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Sazetak:

Kaspaze su proteaze koje u svom aktivhom mjestu sazdrze cistein te cijepaju proteinski
supstrat nakon aspartata. Imaju ulogu u raznim stanicnim procesima, ukljucujuc¢i apoptozu,
diferencijaciju, upalne odgovore i dr.. Kod ljudi je prisutno 12 kaspaza, a dijele se na kaspaze
koje sudjeluju u procesu apoptoze i kaspaze ukljucene u upalnom odgovoru. Kaspaze koje

sudjeluju u apoptozi se dijele na kaspaze inicijatore i1 kaspaze izvrsitelje.

lako sudjeluju u mnogim stani¢nim procesima, U tumorsikim se stanicama kaspaze
najceSce povezuju s apoptozom, pri cemu imaju kljuénu ulogu u izvrSenju stani¢ne smrti.
Tumori nastaju nekontroliranom proliferacijom stanica, koja je, medu ostalim, uzrokovana
upravo gubitkom kontrole stani¢ne smrti. Time dolazi do prezivljavanja tumorskih stanica te u
konacnici metastaziranja tumora. Novija se istrazivanja se usmjeravaju na kaspaze kao ciljne
molekule u lijecenju tumora, odnosno regulaciju njihova djelovanja kojom bi se pospjesila
apoptoza u tumorskim stanicama. Upotrebom inhibitora ili aktivatora kaspaza moze se
utjecati na sudbinu stanice, odnosno na njeno prezivljavanje ili smrt. Cilj je pronaci lijek sa

$to manje nuspojava, bez utjecaja na zdrave stanice.

Kljucéne rije¢i: kaspaze, apoptoza, tumor, antitumorski lijekovi



Abstract:

Caspases as target molecules in antitumor drug development

Caspases are a proteases with a conserved cysteine residue at their active site. There enzymes
cleave their substrates after an aspartate residue. They have role in various cellular processes,
including apoptosis, differentiation and inflammatory responses. Twelve caspases have been
identified in humans and are divided into two groups, caspases involved in the process of
apoptosis and caspases involved in inflammatory response. Caspases participating in
apoptosis are divided into caspases initiators and caspases effectors.

Even though, caspases have an effect on many cellular processes, when it comes to
tumors, caspases are most commonly associated with apoptosis, having the crucial role inthe
execution of cell death. Tumors are caused by uncontrollable cell proliferation, which is
usually a result of the loss of cell death control. This results in the survival of tumor cells and,
ultimately, tumor metastasis. Current research is directed to caspases as target molecules in
cancer treatment or to the regulation of their activity in order to increase apoptosis in tumor
cells. Caspase inhibitor or activator can affect the cell fate, survival or its death. The goal is to

find a drug with as little side effects as possible and without affecting the healthy cells.

Keywords: caspases, apoptosis, tumor, antitumor drugs
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1. Uvod

Kaspaze su skupina proteaza koje u aktivnom mjestu sadrze cistein te cijepaju proteinski
supstrat nakon aspartata. Kod sisavaca je poznato 18 kaspaza, a kod ljudi postoji ukupno
12 poznatih kaspaza.l? Podijeljene su u dvije skupine, kaspaze koje sudjeluju u procesu
apoptoze i kaspaze koje sudjeluju u upalnom odgovoru. U prvu skupinu ubrajaju se
kaspaze-2, -3 te kaspaze 6-10, a u drugu skupinu kaspaze-1, -4, -5 i -12. Apoptozne
kaspaze se dalje dijele na kaspaze inicijatore i kaspaze izvrsitelje.>** Kaspaze u stanici
postoje kao prokaspaze, a do njihove aktivacije dolazi unutarnjim ili vanjskim

mehanizmom apoptoze.}*®

Tumori nastaju zbog nekontroliranog povecanja proliferacije, §to je posljedica
gubitka kontrole stani¢ne smrti.%” Kod takvih stanica dolazi do izbjegavanja apoptoznog
mehanizma.?® Upravo kod takvih stanica se moze vidjeti vaznost kaspaza. Jedna od uloga

kaspaza je sprje¢avanje tumora.*°

Cilj ovog rada je istraziti moguci potencijal kaspaza kao ciljnih molekula u
lijeCenju tumora. U radu je za svaku pojedinu kaspazu navedeno u kojim tumorskim
stanicama je prisutna te nalazi li se u tim stanicama u poviSenoj ili smanjenoj ekspresiji.
Ovisno o ekspresiji kaspaza, koriste se aktivatori ili inhibitori. T aktivatori i inhibitori jo$
uvijek su nedovoljno istrazeni. Ukoliko se u nekoj tumorskoj stanici nalazi smanjena
ekspresija odredene kaspaze, potrebno je koristiti aktivatore.!* Aktivatori opisani u ovom
radu su PAC-1, spoj-2, spoj-1541, spoj-42*2 te se kao aktivatori koriste i derivati biljke
Justicia procumbens.t® Inhibitori se koriste kod povisene ekspresije odredene kaspaze ! i
inhibitori opisani u radu su IAP proteini'®, survivin*, peptidomimeticki inhibitori, male

molekule i alosteri¢ki inhibitori kaspaze.®



2. Apoptoza

Apoptoza je jedan od oblika stani¢ne smrti koji sluzi za uklanjanje osteCenih, starih,
inficiranih i opéenito neZeljenih stanica u svrhu odrzavanja normalnog razvoja tkiva.*
5101419 Qvim se procesom dnevno ukloni oko 60 milijardi stanica iz ljudskog tijela® te
proces apoptoze moze trajati od 6 do 24 sata.* Za stanice je vrlo bitno stani¢no odrzavanje
ravnoteze izmedu apoptoze i proliferacije i upravo zbog toga apoptoza mora biti strogo
reguliran proces. Neispravna regulacija i promjene u proteinima, koji su odgovorni za tu
ravnotezu, moze rezultirati ljudskim oboljenjima, ukljucujuéi nastanak malignih

stanica.>1617

Postoje dva mehanizma apoptoze, unutarnji i vanjski. Vanjski mehanizam
karakterizira vezanje liganada na receptore smrti, dok unutarnji mehanizam ovisi 0
metaboli¢kom stanju stanice te signalima koji se prenose kroz mitohondrije.3*1%1421 Opa
mehanizma uzrokuju biokemijske i strukturne promjene stanice.*1*® Morfoloske promjene
kroz koje prolaze stanice u apoptozi su kondenzacija kromatina i stvaranje mjehuri¢a na
membrani, kidanje molekule deoksiribonukleinske kiseline te razlaganje citoskeleta i
formiranje apoptoznih tjelesaca.*'® Makrofagi i susjedne stanice dovode do uklanjanja
takvih stanica iz tkiva, ali bez izazivanja upalnog procesa.>*!3 Svi ti podaci koriste se za
razvoj strategija koje ¢e koristiti u lijeCenju zlo¢udnih bolesti jer je poznato da su
tumorske stanice otpornije na smrt te daimaju sposobnost zaobilaZenja kontrolnih toc¢aka
koje normalno odrzavaju promet stanica u zdravim tkivima.?’ Upravo zbog toga, Koriste se
kemoterapijski lijekovi koji poticu proces smrt stanice. Medutim, visoke doze u terapiji
protiv raka mogu imati nezeljene nuspojave, odnosno mogu indirektno utjecati na smrt

zdravih stanica.®%

2.1.Vanjski mehanizam

Vanjski put ili mehanizam apoptoze aktiviraju ligandi vezanjem na transmembranske

receptore smrti, kao odgovor na izvanstani¢ni signal. Ti receptori pripadaju superobitelji



faktora nekroze tumora (TNF, eng. tumor necrosis factor).*1%131522 Clanovi obitelji TNF
sadrze unutarstani¢cnu domenu koja se naziva domenom smrti (DD, eng. death
domain).*1%1> Ta domena potrebna je za u¢inkovito prenosenje signala za smrt s vanjske
povrsine stanice u citosol. Neki od TNF receptora su CD95, potom receptori za ligand
povezan s TNF koji inducira apoptozu npr. TRAIL-R1 i TRAIL-R2 (eng. TNF — related
apoptosis inducing ligand receptor 1 i 2) te receptor za faktor nekroze tumora 1 (TNFR-1,
eng. tumor necrosis factor receptor). Njihovi ligandi za signal smrti su FasL, TNFa i
TRAIL. Domena za smrt na citoplazmatskom repu receptora smrti prima signalni
kompleks koji inducira smrt (DICS,eng. death-inducing signaling complex). Smjestajem
prokaspaze-8 ili -10 proksimalno u DISC dolazi do aktivacije tih kaspaza.l*10.15-17.20.22
Slijedeci njihovu aktivaciju, kaspaze pokretadi, ili inicijatori, cijepaju prokaspaze-3, -6 ili -
7 (Slika 1.). 2413151720 postoje dva nadina, ukoliko je razina aktivirane kaspaze-8 dovoljna,
do¢i ¢e do izravne aktivacije kaspaze-3 i time i do smrti stanice. No, ako razina aktivirane
kaspaze-8 nije dovoljna, apoptoza ide amplifikacijom kroz mitohondrije, putem aktivacije
proteina Bid. Nakon vezanja liganda na receptor, na kompleks se vezu inicijacijske
kaspaze, odnosno kaspaze-8 i -10 te dolazi do aktivacije prokaspaza, kidanja izvr$nih
kaspaza-3 i -741>16, kidanja jezgrine DNA u fragmente od oko 200 baznih parova, a time i

do strukturnih promjena.*

Receptor smrti

Adapter

DISC

Kaspaza-8
Vanjski put l
Kaspaza-8 -
Kaspaze izvrsitelji »

(kaspaze-3, -6, -7)

Slika 1. Prikaz vanjskog mehanizma apoptoze. Slika adaptirana iz [2].



2.2.Unutarnji mehanizam

Unutarnji put je ovisan o mitohondrijima.’® U stanicama moze biti aktiviran o$teéenjem
DNA, nedostatkom hormona rasta, kemoterapijskim sredstvima, virusnom infekcijom,
citokinima, reaktivnim kisikovim vrstama te prisutnoséu dvolan¢ane RNA (dsRNA, eng.

double stranded ribonucleic acid).}-341013.14.17

Protein p53 se u normalnim stanicama nalazi u inaktivnom obliku i on je klju¢an
kod pokretanja unutarnjeg puta uzrokovanog oste¢enjem DNA. Protein p53 ima funkciju
tumorskog supresora, a mnogi tumori imaju mutiran gen za sintezu p53 proteina.
Ostecenje DNA potice transkripciju p53 gena i njegovo nakupljanje u stanici. Nakon toga
moguca su dva slucaja, dolazi do zaustavljanja stani¢nog ciklusa u G1-fazi i popravljanja
osteCene DNA ili moze do¢i do pokretanja apoptoze, ukoliko se oSte¢enja ne mogu

popraviti.*

Unutarnji put po€inje otvaranjem pora na mitohondrijskoj membrani i otpustanjem
mnogih apoptoznih faktora, ukljuc¢ujuéi citokrom c, Smac (aktivator kaspaze)/DIABLO
(IAP vezajuéi protein) i endonukleazu G. Time se stvara Apaf-1 ¢imbenik (eng. apoptotic
protease activating factor) te apoptosom. Apoptosom je sastavljen od citokroma c,
kaspaze-9 i Apaf-1 ¢imbenika. Taj kompleks aktivira prokaspazu-9 te sluzi za pokretanje

izvrénih kaspaza, $to dovodi do apoptoze (Slika 2.). 13410.13.15-18.20,22

Klju¢ni za prezivljavanje stanica su ¢lanovi obitelji B limfoma tipa 2 (Bcl-2, eng. B
cell limphom 2 protein). Bcl-2 proteini dijele se na proapoptotske (Bax, Bak, Bid, Bad i
Bik) i antiapoptotske (Bcl-2, Bcl-Xi, Mcl-1) proteine. 10141620 Omjer tih proteina utjede
na osjetljivost stanice na apoptozu, a povecana propusnost mitohondrija je djelomicno
zadovoljena cijepanjem Bid proteina te kaspazama-2, -8 i -10. Bcl-2 proteini kontroliraju
propusnost mitohondrija oblikovanjem pora na vanjskoj membrani ili reguliranjem
otvaranja i zatvaranja pora za propusnost.*%!3 Unutarnji i vanjski put nisu medusobno
iskljuujuéi te su procesi kljuéni u lije€enju tumorskih stanica. Tumorske stanice
uniStavaju se citotoksi¢nim lijekovima koji dovode do stanicne smrti putem apoptoze, a
unutarnji put je vazan jer dovodi do povecanja osjetljivosti tumorskih stanica na

citotoksiéne lijekove.°



Mitohondrij

+ Unutarnji put
Citokromc¢ ©

/- Apaf -1

Kaspaza-9
/ . P

v

ATP

T —

Apoptosom

Kaspaza-9 . /\
Kaspaza-3, -7. }/

@&

Slika 2. Prikaz unutarnjeg mehanizma apoptoze. Slika adaptirana iz [2].
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3. Kaspaze

Kaspaze su skupina proteaza koje u svom aktivhom mjestu sadrze cistein i cijepaju
proteinski supstrat nakon aspartata te upravo od toga potjece i sama rije¢ kaspaza (eng.
caspase, c-asp-ase od eng. cysteine dependent aspartate-specific protease).!™710.12.13.22-
2425 Qvi enzimi imaju mnoge uloge u stani¢nim procesima, od kojih se mogu izdvojiti
uloge u apoptozi, diferencijaciji, upalnim odgovorima, neuronskoj pregradnji i sli¢no.
Nalaze se i kod ljudi i kod Zivotinja.212?% Kod sisavaca je poznato ukupno 18 kaspaza’, od
¢ega se kod ljudi nalazi samo 12. Kaspaze pronadene kod ljudi su kaspaze 1-10, kaspaza-
12 i kaspaza-14.2? Ovisno o njihovoj funkciji, podijeljene su u dvije skupine. Prva skupina
ukljucuje kaspaze koje sudjeluju u procesu apoptoze, a to su kaspaze-2, kaspaze-3 te
kaspaze 6-10. Druga skupina kaspaza je uklju¢ena u upalnom odgovoru, odnosno te
kaspaze sudjeluju kao aktivatori citokina®. U drugu skupinu ubrajaju se kaspaze-1, -4, -5 -
12.2* Apoptozne kaspaze se dijele na jos dvije skupine, na kaspaze inicijatore i kaspaze
izvrsitelje. Ovakva je podjela s obzirom na vrijeme ulaska u apoptoznu kaskadu. Kaspaze
inicijatori rano ulaze u kaskadu i u tu se skupinu ubrajaju kaspaze-2, -8, -9 i -10. Kaspaze
inicijatori aktiviraju kaspaze izvrsitelje, odnosno kaspaze- 3, -6 ili -7.241%2 Ove kaspaze
cijepaju razlicite proteine u stanici, time uzrokuju morfoloske i biokemijske promjene te u
konaénici i apoptozu.*?® U stanicama u kojima dolazi do apoptoze, zapravo dolazi do

aktivacije kaspaza vanjskim ili unutarnjim mehanizmom.4°

Kontroliranjem aktivnosti kaspaza moze se regulirati apoptoza u razli¢itim
stanicama. Opcenito, suzbijanje aktivnosti kaspaza moze dovesti do tumora, a to je vazna

spoznaja u pronalasku terapije za tumore.

3.1. Struktura i funkcija kaspaza

Kaspaze su u stanici prisutne u obliku zimogena odnosno inaktivnih preteCa koje se

nazivaju prokaspaze. Neaktivni zimogeni sastoje se od prodomena. Neke prokaspaze su

monomeri, neke dimeri, a struktura te monomerne jedinice je ista u svih prokaspaza. Svaka

2 Citokini su polipeptidi ili glikolipidi koji prenose informacije medu stanicama. Izlu¢uju ih mnogobrojne
stanice kao odgovor na odredeni podrazaj. Djeluju na aktivaciju, proliferaciju i diferencijaciju stanica,
posreduju pri imunoloskim reakcijama ili ih reguliraju, reguliraju upalne procese i dr.
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monomerna jedinica sadrzi N-terminalnu prodomenu te veliku i malu podjedinicu (Slika
3.).231113.222325 Takoder, monomer se sastoji od jezgre koju ¢ini Sest lan¢anih B-listova te
pet o-uzvojnica na povrsini proteina.'*?* Velika podjedinica je priblizno 20 kDa, a mala
oko 10 kDa.®*! Podjedinice su medusobno povezane kovalentnom vezom preko slijeda
aminokiselina koji ¢ini tzv. poveznicu medu podjedinicama. Ona se sastoji od oko 10
aminokiselina®®!! i njenim cijepanjem dolazi do sazrijevanja kaspaza. Domene kaspaza
mogu sadrzavati razli¢it broj aminokiselina. Najmanje aminokiselina, njih 19, ima
kaspaza-14, a najviSe kaspaza-10 koja sadrzava 219 aminokiselina. U pravilu, kaspaze
inicijatori sadrze duge prodomene, dok kaspaze izvrsitelji sadrze kratke.>? Domene imaju
razne funkcije, medu kojima se mogu izdvojiti olakSavanje dimerizacije, odvajanje
proteina u citoplazmi, pomaganje u odrzavanju kaspaza kao intramolekularnih Saperona i

slicno. Domene kaspaza inicijatora sadrze prepoznavajué¢e motive ukljucene u interakcije

koje vode do aktivacije zimogena.®®

Prokaspaza

4, - vy
NH,-| | - COOH
l obrada

_J

Zrela kaspaza

Slika 3. Prikaz prokaspaze te dobivanje zrele kaspaze, odnosno tetramera LSSL

konfiguracije. Slika adaptirana iz [26].

Aktivna molekula kaspaze dobiva se povezivanjem dva prokaspazna monomera,
¢ime se dobivaju zrele kaspaze, odnosno dimeri heterodimera koji sadrze dvije kopije
velike i male podjedinice (Slika 3.). Konfiguracija tog tetramera oznacava se s LSSL, gdje
L oznacava veliku podjedinicu (eng. large subunit), a S malu podjedinicu (eng. small
subunit). Dimer sadrzi dva aktivna mjesta na otprilike suprotnim krajevima molekule. Srz
dimera sastoji se od 12 lanaca B-listova te je okruzena sa mrezom o-uzvojnica.>® Prostor za
vezanje supstrata ¢ini pet petlji koje se nalaze na povrsini proteina. Petlje su oznacene sa

L1,L2,13,L4iL2". Petlje L1-L4 su iz jednog heterodimera, a L2' iz drugog.®?®

Dimerizacija je klju¢na za stvaranje aktivnog mjesta. Kaspaze inicijatori se u

fizioloskim koncentracijama nalaze u obliku monomera i moraju pro¢i dimerizaciju da bi

12



postali aktivni. Suprotno, kaspaze izvrsitelji pronadeni su kao stabilni, ali neaktivni dimeri
pri fizioloSkoj koncentraciji. Prokaspaze su neaktivne zbog neuskladenih aktivnih mjesta
koja onda sprijecavaju ucinkovitu katalizu. Proteoliti¢kim cijepanjem poveznice medu
podjedinicama dolazi do aktivacije kaspaze jer dolazi do preuredenja petlji kod aktivnog
mjesta.® Tetramer aktivnih kaspaza ima dva aktivna mjesta u obliku $upljina. U aktivnom
mjestu nalazi se Cys?®®, a u blizini njega je imidazolni dio His®".51! His?*" privla¢i proton
iz cisteina i na taj na¢in pojacava njegovu nukleofilnost (Slika 4.). Bo¢ni lanci Arg'’® i
Arg®# sudjeluju u direktnoj interakciji naboja sa asparaginskom kiselinom supstrata, time
se pridonosi boljem prepoznavanju Asp na P1 polozaju supstrata. P1 polozaj oznacava
aminokiselinu koja se nalazi na N-terminalnom kraju, kod mjesta cijepanja Asp.® Kaspaze
kao specifi¢ne cisteinske proteaze mogu prepoznati Cetiri aminokiseline, koje su nazvane
S4-S3-S2-S1. Cijepanje se odvija obi¢no nakon C-terminalnog ostatka (S1), koji je obi¢no
asparagin.'* Aminokiseline iz male podjedinice tvore S2 i S3 mjesta, a glavna razlika
izmedu kaspaza je S4 mjesto koje moze primati razli¢ite supstrate.® Preferirani S3 polozaj,
za sve kaspaze sisavaca, je obi¢no glutamin. Upravo zbog toga, specifi¢nost cijepanja
kaspaze moze se opisati kao X-Glu-X-Asp.!! Istrazivanjima je pokazano da su kaspaze
osjetljive na prijelazne metale, kao $to je Zn?*, jer takvi ioni reagiraju s katalitickim tiolom.
Upravo se zbog toga, pretpostavlja da cink moze sprijeCiti apoptozu, reagirajuéi sa
kaspazom. Kaspaze se svrstavaju u najspecificnije endopeptidaze te su otkriveni pozeljni
slijedovi prepoznavanja za kaspazu-1 i kaspazu-3, odnosno slijedovi koje supstrati moraju
imati da bi ih te kaspaze prepoznale. Za kaspazu-1 pozeljni slijed je Tyr-Val-Ala-Asp, dok
je za kaspazu-3 Asp-Glu-Val-Asp.°

o

Slika 4. Aktivno mjesto kaspaze koje sazdrzi Cys?®, u blizini kojeg se nalazi His?*".
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3.2. Supstrati kaspaza

Danas postoji velik broj poznatih proteina koji su supstrati kaspaza, a s daljnjim
istrazivanjima kaspaza taj se broj jo$S povecava. Kaspaze imaju strogi zahtjev za
aspartatnim ostatkom na P1 mjestu te razlicite preferencije za ostatcima za P2 do P4
mjesta, upravo zbog toga je jednostavno identificirati vjerojatna mjesta cijepanja unutar
proteinskog supstrata. P2, P3 i P4 mjesta odnose se drugu, trecu i ¢etvrtu aminokiselinu, N-
terminalnu do mjesta cijepanja Asp. Do sada otkriveni supstrati kaspaza dijele se u dvije
skupine, velika skupina proteina za koje se smatra da su ukljuceni u regulaciji i izvodenju
apoptoze te mala skupina protuupalnih citokinskih prekursora. Supstrati su takoder
podijeljeni i u manje skupine, pa se razlikuju proteini staniéne smrti, spojevi koji sudjeluju
u regulaciji stani¢nog ciklusa, citoskeletni spojevi, prekursori citokina, tvari ukljucene u
metabolizam DNA, bjelancevine neurodegenerativnih bolesti, tvari koje sudjeluju u

metabolizmu RNA, prijenosu signala, transkripcijski faktori te ostali.®

Sve se vise istrazuju 1 moguéi sintetski supstrati te postoji jako puno podataka o
dizajnu, konstrukciji i primjeni sintetskih supstrata koji su doveli do jasnih uvida u
kataliticke mehanizme i preferencije razliCitih kaspaza. Opcenito, postoje dva nacina
proucavanja supstrata kaspaza. Prvi nacin su ,,urodene* preferencije u rascjepima aktivnog
mjesta po kojima se mogu razlikovati jedni od drugih. Drugi nac¢in ukljucuje proucavanje
njihovih prirodnih bioloskih supstrata te se to znanje onda moZe primijeniti za razvoj
sintetskih supstrata. Prvo proucavanje govori o katalizi kaspaze. Ta istrazivanja dovela su
do odredivanja sklonosti kaspaze za pojedine peptidne sekvence i time omogucavanja
razvoja peptidnih i genski kodiranih sondi koje se mogu koristiti za praéenje aktivnosti

kaspaze u stanici, ali i cijelom organizmu.?®

3.3. Neapoptozni put kaspaze

Kaspaze se najve¢im dijelom spominju kao regulatori apoptoze, ali one mogu sudjelovati 1
u drugim, neapoptoznim putevima. Upravo zbog toga, kaspaze sudjeluju u Sirokom

rasponu stani¢nog ponasanja.l??
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3.3.1. Popravak i regeneracija tkiva

Kaspaze su kljucne u odrzavanju homeostaze izmedu apoptoze i regeneracije Sto je pak
bitno za odrzavanje strukture i funkcije tkiva. Regeneracija po¢inje kao odgovor na ozljedu
na nacin da mrtve stanice sudjeluju u signalom putu koji pokreée proliferaciju stanica na
periferiji mjesta ozljede. Time se oSteceni dio tkiva zamijeni novim, koji je istog oblika i
veli¢ine.??

Jetra ima veliku mo¢ regeneracije nekon ozljede. Istrazivanja su pokazala da je kod
nedostatka kaspaze-3 i kaspaze-7 smanjena regeneracija jetre i zacjeljivanja koznih rana.
U regeneraciji ovisnoj o kaspazama vazne su i parakrine molekule koje luce apoptotske
stanice, a koje djeluju na okolne stanice. Kao primjer se moZe navesti molekula
prostaglandin E2 koja je pod kontrolom kaspaze-3 te ima veliku ulogu u regeneraciji i

proliferaciji.?

Regenerativni procesi su u skladu s neizravnim modelom apoptoze koji prikazuje
funkciju kaspaza u neapoptoznom procesu. Kaspaze takoder reguliraju stani¢nu

proliferaciju cijepanjem regulatora stani¢nog ciklusa.??

Apoptozne stanice proizvode lizofosfatidilkolin (LPC). To su molekule koje
takoder imaju ulogu regeneracije, a njihova aktivnost uvjetovana je aktivno$¢u kaspaza.
LPC djeluje kao signal privlacenja fagocita, odnosno inducira diferencijaciju keratinocita,

$to je neophodan korak u ozdravljenju koze.?

Fraktalkin, odnosno molekulu CX3CL1, luée apoptozne stanice u procesu koji je
ovisan o kaspazama. To je veliki peptid koji ima funkciju preZivljavanja u razli¢itim
tipovima stanica te je normalno povezan s kemotaksijom imunoloskog stanja. Molekula
poti¢e migraciju stanica endotela 1 diferencijaciju osteoblasta te ju upravo to cini
potencijalnim parakrinim, signalnim faktorom kojeg oslobadaju apoptozne stanice u svrhu

regeneracije tkiva.??

3.3.2. Proliferacija limfocita

Istrazivanja su pokazala da i kaspaze inicijatori i kaspaze izvrsitelji sudjeluju u kontroli

staniénog ciklusa limfocita te da abnormalna aktivnost kaspaza moze dovesti do
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hipoaktivne ili hiperaktivne proliferacije stanica. Uloga u regulaciji stani¢ne proliferacije
pokazana je za kaspaze-8, -10 i -3. lzazvanu stani¢nu proliferaciju, kaspaze postizu
selektivnim cijepanjem regulatora stani¢nog ciklusa, ne nuzno induciranjem apoptoze.
Takoder, pokazano je da je kaspaza-1 ukljuena u otkrivanje toksina, a kaspaza-11 u
proizvodnji upalnih ¢imbenika. Te kaspaze imaju ulogu u programima diferencijacije
imunoloskih stanica ili Su povezane sa modulacijom samog imunog odgovora. Modulacija
se moze javiti kroz stvaranje upalnih i protuupalnih ¢imbenika ili kroz njihovu ulogu u

apoptozi zarazenih stanica.?

3.3.3. Motilitet i metastaze

Kaspaze su glavni upravitelji citoskeletne strukture tijekom apoptoze i upravo zbog toga
pretpostavljeno je da mogu imati ulogu u pokretljivosti stanice. U istrazivanjima in vivo, na
misevima, otkriveno je da su kaspaze-3 i kaspaze-8 ukljuene u pokretljivost stanica.
Takoder, farmakoloska inhibicija aktivnosti kaspaze-3 smanjuje pokretljivost i invazivnost
stanica karcinoma.?? Metastaziranje tumorskih stanica ukljutuje stani¢nu migraciju i
invaziju drugih tkiva. U normalnom stanju, stanice ne mogu otic¢i u cirkulaciju jer bi to
izazvalo smrt stanice. Kada je apoptoza ugrozena smanjenjem nizvodnih kaspaza
izvrsitelja-3, kaspaza-8 moze djelovati na promicanje metastaze i dovesti do signalnog puta

koji inducira migraciju stanice.??
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4, Kaspaze i tumori

Stanicni rast i stanicna smrt usko su povezani, a tumori nastaju zbog nekontroliranog
povecanja proliferacije, odnosno gubitka kontrole stani¢ne smrti.®’ Oslabljeni apoptozni
mehanizam dovodi do prezivljavanja tumorskih stanica te potice tumorsku angiogenezu i
invazivnost, a to je klju¢ni korak kod metastaziranja tumora. Takve stanice, izbjegavanjem
apoptoznog mehanizma, stjecu i1 otpornost na terapiju Sto u konacnici ne moze dovesti do
izlije¢enja.2® Upravo zbog toga, kaspaze imaju veliku ulogu kod sprje¢avanja tumora.
Razina ekspresije kaspaza izvrsitelja u tumorskim stanicama ima glavnu odrednicu u
terapiji protiv tumora. Smanjene razine koncentracije kaspaza u tumorskim stanicama
mogu dovesti i do smanjenja apoptoze. Istrazivanja su otkrila i veliku ulogu prokaspaze-3
u tumorskim stanicama te da razina prokaspaze moze varirati do 5 puta u odnosu na zdrave
stanice. Smanjena ekspresija prokaspaze-3 povezana je s razli¢itim tumorima medu koje se
ubrajaju leukemija, limfom, melanom, neuroblastom, rak dojke, plu¢a, nadbubrezne
zlijezde 1 bubrega. Povecanje koncentracije prokaspaze-3 povezano je i s vefom
osjetljivos¢u na citotoksiéne lijekove.l? Velik utjecaj na tumorske stanice primijecen je i
kod kaspaza inicijatora te je primjerice hipermetilacija promotora kaspaze-8 promatrana u
razli¢itim tumorskim stanicama kao §to su stanice neuroblastoma, maligni tumori mozga,
Ewingovi tumori i mali karcinomi plu¢a.l® Opéenito, kaspaze potiu smrt stanice, a time
premala razina kaspaza moze poboljsati razvoj tumorskih stanica’ te ¢e tumorskim
stanicama omoguciti dugoro¢an rast i opstanak.®!! Pronadeno je nekoliko potencijalnih

lijekova protiv tumora koji djeluju tako da aktiviraju kaspazu i time izazovu apoptozu.t!

Izravna inhibicija kaspaza takoder je potencijalni alat u lijeenju raznih upalnih
poremecaja, ozljeda jetre, sepse, lateralne skleroze i nekoliko drugih bolesti, koje u
konaénici mogu dovesti i do tumora.’! Opéenito, kaspaze mogu biti idealni ciljevi za
farmaceutsku terapiju.® Kao ciljne molekule mogu pomoéi lije¢enju raznih bolesti,
ukljucujuéi i tumore. Upravo zbog toga, kaspaze se sve vise istrazuju te se pronalaze nacini
kako dobiti lijek sa $to manje nuspojava. To je vrlo teSko jer se mogu pojaviti i neZeljeni
ucinci. Nezeljeni u¢inci mogu se pojaviti inhibicijom neciljnih kaspaza, ciljanjem procesa
neovisnih o apoptozi koje se mogu provoditi kaspazama ili biti neovisni o kaspazama.
Kaspaze imaju uloge i u drugim procesima, kao $to su proliferacija i diferencijacija te se
sve to mora uzeti u obzir i stvoriti terapeutik visoke specificnosti, sa $to manje nuspojava.

Iako su ve¢ osmisljeni neki potencijalni lijekovi, poput Pralnacasana i drugih, velik je
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izazov za razvoj sigurnih i u¢inkovitih lijekova, osobito tijekom duze primjene lijeka.! Cilj
je blokirati rast malignih stanica tumora bez utjecaja na zdrave stanice, a to se Zeli postici

aktiviranjem ili inhibiranjem neke od kaspaza, ovisno o kakvom se tumoru radi.?*

4.1. Kaspaza-1

Kaspaza-1 se Cesto regulira u tumorskim stanica, a najviSe istrazivana je kod raka
prostate.” Rak prostate jedan je od naje$¢ih uzroka smrti kod muskaraca.?’ Razli¢ita
istrazivanja pokazala su da je gubitak kaspaze-1 potencijalni korak u gubitku kontrole
apoptoze tijekom tumorigeneze prostate i da upravo zbog toga razina kaspaze-1 moze imati
veliku ulogu u progresiji bolesti.?® Prekomjerna razina kaspaze-1 ¢ini tumorske stanice
tumorskim stanicama raka bubrega, razina kaspaze-1 ¢esto varira, dok je kod raka prostate

niska.’

4.2. Kaspaza-2

Gubitak kaspaze-2 dovodi do povecanja tumorigenog potencijala stanica te njihove
transformacije inducirane onkogenima®. Provedena su istrazivanja na misevima te je
ustanovljeno da gubitak kaspaze-2 uzrokuje tumorigenezu u nekoliko razli¢itih tumorskih
modela.” Kaspaza-2, odnosno gen CASP2 smatra se tumor supresorskim genom® i moze
imati vaznu ulogu u prevenciji tumora.?®*® Opéenito, kaspaza-2 moze zatiti stanicu od
transformacija regulacijom starenja, odnosno mehanizmom koji sprije€ava razmnoZavanje
stanica koje posjeduju potencijalno Stetne mutacije ili dozivljavaju onkogeni stres.
Ispitivanja na miSevima takoder su pokazala da nedostatak kaspaze-2 pospjesuje nastanak

tumora dojke.?°

Tumori s nedostatkom kaspaze-2 osjetljivi su na kemoterapiju te nakon

ponovljenog lije¢enja dolazi do znatnog smanjenja volumena tumora.®* Kod djece s

®Onkogeni su geni koji uzrokuju nekontrolirani rast i diobu stanica, §to moze rezultirati razvojem zlo¢udnih
tumora.

¢ Tumor supresorski geni, antionkogeni ili emerogeni su geni ¢iji gubitak funkcije rezultira razvitkom
tumora. Promjene tih gena pronadene su u velikom broju nasljednih i nenasljednih karcinoma te su skupina
gena koji prijece zlo¢udnu preobrazbu stanice na razli¢itim razinama.
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akutnom limfoblasti¢nom leukemijom uocena je rezistencija na lijekove koja je povezana s
nedostatkom kaspaze-2.3* Kaspaza-2 u odgovoru na oste¢enje DNA djeluje na nacin da
potice stabilnost tumorskog supresora p53. p53 je protein Ciji je gen najceSc¢e mutiran U
svim tipovima tumorskih stanica, a njegov gubitak uzrokuje razvoj tumora, poti¢e gensku
nestabilnost i povezuje se s lo§im ishodima.’*? Takoder, postoji moguénost da se
inaktivacija kaspaze-2 u tumorskim stanicama javlja uslijed mutacije ili nepravilne

regulacije proteina koji reguliraju aktivnost kaspaze-2, no to nije dovoljno istrazeno.*

4.3. Kaspaza-3

Kaspaza-3 se smatra glavnom kaspazom izvrSiteljem, a aktiviranaje cijepanjem s
kaspazom-8 ili kaspazom-9. Do cijepanja dolazi na aspartatnom ostatku i time se dobiju
podjedinice pl12 i pl7, ¢ime se kaspaze-3 aktivira. Ova kaspaza odgovorna je za
morfoloske promjene te fragmentaciju DNA u stanici tijekom apoptoze. Istrazivanja
provedena na misevima pokazala su da nedostatak kaspaze-3 poti¢e formiranje i
napredovanje tumora te otpornost na lijecenje u nekoliko vrsta raka.® Nedostatak kaspaze-3
javlja se u vecini tumorskih stanica, medutim problem moze predstavljati i njezina
povisSena razina. U nekim malignim tumorskim stanicama pronadena je viSa koncentracija
kaspaze-3, u odnosu na nemaligne stanice, $to je za posljedicu imalo povecanje apoptoze.
Istrazivanja su pokazala da se kaspaza-3 aktivira u mrtvim, tumorskim stanicama $to u
konaénici dovodi do repopulacije tumora i otpornosti na radioterapiju.” Zbog velikog
potencijala kaspaze-3, metode koje dovode do njene aktivacije mogu biti vrlo korisne u

razvijanju terapije za lije¢enje tumora.

4.4. Kaspaza-6 i kaspaza-7

Kaspaza-6 i kaspaza-7 Kklasificiraju se u kaspaze izvrSitelje, a jedna od njihovih
karakteristika je kratka prodomena. Medutim, postoje 1 znacajne razlike izmedu ove dvije
kaspaze. Kaspaza-6 razlikuje se s obzirom na specifiCnost supstrata, te svojom
sposobnosc¢u da sama sebe intramolekularno aktivira. Takoder, aktivna kaspaza-6 moze biti

prisutna u stanici bez izazivanja apoptoze.®* Ekspresija kaspaza-6 i -7 smanjena je u
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stanicama raka zeluca $to dovodi do zakljucka da gubitak ekspresije moze sudjelovati u

razvoju tumora Zeluca.*®

Kaspaza-6 nalazi se u gotovo svim tkivima, a njena je koncentracija smanjena u
starijim tkivima. Istrazivanja su pokazala da je veca razina kaspaze-6 nadena u fetusu i
organizmu odraslih. Visoke razine kaspaze nalaze se u starijem ljudskom mozgu te
pokazuju veliku vaznost kod bolesti kao §to su Alzheimerova bolest, Parkinsonova bolest i
Huntingtonova bolest. Upravo zbog toga, kaspaza-6 moze se koristiti kao terapijski pristup
neurodegenerativnim bolestima.3*3 Takoder, veée koli¢ine kaspaze nadene su u
normalnim, epitelnim stanicama ljudskog debelog crijeva, a inhibicija kaspaze-6 moze
potaknuti karcinogenezu debelog crijeva. U istrazivanjima u kojima je tumor debelog
crijeva iniciran upalom, pokazano je da nedostatak ili povecana ekspresija kaspaze-6 ne
utjece na formiranje 1 veli¢inu tumora te da kaspaza nece biti uklju¢ena u karcinogenezu

kod takvih tumora.®*

Prokaspaza-7 sastoji se od 303 aminokiseline koje ¢ine homodimer. Homodimer se
sastoji od 12 B-plo¢a oko kojih se nalazi 10 a-uzvojnica. Enzim ima dva aktivna mjesta.
Cijepanjem prokaspaze izmedu Asp®® i Ser'®® i izmedu Asp?® i Ala?"" dolazi do aktivacije
kaspaze-7.3¢ Kaspaza-7 bitna je za inicijaciju apoptoze u mnogim tkivima, ali moze imati
ulogu i u neapoptoznim procesima, odnosno u diferencijaciji odontoblasta® i ameloblasta®.
Kaspaza je takoder povezana s razvojem i formiranjem kostiju.>’ Mutacije kaspaze-7,
odnosno gena CASP7, pronadene su u tumorima debelog crijeva, jednjaka, glave/vrata te
su istrazivanja pokazala da takve mutacije dovode do gubitka njezine apoptozne funkcije, a
time i do razvoja ljudskih tumora.®?3® Takoder, inhibicija kaspaze-7 moZe biti korisna u
sluajevima u kojima prekomjerna smrt stanice doprinosi bolesti pa time ometanje
aktivacije kaspaze-7 moze imati terapijsku ulogu u lijeenju tumora i upalnih bolesti.
Inhibicija kaspaze-7 korisna je i u lijeCenju neurodegenerativnih bolesti, kod kojih visoka

koli¢ina ovog enzima uzrokuje pretjeranu smrtnost neuronskih stanica.

d0dontoblasti su stanice neuralnog porijekla, a dio su vanjske povrsine zubne pulpe &ija je bioloska funkcija
dentinogeneza (proces formiranja dentina, tvari koja se nalazi ispod zubne cakline na kruni i cementu
korijena).

¢ Ameloblasti su stanice prisutne samo tijekom razvoja zuba,a imaju ulogu u zastiti zuba od okolnog
vezivnog tkiva te omoguéuju nesmetano nicanje zuba.
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4.5. Kaspaza-8

Kaspaza-8 postoji u obliku monomerne prokaspaze-8 koja se aktivira dimerizacijom.
Kaspaze cijepaju peptidnu vezu nakon aspartatne Kiseline, a pozeljna sekvenca
prepoznavanja kaspaze-8 je izoleucin-glutaminska kiselina-treonin-aspartatna kiselina, ali
ona moze cijepati i druge sekvence, ukljucujuéi asparaginsku kiselinu-glutaminsku

kiselinu-valin-asparaginsku kiselinu (DEVD).’

Kaspaza-8 je dobar kandidat u lije¢enju tumora jer djeluje kao tumorski supresor.
Kod mnogih tumora pronaden je nedostatak gena CASPS8, osobito kod pedijatrijskih

tumora.3?

Gubitak ekspresije kaspaze-8 se obi¢no ne javlja utumorima epitela. Kod
karcinoma debelog crijeva rijetko se uodava gubitak kaspaze-8 *°, a u tumore epitelnog
tkiva takoder se ubrajaju rak Zzeluca i dojke.” Nasuprot tome, kod malignih,
neuroendokrinih tumora, se uocava gubitak ekspresije kaspaze-8, a kao primjer se mogu
navesti tumori neuroblastoma, neuroektodermni tumori i tumori pluca te tumori mozga kao
$to su meduloblastom i relapsivni glioblastom.”3® Neuroblastomi su najées¢i pedijatrijski
tumori od kojih umire 15% djece s tumorom. Upravo zbog toga, kaspaza-8 ima veliki
potencijal za koristenje u terapijske svrhe.*® Niska ekspresija kaspaze-8 pronadena je i kod
tumora Zeluca te je pronadeno da mutacija gena kaspaze-8 dovodi do gubitka apoptozne
funkcije i da time moze utjecati na patogenezu zeluc¢anih karcinoma, pogotovo u kasnoj
fazi karcinogeneze zuluca.**? Visoka razina kaspaze-8 nadena je u mnogim tumorima u
naprednom stadiju, ¢ime se moze zakljuciti da kaspaza-8 moZe promicati metastaze.’
Polimorfizam kaspaze-8 takoder moze imati zastitnu ulogu te je pokazano da moze igrati

ulogu u smanjenju rizika od razli¢itih tumora.?

4.6. Kaspaza-10

Kaspaza-10 je inicijacijska kaspaza®® prisutna u ranoj fazi apoptoze.** Kaspaza-10 takoder
moZe potaknuti peZivljavanje stanice jer posjeduje faktor smrti (DED).*® Postoje
pretpostavke da se kaspaza-10 eksprimira u stresnim stanjima stanice, primjerice pri
kemoterapijskom lije¢enju.*® Pokazano je da je za stanice mijeloma neophodna kaspaza-10
kako bi prezivjele.” Somatska mutacija gena CASP10 koji kodira kaspazu-10 pronadena je
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u tumorima dojke, pluéa’*®, Zeluca®® te rijetko kod tumora debelog crijeva, ali moze
pridonijeti patogenezi nekih oblika ovog tumora zajedno sa ostalim mutacijama gena
CASP.*

4.7. Kaspaza-14

Kaspaza-14 se uglavnom se povezuje s difernecijacijom epitelnih stanica, a ne apoptozom
ili upalom. Podaci su pokazali da je ekspresija kaspaze-14 u tumorskim stanicama
cervikalnog tumora te tumora debelog crijeva i Zeluca znacajno smanjena u odnosu na
zdrave stanice epitela. Takoder, smanjena ekspresija kaspaze-14 povezana je s histoloskom
progresijom raka grlica maternice te s naprednim klinickim stadijem kod tumora jajnika.
747 Kaspaza-14 &esto se povezuje i s tumorom Zzlijezda slinovnica. Za takvu vrstu tumora
pokusavaju se na¢i novi nacini lijecenja, a jedan od nacina je genska terapija. Ekspresijom
kaspaze-14 doslo je do inhibicije rasta tumora, stani¢ne smrti i Smanjene tumorogeneze in
vivo, pri ¢emu je uoceno da kaspaza-14 ima inhibicijsko djelovanje na vaskularizaciju

tumora.’*®

22



5. Aktivatori kaspaze

Kaspaze su u stanicama sintetizirane u obliku zimogena, odnosno inaktivnih preteca ili
proenzima pa se tijekom apoptoze =zahtijeva njihova aktivacija proteolitickim
cijepanjem.!'® Trenutne kemoterapijske strategije za cilj imaju indirektno izazivanje
apoptoze preko aktivacije prokaspaze-3. Medutim, abnormalne razine nekih apoptoti¢kih
proteina koji se nalaze u tumorskim stanicama mogu zaustaviti apoptozu, a time je
smanjena ucinkovitost lije¢enja jer je izbjegnuta aktivacija kaspaze-3. Upravo zbog toga,
direktno ciljanje prokaspaze-3, a ne uzvodnih regulatora apoptoze, moze voditi prema
ucinkovitijem lije¢enju jer je kaspaza-3 terminalna proteaza u apoptotickoj kaskadi.’
Trenutni antitumorski lijekovi poti€u apoptozu promicanjem stani¢ne toksi¢nosti i
oste¢enja DNA ¢ime dolazi do aktivacije kaspaze-3 te na kraju i smrti stanice. Takoder,

neke terapije djeluju aktiviranjem kaspaze-8.%

5.1. PAC-1

Spoj 1 aktivator prokaspaze (PAC-1, eng. procaspase-activating compound 1) svrstava se
u skupinu malih molekula koje aktiviraju kaspaze (Slika 5.). Otkriveno je da PAC-1
aktivira prokaspazu-3 in vitro.>162>49 | PAC-1 i njegovi derivati izazivaju apoptozu te su
citotoksi¢ni za razliCite tumorske stanice, §to se onda moze primijeniti na daljnja
istrazivanja za lijecenje tumorskih bolesti.!?*® Antitumorsko djelovanje PAC-1 povezano
je s orto-hidroksi-N-acilhidrazonskom skupinom. Orto-hidroksi-N-acilhidrazon moze
reagirati s razli¢itim metalima, kao S§to su cink, Zeljezo i1 bakar, a ti metalni kationi
inhibiraju enzime prokaspaze i kaspaze.>* Cink, vezan na benzen, slabim je
interakcijamapovezan za odredene proteine koji dolaze u interakcije s prokaspazom-3 te se
time inhibira enzimska aktivnost i prokaspaze i kaspaze.®>'®*° Nagin na koji PAC-1 aktivira
kaspaze je da se ucinkovito natjee s prokaspazom-3 za slabo vezane ione cinka, time se
obnavlja enzimska aktivnost prokaspaze-3 i njezino cijepanje u kaspazu-3.*® Antitumorsko

djelovanje uoceno je u klini¢kim ispitivanjima razli¢itih tumorskih stanica miseva i pasa.®

23



PAC-1

Slika 5. Struktura PAC-1, male molekule koja aktivira kaspaze.®

5.2. Spoj-42

Za otkrivanje spoja koriSteno je racunalo na kojem su se mogla vidjeti 62 spoja koji su
ciljali alosteri¢ko inhibitorsko mjesto smjeSteno na dimerskom sucelju prokaspaze-3.
Pretpostavljeno je da bi stabilizacija suéelja na prokaspazi-3 mogla dovesti do alostericke
aktivacije zimogena. Na temelju vezanja spoja na dimersko sucelje dosli su do 13 spojeva
kojima se onda ispitivala sposobnost aktivacije prokaspaze-3 in vitro. Istaknuo se spoj-42
koji povecava aktivnost prokaspaze-3 za 27 puta pri 400 uM nakon inkubacije 1 h s

proenzimom.'?

5.3. Spoj-2

Spoj-2 je otkriven pomocu pametnog zaslona koji se temelji na fluorescencijskoj
polarizaciji. KoriSten je novo osmisljeni kanonski motiv za prepoznavanje peptida DEVD-
aldehida i1 5(6)-karboksifluoresceina na N-kraju koji je povezan s 3 x 6-aminoheksanskom
kiselinom. Ta nova sonda ne upotrebljava se kao standarndne sonde koje se temelje na
oslobadanju fluorofora. Ona na reverzibilni 1 kovalentni nacin veZe i inhibira bilo koju
kontaminiranu zrelu kaspazu-3 ili -7. Na taj nacin spoj-2 i njegovi analozi mogu izazvati
apoptozu u stanicnim kulturama. Stehiometrija 1 mjesto vezanja, kao 1 mehanizam

induciranja apoptoze, jo$ nisu potvrdeni.'?
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5.4. Spoj-1541

Spoj-1541 dovodi do aktivacije prokaspaze-3 i -6 in vitro, ali ne i prokaspaze-7. Otkriveno
je da se spoj-1541 (Slika 6.) i njegovi aktivni analozi sami skupljaju u nanofibrile u otopini
te da ti nanofibrili kolokaliziraju kaspazu-3 s prokaspazom-3 i poticu aktivaciju in vitro,
odnosno da aktivacija in vitro ovisi o prisutnosti male koli¢ine aktivne kaspaze koja
pokreée cijepanje proenzima.'?'® Takvo formiranje fibrila, koje ¢ine ovakvi spojevi,
dovodi do inducirane stani¢ne smrti. Sam mehanizam joS uvijek nije razjasnjen. Takoder,
istrazivanja su pokazala da spoj-1541 u kombinaciji sa PAC-1, u stani¢nim linijama raka,
dovodi do brze aktivacije prokaspaze-3, odnosno pretvorbe u kaspazu.Za istrazivanje veze
izmedu aktivacije prokaspaze-3 i stani¢ne smrti, uzrokovane kombinacijom ovih lijekova,
upotrijebljene su MCF-7 stanice, odnosno stani¢na linija koja ne dovodi do ekspresije
prokaspaze-3 s odgovaraju¢om stani¢nom linijjom MCF-7 kod koje je prokaspaza-3
eksprimirana pomoc¢u plazmida. Ustanovilo se da kombinacija lijekova ima minimalan
u¢inak kod stani¢ne linije MCF-7, kod koje je prokaspaza-3 eksprimirana pomoéu
plazmida. Medutim, kombinacija lijekova dramati¢no inducira apoptozu u stanicama
MCF-7 kod kojih dolazi do ekspresije prokaspaze-3, Sto se u konacnici povezuje s
aktivacijom prokaspaze-3 u kaspazu-3.*°

1541

Slika 6. Struktura spoja-1541.°
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5.5. Derivati biljke Justicia procumbens

Biljka Justicia procumbens je tradicionalni kineski lijek Kkoji se Kkoristi za lijecenje
temperature, oteklog zdrijela i tumora. Koriste se ekstrakti ¢itave biljke koji su djelotvorni
kodleukemije limfocita i tumora zdrijela. Biljka ima citotoksi¢no djelovanje u razli¢itim
modelima tumora in vivo. Antitumorsko djelovanje se ocituje kroz aktivaciju kaspaze-8, a
njenim djelovanjem indirektno se aktiviraju i kaspaze-3 i -9. Derivat biljke, JR6 (6'-
hidroksi justicidin A), se istraZzuje zbog svoje potencijalneucinkovitosti kod tumorskih
stanica ljudskog mjehura. JR6, kod lijecenja tumora, uzrokuje apoptozu putem aktivacije

kaspaze-8.1

6. Inhibitori kaspaza

Inhibitori kaspaza napredovali su iz prvotnih reverzibilnih peptidnih aldehida u moc¢nije,
reverzibilne 1 ireverzibilne inhibitore. Postoje neke osnovne znacajke kaspaza koje
omogu¢uju formiranje specifiénih inhibitora kaspaze-1, a baziraju se na sastavu
aminokiselinskih ostataka u aktivnom mjestu te stvaranju vodikovih veza s tetrapeptidom.
Svi inhibitori kaspaze-1 unose asparaginsku kiselinu u P1 mjesto i time oponaSaju mjesto
cijepanja koje se prirodno pojavljuje. Ostatak te asparaginske kiseline formira vodikove
veze sa Arg®! i Arg'”® i time se omogucuje pravilna orijentacija susjednog atoma s
manjkom elektrona (eng. warhead) koja formira kovalentnu vezu sa Cys®® u S1 mjestu
enzima. S2 mjesto enzima povezano je vodikovom vezom s P2 ostatkom i to omogucuje
formiranje inhibitora koji se vezu na viSe aktivnih mjesta. S4 mjesto enzima je veliko i
hidrofobno te moze smjestiti razlic¢ite funkcionalne skupine. Specificno je da je S4 dzep
veéi kod kaspaze-1 nego kod ostalih kaspaza i upravo to je razlog veceg istraZivanja za

formiranje inhibitora kaspaza-1.>

6.1. IAP proteini

Inhibitori proteina apoptoze ili IAP proteini (eng. inhibitor of apoptosis proteins) pripadaju

obitelji apoptoznih inhibitora koji sprjeavaju preuranjenu apoptozu.l® Obiljezje veéine
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karcinoma je suzbijanje apoptoze. Povecana razina IAP proteina nadena je u mnogim
vrstama karcinoma, a povecana ekspresija tih proteina povecava otpornost apoptoznog
odgovora u mnogim malignim tumorima. Upravo se zbog toga nastoji istraziti njihov
potencijal kod lije¢enja tumora.** Jedan od primjera takvih inibitora je XIAP koji se veze
na kaspaze inicijatore i kaspaze izvrsitelje te ih inhibira kako bi se sprijecila prerana
apoptoza. Veze se na aktivno mjesto kaspaze-3 1 -7 ili na povr§inu dimernog sucelja
kaspaze-9 te na taj na¢in inhibira apoptozu.*®14® Kod ljudi postoji najmanje 8 ¢lanova ove
obitelji proteina, no XIAP je jedini koji djeluje vezanjem na kaspaze. Jo$ neki od ¢lanova
su c-IAP1, c-IAP2, ILP-2, NAIP, ML-IAP, survivin i apollon 10141620 Zajedno sa
survivinom, XIAP ima najveci potencijal za terapijsko lije¢enje kod tumorskih stanica.
Novija istrazivanja posvetila su se otkrivanju malih molekula antagonista XIAP-a. Kao
primjer mogu se navesti Smac proteini koji su kljuéni za povezivanje sa IAP , takve
molekule povecavaju kaspaznu aktivaciju te tumorske stanice ¢ine osjetljivim na
citotoksi¢ne lijekove.’? Medutim, postoje i istrazivanja koja pokazuju da IAP proteini
mogu negativno utjecati na migraciju tumorskih stanica. Odstupanja u rezultatima
pripisuju se koristenju razli¢itih eksperimentalnih pristupa i modela. Upravo zbog toga,

potice se daljnje istrazivanje IAP proteina.l’

Kod IAP postoje domene koje se ponavljaju, nazvane BIR domenama (eng.
baculovirus IAP repeat).}013141620 BIR domenevezane su na cink koji imaju priblizno 80
aminokiselina u lancu.!%3® Svaka domena u proteinu ima razli¢itu inhibicijsku funkciju.
Primjer je XIAP koji sadrzi 3 BIR domene, pri ¢emu je njegova BIR-2 domena odgovorna
za inhibiciju kaspaze-3 i -7, a BIR-3 domena za inhibiciju kaspaze-9.1%* Vezanje domena
na sucelje prokaspaze sprjecava ihda formiraju homodimer, a samim time i formiranje

aktivnog mjesta.?

6.2. Survivin

Survivin ili BIRC5 (eng. baculoviral inhibitor apoptosis protein repeat-containing) ima
142 aminokiselinska ostatka te je najmanji IAP koji ima samo jednu BIR domenu.!3*
Istrazivanja su pokazala da je BIRCS rijetko izrazenu zdravim, odraslim tkivima dok je
njegova ekspresija puno veca u transformiranim stanicama §to upucuje na patolosku ulogu

ovog proteina.’®!* Povec¢ana ekspresija survivina uo¢ena je kod rakapluéa, debelog crijeva,
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dojke, prostate, mokra¢nog mjehura, zdrijela, maternice, jetre, bubrega, gusterace,
Stitnjace, neuroblastomate kod hematoloskih tumora. Inhibira apoptozu i in vitro i in vivo4
tako $to se moze direktno vezati i inhibirati proteaznu aktivnos tkaspaza-3 i -7.1 Pokazalo
se da potiskuje stani¢nu smrt induciranu TRAIL-om ili Bax-om. IstraZivanja su usmjerena
na razvoj strategija u kojima ¢e se BIRCS koristiti kao cilj terapijskih sredstava kod stanica
raka, iako, neki podaci pokazuju da survivin u odredenim uvjetima moze inhibirati

apoptozu bez utjecaja na kaspaze.*

LY2181308 jeoligonukleotid koji izaziva proteoliticku aktivnost kaspaze-3,
zaustavljanje stani¢nog ciklusa i inhibiciju citokineze u ljudskim tumorskim stanicama.
Pomaze u kemoterapiji te utje¢e na gubitak ekspresije BIRCS i time obnavlja kaspazom

posredovanu apoptozu kod tumorskih stanica.™®

YM155 ili sepantronijev bromid je molekula koja inhibira ekspresiju BIRCS.
Kontinuirana intravenska infuzija s YM155 dovela je do aktivacije kaspaza, a i time do
apoptoze te povladenja tumora bez sistemske toksi¢nosti’. Dokazano je da &ini tumorske
stanice osjetljivim na kemoterapiju temeljenu na platini, radijaciju te da regulira apoptozu

aktiviranjem kaspaza.:®

EM-1421 (teramproecol) se takoder ubraja u inhibitore BIRCS5. Izaziva apoptozu
djelujuc¢i na dva gena, Cdo2 i cychin B, te na survivin. Obeéavaju¢i je kandidat kod

malignih bolesti, ali jos uvijek nije detaljno istrazen.'®

6.3. Peptidomimetic¢ki inhibitori

Peptidomimetik je spoj ¢ija su sekundarna, strukturna svojstva analogna prirodom peptidu
te zbog toga moZe oponasati njegovu bioloSku funkciju. Takoder se definira kao spoj koji
kao ligand moZe oponasati ili blokirati bioloski u¢inak peptidnog receptora.’® Male
molekule peptidomimetika mogu oponaSati sloZzene proteinske interakcije te se iz
funkcionalno vaznih proteina, dobivenih iz prirodnih izvora, mogu razviti terapeutici na
bazi njihovih mimetika.>? Peptidomimeticki inhibitori imaju obe¢avajuéu uéinkovitost u

predklini¢kim ispitivanjima, no ¢esto pokazuju farmakokineticke odgovore Koji

fSistemska toksi¢nost nastaje nakon apsorpcije i distribucije toksi¢ne tvari na mjestu udaljenom od mjesta
njegovog ulaska (pluca, zeludac).
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ogranic¢avaju njihovu korisnost in vivo. Terapijska u¢inkovitost je ograni¢ena zbog slabe
propusnosti stanice, metabolicke nestabilnosti, toksi¢nosti, poteskoca sa inhibicijom
ovisnoj o vremenu, nedostatka specifi¢nosti unutar obitelji enzima te kompleksnosti

struktura peptidomimetika.®

Pralnacasan je sintetska molekula i reverzibilni inhibitor kaspaze-1.2>% Lijek je
proSao kroz klini¢ka istrazivanja tijekom 12 tjedana u kojima se utvrdilo da je kod
pacijenata dobro podnosljiv, da ima velik protuupalni ucinak, a bez znacajnih nuspojava.
Medutim, kod zivotinja je primije¢ena toksicnost za jetru u vremenski duzem razdoblju te
je lijek povuéen iz klini¢kih istraZivanja.>?

VM-765 je takoder sintetski, reverzibilni inhibitor kaspaze-1.1° Predklinitka

istrazivanja pokazala su da za inhibiciju upalih odgovora moéniji od Pralnacasana, $to je

vrlo bitno i kod tumora.®

Emricasan je ireverzibilni inhibitor kaspaze koji je istrazivan kod lije¢enja kroni¢ne
HCV infekcije i reakcije na transplataciju jetre.® Dugoro¢na HCV infekcija uzrokuje cirozu
jetre i hepatocelularni karcinom.®® U predklini¢kim istrazivanjima pokazano je da VM-765
ublazava fibrozu jetre inhibicijom apoptoze hepatocita. U klini¢kim ispitivanjima, kod
pacijenata s kronicnom HCV infekcijom, pokazana je izrazita uCinkovitost bez ozbiljnih
nuspojava. Medutim, Emricasan je povuéen iz klinickih istrazivanja zbog slozenosti
napredovanja inhibitora kroz klini¢ka ispitivanja, odnosno zbog slozenosti razvoja i
uspostavljanja svojstava potrebnih kako bi se spoj mogao koristiti kao lijek. Razlog tome je
§to, u nekim uvijetima, lijeCenje Emricasanom uzrokuje inhibiciju neurofilne apoptoze,

time moze doéi i do stani¢ne smrti koja nije izazvana kaspazom.®

6.4. Male molekule inhibitori kaspaza

Smatra se da male molekule mogu biti bolji inhibitori nego peptidomimetici jer lakse
zaobilaze ogranicenja u terapijskoj ucinkovitosti. Koristeno je vise strategija za rijeSavanje
problema permeabilnosti stanica. Problem permeabilnosti povezan je sa zahtjevom za
asparaginskom kiselinom u P1 mjestu, a to je rijeSeno koriStenjem sulfonamida, kinona,

epoksikinona i donora dusikovih oksida (NO). Vecina malih molekula inhibitora kaspaza
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je jo$ uvijek u ranom stadiju istraZivanja pa nisu detaljno razjasnjeni, ali jedna od molekula

koje se istrazuje je NCX-1000 koja inhibira kaspaze-3, -8 i -9.°

6.5. Alostericki inhibitori kaspaze

Peptidomimeti¢ki inhibitori i male molekule inhibitori kaspaza vezu se za aktivno mjesto,
ali bolja svojstva lijekova ¢e dovesti do ciljanja alosterickog mjesta u sucelju dimera
kaspaze, sa malom molekulom inhibitora.’ Istrazivanja se provode na kaspazama-1, -3 i -
7, pomocu takozvanog disulfidnog mosta ili dijeljenja veze. Koriste se mali spojevi koji
sadrze tiol 1 formiraju disulfidne veze sa cisteinskim ostacima koji se nalaze unutar
proteina. Pomoc¢u raznih eksperimenata dijeljenja veze otkrivene su 2 grupe spojeva, FICA
i DICA. Oba spoja reagiraju sa Cys®*, kod kaspaze-3, koji je blizu sucelja dimera i 14 A
od katalitickog cisteina. Vezanjem alosteri¢kog inhibitora sprje¢ava se vezanje supstrata u
aktivno mjesto. Kod vezanja FICA-e i DICA-e dolazi do istih konformacijskih promjena u
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aktivnom mjestu, iako se ne vezu na isti nac¢in. U kaspazi-7 FICA reagira sa Tyr na

suprotnom monomeru te zauzima srediSnji prostor izmedu dva monomera, a DICA reagira

sa Tyr??® u istom monomeru, na kojeg se onda i veze. Tim reakcijama Arg'®’

je izguran iz
srediSnje Supljine 1 smjeSten u polozaj koji onemogucava vezanje supstrata u aktivno
mjesto. Sli¢ni rezultati dobiveni su i za kaspazu-1. Kod kaspaze-1 tienoprazol se veze na
Cys®! blizu sucelja dimera i time utjede na vezanje supstrata. Jo§ uvijek nisu pronadeni
lijekovi koji se vezu na sucelje dimera, bez ciljanja kaspaza, ali dijeljenje veze je dobra
metoda za otkrivanje takvih spojeva.®>® Takoder, cink je poznat kao inhibitor kaspaza.

Cink cilja alosteri¢ko mjesto kaspaze-6 i na taj nain ju inhibira.?®
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7. Zakljucak

Kaspaze imaju ulogu u mnogim stani¢nim procesim. NajviSe se istrazuje njihova uloga u
apoptozi, odnosno izazivanju apoptoze. Apoptoza je oblik stani¢ne smrti koja sluzi za
odrzavanje homeostaze tkiva. Gubitak kontrole stani¢ne smrti moze dovesti do
prezivljavanja tumorskih stanica, do poticanja tumorske angiogeneze i invazivnosti, a u

konacnici 1 do metastaziranja tumora.

Kaspaze imaju velik potencijal u lijeCenju raznih bolesti, ukljucujuéi i tumore. Ipak,
velik je izazov pronadi lijek specifican za pojedini tumor, bez Stetnog utjecaja na zdrave
stanice. Svaki pojedini tumor potrebno je dobro istraziti kako bi se odredilo koju kaspazu
treba aktivirati ili inhibirati. Pojedine tumore karakterizira visoka ekspresija odredene
kaspaze, dok se u nekima, terapijski u¢inak mora posti¢i aktiviranjem kaspaze koja se
nalazi u preniskoj koncentraciji. Kaspaze sudjeluju i u drugim procesima, kao §to su
proliferacija i diferencijacija pa bi nedovoljna specifi¢nost terapeutika mogla uzrokovati

razne Stetne udinke.

Pronadeni su pojedini lijekovi, poput Pralnacasana i VM-765, koji djeluju kao
inhibitori kaspaza, spoj-2 koji djeluje kao aktivator kaspaza, ali i mnogi drugi lijekovi.
Medutim, problem predstavljaju nuspojave koje se mogu javiti odmah ili nakon

dugotrajnog koriStenja.

Kaspaze kao ciljne molekule kod lije€enja tumora su jo$ uvijek nedovoljno

istraZene, ali sve viSe se pocinje shvacati njihov terapijski potencijal.
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