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Ferroptoza jako novy typ bunécéné smrti

a jeji role v Iécbé rakoviny

Ferroptosis as a New Type of Cell Death and its Role

in Cancer Treatment
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Souhrn

Vychodiska: Ferroptéza je jednim z nové objevenych typl bunécné smrti. Je geneticky, mor-
fologicky i biochemicky odlisitelna od dalSich typd programované bunécné smrti, jako je ne-
kréza, apoptdza i autofagie. Pro indukci ferroptézy je dulezita hladina volného zeleza uvnitf
bunék a tvorba reaktivnich kyslikovych radikalG (reactive oxygen species — ROS), které aktivuji
mechanizmy vedouci k buné¢né smrti. K indukci ferroptézy muaze dojit prostfednictvim in-
hibice jednoho ze dvou klicovych proces(. Prvnim je zablokovani prenosu cystinu do bunék
pomoci cystin/glutamatového transportniho systému (X -), nebot cystin slouZi jako prekurzor
k syntéze glutathionu, hlavniho buné¢ného antioxidantu. Druhym je inhibice glutathion pe-
roxidazy 4, ktera chrani bunky pred peroxidaci lipid(. Ferroptéza byva asociovana s mnoha
metabolickymi poruchami, v¢. neurologickych chorob nebo rakoviny. Molekuly zapojené do
drah aktivujicich ferroptézu se podileji na obrané bunék pred stresovymi podminkami, na-
pomahaji udrzovat hladinu nikotinamidadenindinukleotidfosfatu, glutathionu a homeostazu
Zeleza. Dulezita je také spojitost s autofagii. Pomoci tzv. ferritinofagie dochazi k uvolfhovani
Zeleza z lysozomU do cytosolu bunék. Naslednou kaskadou reakci uvolnénych nestabilnich
atomu Zeleza s jinymi molekulami dochézi k produkci ROS a iniciaci buné¢ného stresu, jez je
spoustécem ferroptézy. U onemocnéni, jako je rakovina, pfi které jsou mechanizmy indukujici
bunécnou smrt, v¢. apoptdzy potlaceny obvykle z dlivodu genetickych zmén, mize indukce
alternativniho zplsobu bunécné smrti predstavovat atraktivni lé¢ebnou strategii. Zdvér: V po-
slednich letech je vyzkum novych protinadorovych 1€k sméfovan na aktivaci alternativnich
drah buné¢né smrti, které mohou piekonat narusené metabolické procesy uvniti rakovinnych
bunék nebo rezistenci bunék k bézné podavané chemoterapii. Byla nalezena celd fada mole-
kul, které mohou ferroptézu v nddorovych burikach indukovat, coz dodéva jejimu vyzkumu na
vyznamu, nebot by mohl vést k objevu novych alternativ pfi [é¢bé nddorovych onemocnéni.
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Summary

Background: Ferroptosis is a recently discovered type of cell death. It is genetically, morphologically, and biochemically distinct from other types
of programmed cell death, such as necrosis, apoptosis, and autophagy. The level of intracellular free iron and reactive oxygen species formation
are important for ferroptosis activation, which can occur through either of two key inhibitory processes. The first one involves inhibition of cys-
tine transfer into cells by the cystine/glutamate antiporter system (X -). Cystine serves as a precursor for the synthesis of glutathione, a major
cellular antioxidant. The second one involves the inhibition of glutathione peroxidase 4, which protects cells from lipid peroxidation. Ferroptosis
is associated with many metabolic disorders, including neurological diseases and cancer. Molecules involved in the activation of ferroptotic
pathways are involved in protecting cells against stress conditions, and in the maintenance of nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
and glutathione levels, as well as iron homeostasis. Also important is the connection with autophagy, so called ferritinophagy, in which iron is
released from lysosomes into the cytosol. Cascade reactions of free unstable iron atoms with other molecules result in the production of re-
active oxygen species that initiate the cellular stress that triggers ferroptosis. In diseases such as cancer where cell death inducing mechanisms,
including apoptosis, are usually suppressed by genetic changes, the induction of alternative pathways leading to cell death could provide an
attractive treatment strategy. Conclusion: In recent years, research into new antimetastatic drugs has focused on the activation of alternative cell
death pathways that might overcome disturbed metabolic processes inside cancer cells or the chemotherapy resistance acquired in the course of
routine treatment. A number of molecules have been found to induce ferroptosis in tumor cells, suggesting that they may offer new alternatives

for anticancer treatment.
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Uvod

Bunécna smrt je klicovym fyziologic-
kym mechanizmem, na kterém je za-
visly vyvoj organizmu prakticky jiz od
pocatku embryogeneze, v¢. plnohod-
notné funkce imunitniho systému nebo
udrzovani spravné funkce tkani a or-
ganl u dospélych mnohobunécénych or-
ganizma [1-5]. PGvodné se predpokla-
dalo, ze existuji pouze 2 typy bunécné
smrti, programovand - apoptéza - nebo
neprogramovana — nekréza. Nasledkem
vnéjsich faktord, jako jsou zranéni nebo
infekce, burika obvykle reaguje na ne-
pfiznivé podminky nevratnymi procesy
a byva likvidovana prostiednictvim ne-
krézy. Spolu s nekrézou existuji i dalsi
typy bunécéné smrti, které jsou gene-
ticky programované a byvaji burikou z&-
mérné vyvolavany. Slouzi prevazné jako
obranny mechanizmus pfed poskoze-
nim bunék nasledkem patogend, bunéc-
ného stresu nebo napf. kumulaci mutaci
v genech dilezitych pro zésadni procesy
uvnitf buniky [6]. Jednim z nejlépe pro-
studovanych typd programované bu-
nécné smrti (programmed cell death -
PCD) je apoptéza. Dlsledkem apoptdzy
je napf. diferenciace prstl v rozvijejicich
se embryich [7]. Jeji deregulace mUze
vést ke vzniku vrozenych vyvojovych vad
nebo k rozvoji rakoviny [8-11]. Béhem
poslednich desetileti se viak ukazalo, ze
apoptdza neni zdaleka jedinym typem
PCD. Zkoumani jejich novych typu se
stalo pfedmétem intenzivniho vyzkumu.

Mezi nové objevené typy PCD patfi au-
tofagie, nekroptoéza, pyroptdza, pyro-
nekroza a také ferroptoza [6,12-15].

Ferroptéza je relativné nové objeve-
nym typem PCD, ktera je morfologicky,
biochemicky i geneticky odlisitelnd od
dalSich typl bunéc¢né smrti. Morfolo-
gické odlisnosti byly prokazany trans-
misni elektronovou mikroskopii, ktera
potvrdila, ze ferroptotické buriky maji
jasné substrukturni zmény [14]. Pro
bunky podléhajici ferroptéze jsou cha-
rakteristické mensi mitochondrie s nizsi
hustotou mitochondridlniho obsahu
a naopak zvysenym mitochondrialnim
membranovym potencidlem [14,16]. Na-
opak klasické znaky objevuijici se u ostat-
nich typd bunééné smrti, jako je kon-
denzace chromatinu u apoptézy nebo
ruptury bunééné stény u nekrézy, ne-
byly u ferroptotickych bunék pozoro-
vany [14]. Z biochemického hlediska
dochazi pfi ferroptéze k produkci cyto-
solickych a lipidovych reaktivnich kysli-
kovych radikalt (reactive oxygen species
- ROS), jejichz tvorba Usti k vycerpani
antioxidantl v burikach a nasledné bu-
nécné smrti [14].

Historie objevu ferroptozy

Pojem ferroptéza byl poprvé zaveden
v roce 2012 americkymi védci pod vede-
nim profesora Brenta R. Stockwella [14]
béhem vyzkumu malych molekul eras-
tinu, RSL3 a RSL5. Jednd se o slouce-
niny selektivné letdlni pro nadorové

buriky nesouci mutace v onkogenu RAS.
Z tohoto dlivodu byly pojmenovany
jako RAS-selektivné letdlni molekuly
(RSL) [17,18]. Jejich vyznam podtrhuje
skutec¢nost, Zze geny rodiny malych GTPaz
RAS (HRAS, NRAS a KRAS) jsou mutovany
pfiblizné u 30 % vsech nadort [19], v¢.
nemalobunéc¢nych nadorl plic [20], na-
dor0 tlustého stfeva [21], slinivky [22]
nebo §titné Zldzy [21,23]. Soucasné jsou
pak tyto mutace u fady nador0 spojeny
i se Spatnou progndzou [23].

U novych RSL molekul v3ak bylo treba
objasnit mechanizmus Gcinku, nebot
nebyly pozorovény klasické rysy apo-
ptozy, jako je aktivace kaspaz, fragmen-
tace chromatinu nebo uvolfiovani cy-
tochromu ¢ z mitochondrii [17,18,24].
Vsechny tfi slou¢eniny naopak induko-
valy RAS-RAF-MEK-zévislou oxidativni
bunéc¢nou smrt [17,24]. Déale bylo zjis-
téno, Ze erastin spolu s RSL5 pro svoji
funkci vyZzaduji pfitomnost mitochon-
dridlniho anion-selektivniho kanalu 3
(voltage-dependent anion channel -
VDAC3), kdezto RSL3 funguje nezavisle
na VDAC kanalech [24]. U viech tfi mo-
lekul pak dochdzi k potlac¢eni ucinku
po pouziti rlznych cheldtor(l Zeleza.
To Uzce souvisi se skute¢nosti, ze mu-
tantni Ras zvysuje hladinu transferino-
vych receptor( (TfR1) [24], které pfre-
vadéji komplexy Zeleza do cytoplazmy,
kde nasledné dochéazi k jeho uvol-
néni (schéma 1) [25,26]. Stejné tak mu-
tantni Ras snizuje mnozstvi ferritinu,
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jehoz molekula slouzi ke skladovéni Ze-
leza v bunkach [27]. Zesilenym transpor-
tem a soucasné snizenim mnozstvi mo-
lekul, které udrzuji Zelezo v navézaném
stavu, pak dochazi ke zvySovani volného
Zeleza v burnice [24]. Volné reaktivni ze-
lezo Fe?* uvolnéné z endozom nebo ly-
sozom{ je zapojeno do produkce ROS
prostfednictvim Fentonovy reakce [28].
Smrt indukovana prostfednictvim RSL
je tedy spojena se zvySenim produkce
ROS diky zabranéni chelatace zeleza,
popt. genetickou inhibici hladiny Zeleza
v cytoplazmé [17,24]. | dalsi proteiny za-
pojené v podobné pusobicich drahach
mohou rovnéz aktivovat ferroptézu [17].
Dokonce bylo prokazéno, ze jeden z nej-
dilezitéjsich nddorovych supresorovych
proteind, protein p53, ¢asto oznacovany
jako strazce genomu [29], mUze byt za-
pojen do nékterych mechanizmi iniciu-
jicich ferroptotickou bunéc¢nou smrt [30].

Metabolizmus zeleza pFi
ferroptoze
Bunécné Zelezo se zda byt jednim z nej-
dulezitéjsich faktorl pfi tvorbé lipido-
vych peroxidovych radikall béhem fer-
roptézy [14,17]. Volné atomy zZeleza Fe?*
se mohou za pfitomnosti peroxidu vo-
diku pomoci tzv. Fentonovy reakce oxi-
dovat na Fe*', z peroxidu je soucasné
odebrén elektron a dochazi k produkci
hydroxylovych radikdld pfimo uvnitt
bunék [31]. To vede k indukci bunéc-
ného stresu, poskozeni bunky volnymi
radikadly a spusténi ferroptézy [14].
Z tohoto dlvodu se bunky snazi chra-
nit pred vlivy volného Zeleza hned né-
kolika zpUsoby. Jednim z nejdllezitéj-
Sich proteind, ktery plni v burice tuto
ochrannou funkci, je ferritin [32]. Jedna
se o protein tvofeny 24 podjednotkami
lehkych a tézkych retézcli [32], pficemz
tézké fetézce vykazuji navic ferroxida-
zovou aktivitu. Pfijimané Zelezo Fe*" je
pomoci téchto fetézcl oxidovano na
Fe3* a skladovano uvnitf ferritinu v ne-
toxickych a biologicky dostupnych for-
mdach [33]. Pfi zvySené potrebé reaktivni
formy zeleza je ferritin v lysozomech
degradovén a Zelezo je uvolnéno do
cytosolu [34,35].

Transferin je dalsim dudlezitym protei-
nem, ktery se uplatiiuje predevsim pfi
transportu zeleza. Tento extracelularni
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Schéma 1. Metabolizmus Zeleza p¥i ferroptéze.

protein je schopen vazat 1-2 ionty Ze-
leza Fe', které pienasi krevnim recistém,
dokud neni zachycen TfR1 lokalizova-
nym na povrchu bunék [25,36]. Komplex
receptoru s navdzanym transferinem je
posléze pohlcovan endocytézou do-
vniti bunék. Z endozoml jsou nasledné
za Ucasti transmembranového trans-
portéru DMT1 (divalent metal transpor-
ter-1), znamého také jako Nramp2 (na-
tural resistance-associated macrophage)
uvolhovany do cytoplazmy nestabilni
atomy Zeleza Fe?* spolu s volnym trans-
ferinem a TfR1, ktery je pfipraven k dal-
Simu transportu [36,37].

Pro udrzovani spravné hladiny zeleza
v bunice je kromé transportu dovnitf da-
lezity také transport Zeleza ven z bunky.
Jedinym zndmym transportérem, ktery
prevadi zelezo ven pres bunéc¢nou mem-
branu do krve, je ferroportin 1. Je kédo-
van genem SLC40AT1 [38]. Jeho spravna
regulace je rozhodujici pro udrzovani
optimalni hladiny Zeleza. Zmény v hla-
diné ferroportinu mohou vést k nedo-
statku, nebo naopak k nadbytku zeleza
uvnitf bunék. Bylo prokazano, Zze nedo-
state¢na funkce ferroportinu mize mit
za nasledek ztrdtu homeostazy a zpuso-
bit napf. anémii u mysi [39,40].

Mechanizmus ferroptézy
Ferroptdza, tj. na intraceluldrnim Ze-
leze zavisla regulovanda forma bunécéné
smrti, mdze byt indukovéna dvéma riiz-
nymi mechanizmy. Prvnim z nich je in-
hibice cystin/glutamatového transport-
niho systému X - (na sodiku nezavislém),
ktery je vyzadovan pfi transportu cys-
tinu do bunék, kde dochazi k syntéze
glutathionu, hlavniho bunééného an-
tioxidantu. NaruSenim tohoto sys-
tému dochazi k vycerpani glutathionu
a vzniku oxidativniho stresu [41,42], coz
muze byt mimo jiné spousténo i malymi
molekulami, tzv. induktory ferroptézy
tfidy | (FINs 1) [42]. Druhym podnétem
pro vznik ferroptotické bunécné smrti je
inhibice glutathion peroxidazy 4 (GPX4),
kterd pouziva glutathion k detoxikaci li-
pidovych peroxidli [41,42]. GPX4 muze
byt pfimo inhibovéna tzv. induktory fer-
roptézy tridy Il (FINs 11) [42].

Cystin/glutamatovy transportni
systém X -

V roce 1980 Bannai a Kitamura poprvé
zdokumentovali X - transportni systém
v lidskych embryonalnich plicnich fib-
roblastech [43]. O 2 roky pozdéji pak
v podstaté totéz ukazali Makowske
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Tab. 1. Nejznaméjsi induktory ferroptoézy.

Molekula Oznacdeni

erastin
aldehyd erastin

FIN I

(ferroptézu
indukujici
molekuly)

piperazine erastin
DPI2

sulfasalazin (SAS)
sorafenib

RSL5

RSL3
1S,3R-RSL3
DPI7 (ML162)
ML210

DPI10

DPI12

DPI13

DPI17

DPI18

DPI19

FINII

a Christensen v transformovanych kry-
sich buné¢nych liniich hepatomu [44].
Systém X - plisobi jako obousmérny pre-
nasec¢ aniontovych forem cystinu a glu-
tamatu a je zavisly na CI~ a nezévisly na
Na* [45]. | kdyz mUze transportovat obé
aminokyseliny v obou smérech, jeho
hlavnim Ukolem je zdsobovat burnku cys-
tinem a odvadét glutamat ven z buriky.
Intracelularni zésoba cystinu je pomérné
mala, zatimco koncentrace intracelular-
niho glutamatu je v burice obecné vyssi
nez v extraceluldrnim prostoru, proto
jsou molekuly pfendseny predevsim po
koncentra¢nim spadu [46]. Extracelu-
larni glutamat pak funguje jako kom-
petitivni inhibitor vychytavajici cystin
prostfednictvim transportniho systému
X - [44]. Bylo prokazano, ze nejen radi-
kaly, ale i rGizna elektrofilni ¢inidla [47],
bakterialni lipopolysacharidy a zédnét-
livy cytokin (faktor nadorové nekrézy a
(tumor necrosis factor — TNFa)) [48]
nebo napf. i péstovani bunécénych kul-
tur neutrofilli [49] nebo makrofagl [50]
v podminkéch 21% hladiny kysliku mize
systém X - aktivovat. V roce 2012 Dixon
et al prokazali souvislost mezi aktivaci

Cil Literatura
[15,18,19,25,32,52]
(36]
[36]

systém X - (36]

[15,32,50,53,54]
[35,55,56]
[18,52]
[1857]

[36]
[36,52,57]
[52,57]

[36
[36
36
[36
(36
[36

GPX4

]
]
]
]
]
]

ferroptdzy a cystin/glutamétovym trans-
portnim systémem, a to diky vyzkumu
zaméfenému na studium mechanizmu
ucinku ferrostatinu 1, ktery je selektiv-
nim inhibitorem ferroptézy indukované
erastinem [14]. Soucasné byla objevena
celd fada molekul, které jsou naopak
schopny ferroptotickou buné¢nou smrt
navodit (tab. 1).

Znacny vliv na hladinu transpor-
téru systému X - mlze mit také pro-
tein p53. Bylo prokéazano, ze p53 indu-
kuje ferroptézu snizenim exprese genu
SLC7A11, ktery kéduje cystin/glutama-
tovy transportni systém [51-53]. V duU-
sledku toho dochdzi ke snizeni pfijmu
cysteinu, vycerpani hladiny antioxi-
dantu glutathionu, coz vede k neschop-
nosti bunky bojovat s oxidativnim
stresem [41,42].

Glutathion peroxidaza 4

Glutathion peroxidadza 4 (GPX4) je jed-
nou z osmi glutathion peroxidaz zna-
mych u savcl. S vyjimkou GPXS5,
-7 a -8 (a GPX6 u hlodavcl) obsahuji
vSechny glutathion peroxidazy misto
cysteinu selenocystein, ktery ma jeden

atom siry nahrazen selenem [62]. Uvadi
se, ze selenocystein zde pravdépo-
dobné zvysuje ucinnost v redoxnich
reakcich [63].

GPX4 funguje jako monomerni pe-
roxidaza [64]. Kromé jednoduchych
peroxidli a malych hydroperoxidid
je schopnd redukovat také hydrope-
roxidy v komplexnich lipidech, napf.
fosfolipidové, cholesterolové a chole-
sterolesterové hydroperoxidy zacle-
néné v biomembranach a lipoprotei-
nech [64,65]. VyCerpanim GPX4 tedy
dochazi ke snizeni ochrany bunék pred
negativnim uc¢inkem reaktivnich radi-
kalt, hromadéni lipidovych peroxidi
a k vycerpdani polynenasycenych mast-
nych kyselin v lipidovych dvojvrstvéach,
coz muze vést k indukci ferroptézy
[14,42,56,66-68].

Ferroptodza a jeji spojeni

s autofagii

Autofagie (z fectiny ,vlastni stravovani”)
je evolu¢né konzervovany homeosta-
ticky mechanizmus, ktery je zapojen
do mnoha procesll udrzujicich spravny
chod bunky, jako je odstranovani Spatné
slozenych protein(, poskozenych orga-
nel a bunék napadenych patogeny nebo
také patologickych stavd, v¢. infekce
nebo procest souvisejicich s rakovi-
nou [69,70]. Nedavno bylo zjisténo, Ze ak-
tivace autofagie je také jednim z dllezi-
tych induktort ferroptézy v nddorovych
i normalnich lidskych bunkach [71-73].
Inhibitory autofagie jsou schopny ochra-
nit buriky pred vstupem do ferroptézy
pravdépodobné prostfednictvim pro-
cesU zabranujicich tvorbé cytosolic-
kych a lipidovych ROS [73]. K degradaci
ferritinu jako zasobarny zZeleza v bun-
kach dochazi prostfednictvim lysozomU
béhem autofagického procesu. V roce
2014 byl tento proces pojmenovan jako
ferritinofagie a soucasné s tim byl iden-
tifikovan jaderny receptorovy koaktiva-
tor 4 (nuclear receptor coactivator 4 —
NCOAA4) prispivajici k degradaci ferritinu
béhem ferritinofagie [34]. Snizeni akti-
vity receptoru NCOA4 stejné tak jako in-
hibice Atg5 a Atg7 omezuje degradaci
ferritinu, snizuje hladinu reaktivniho ze-
leza v cytosolu a potlacuje ferroptézu
v normélnich fibroblastech i nddorovych
burikach [72]. Oproti tomu zvyseni hla-
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diny NCOA4 urychluje ferroptézu, pfi-
¢emz degradaci ferritinu dochazi k uvol-
néni zeleza do cytosolu [72]. Tato zjisténi
naznacuji, Ze selektivni autofagie mulze
hrat vyznamnou ulohu pfi zprostifedko-
vani ferroptézy [72].

Ferroptéza a nadorova
onemocnéni

Nadorova bunka nese ve své gene-
tické vybavé celou $kalu mutaci na-
rusujicich zakladni obranné mechani-
zmy. Mimo mutace v genech, jako jsou
napf. TP53, RBT nebo RAS, které dovoluji
bunce pfekonat kontrolni mechanizmy
zastavujici bunécny cyklus ¢i induku-
jici bunécnou smrt, se nadorové bunky
Casto setkavaji také s narGstem oxidativ-
niho stresu nasledkem zmén v metabo-
lickych procesech a okolnim mikropro-
stfedi [74]. V reakci na zvy3enou hladinu
ROS néadorova bunka indukuje zvyseni
antioxidaéni aktivity s cilem udrzet re-
doxni homeostazu [75]. To pfimo souvisi
také s hladinami volného Zeleza v cyto-
plazmé. Bylo prokazano, ze nékteré on-
kogeny, v¢. RAS a MYC, méni metaboliz-
mus Zeleza a jeho mnozstvi v burikdch
tim, ze ovliviuji expresi ferritinu nebo
TfR1 [24,76-79].

Porozuméni témto procesim muze
mit velky vliv pfi hledani novych zp(-
sob( [é¢by rakoviny diky moznosti pres-
ného zacileni na konkrétni ¢asti me-
tabolickych drah, které Gzce souviseji
s redoxnim stresem. Jednou z variant
mUze byt pravé navozeni ferroptdzy,
kterd byla pozorovéna v ledvinovych
bunikach, neuronech a dale také v Siro-
kém spektru nadorovych bunék, napf.
prsnich, plicnich, ovaridlnich, melano-
mech, gliomech a dokonce i u nadoru
kosti [14,41,42,51-54,66,67,80-82].

Zaveér

Ferroptéza jako jeden z novych typu
programované bunécné smrti pred-
stavuje proces, ktery je zcela zavisly na
mnozstvi reaktivniho Zeleza uvnitf cyto-
plazmy bunék. K aktivaci dochézi naruse-
nim systému, které v bunkach odboura-
vaji ROS a lipidové peroxidy vznikajici pfi
chemickych reakcich nebo nadmérném
vystaveni bunék oxidativnimu stresu. Na
této skutecnosti je zalozen i soucasny
vyzkum, ktery se cilené vénuje moz-

nosti aktivovat alternativni drahy bu-
nécné smrti, v¢. ferroptdzy, s cilem obe-
jit narusené metabolické procesy uvnitf
nadorovych bunék, se kterymi je ¢asto
spojena i rezistence ke standardné po-
davané terapii. Bylo prokézano, ze velké
mnozstvi nadorovych bunécnych linii
vykazuje citlivost k induktordm vyvola-
vajicim ferroptdzu, proto i hledani no-
vych sloucenin spoustéjicich ferroptozu
pfedstavuje znaéné atraktivni alterna-
tivu, kterd mGze vést k objevu novych,
ucinnéjsich 1éka.
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