekvenci 2x DED nebo CARD). Jejich specifickou vlastnosti je, Ze jedna
kaspaza muUze aktivovat druhou. Jsou totiz usporddany tak, Ze po stépeni peptidické vazby za aspartatem v jedné
prokaspdze se uvolni prodoména a zaroven se od sebe oddéli ¢ast a a B za vzniku aktivniho heterotetrameru a58,.

Vlastni stépeni probihd mechanismem podobnym katalyze serinovych
protedz (jako nukleofil zde na misto kysliku vystupuje sira). V aktivnim
misté enzymu jsou blizko sebe zbytek cysteinu a zbytek histidinu. Zbytek
histidinu pfijme od -SH skupiny cysteinu hydron a tim ji aktivuje. Zaporné
nabitd sira nukleofilné atakuje karbonyl peptidové vazby aspartatu a
nasledujici aminokyseliny stépeného proteinu, ¢imz na sebe aspartat
navaze. Histidin prfesune hydron na aminoskupinu nésledujici
aminokyseliny, ¢imz dojde k vlastnimu Stépeni peptidové vazby a ¢ast
proteinu koncici aspartatem zlstane navézana na cysteinu, zatimco ¢ast
zacinajici nasledujici aminokyselinou se oddéli. Nasledné probihd
hydrolyza vazby mezi sirou cysteinu a uhlikem aspartatu, a protedza se _ ~ v
tak regeneruje. Animace mechanismus 3tépen{ peptidové
vazby
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Aktivace apikdlnich (iniciac¢nich) kaspdaz je déj ovSem slozitéjsi, jelikoz

adaptorni proteiny nejsou specifickymi protedzami a nemohou tedy

iniciacni kaspazu stépit podobné jako ona aktivuje kaspazu efektorni. Jako nejpravdépodobnéjsi teorie se jevi
mechanismus, pri némz adaptorni protein navaze (napr. na apoptozém ¢i jemu podobnou strukturu) dvé inicia¢ni
prokaspazy a zméni jejich konformaci tak, aby se navzdjem aktivovaly. K prokazani této teorie je vSak jesté nutné
vysvétlit uré¢ité nesrovnalostil®!,
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Vnéjsi draha aktivace

Vnéjsi drdha aktivace apoptické kaskady kaspaz je nejcastéji popisovana
jako cesta vedouci pfes Fas receptor a aktivaci prokaspézy-8. Je spousténa
NK-bufkami nebo aktivovanymi T-lymfocyty, které maji ve své membrané
Fas ligand. Po priblizeni k burice, kterd mé podstoupit apoptdzu, se Fas
ligand navaze na jeji Fas receptor. To je transmembrdnovy protein, ktery
po navazani Fas-L vytvori komplex z kaspazy-10, molekul kaspazy-8 a
jejich adaptorniho proteinu, jenz se postard o vhodnou konformaci
kaspazy-8, kterd se recipro¢né stépi a tim aktivuje. Ve zjednoduseném
schématu kaspaza-8 aktivuje prokaspdazu-3 na kaspazu-3, ktera jako
efektorni enzym prenese findlni signdl k zacatku apoptdzy (laminy, CAD a
dalsi).

Vnitrni draha aktivace

Vnitfni drdha aktivace souvisi s poskozenim buriky. Jednim z mechanisma
indukce apoptdzy po posSkozeni je uvolnéni cytochromu c z mitochondrie.
Ten putuje do cytosolu a aktivuje adaptorni protein nazyvany Apaf-1, ktery
zapri¢ini aktivaci prokaspdazy-9 na kaspdzu-9, jez zase aktivuje efektorni
kaspdzy. Tato cesta je regulovana na Urovni vazby cytochromu c a Apaf-1
proteiny z rodiny Bc-2: apoptdzu podporuje Bad (inaktivuje inhibitory), Bax
a Bak (napomahaji uvolnéni cytochromu c), zatimco Bcl-2 a Bcl-X|_ji
inhibuji (brdnénim uvolnéni cytochromu c). Dal$im zplsobem regulace
jsou proteiny z rodiny IAP (inhibitor of apoptosis family), které inhibuji
aktivaci kaspaz, pripadné primo jejich aktivitu. Toho mohou vyuzivat napr.
viry, aby zabranily napadené bunce v apoptdze.

Vnitrni dréhu mdze také spustit poskozeni DNA. Signal je vétsinou
preveden via gen p53, ktery aktivuje transkripci gent, jez kéduji proteiny
podporujici uvolnéni cytochromu c z mitochondrie.
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