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Proteasom je slozity proteinovy enzymaticky komplex, jehoz
hlavnim tkolem vramci bunky je degradace proteint, jejimz
prostfednictvim  se podili na  dulezitych  fyziologickych
a biochemickych procesech, ¢imz zajistuje spravnou funkci organti
Citkani. Jelikoz nadorové bunky obecné vykazuji @ vySsi
proteasomalni aktivitu, je proteasom, jehoz naruSeni aktivity vede
K bunétné smrti, povazovan zaracionalni terapeuticky cil.
Proteasomalni inhibitory byvaji hojné vyuzivany pro [écbu
mnohocetného myelomu. Od schvaleni bortezomibu pro 1écbu
mnohocetného myelomu v roce 2003 neustale probiha dalsi vyvoj
latek s potencidlni  antiproteasomalni  aktivitou.  Pfestoze
proteasomalni inhibitory zahrnuji §irokou skalu strukturné odli$§nych
latek, nové latky nejcastéji vychéazeji zjiz osvédCené peptidové
¢i pseudopetidové  zakladni struktury, kterd je nasledné dale
modifikovana. Experimentalni ¢ast diplomové prace je zamétena
na charakterizaci u¢inku tfi potencialnich proteasomalnich inhibitort.
Zkoumana byla jejich schopnost inhibice proteasomu, vliv
na jednotlivé proteasomalni podjednotky, vliv na miru ubikvitinace
proteini v bufice aschopnost vyvolat apoptézu. Soucésti
experimentalni ¢asti byla také optimalizace metody pro stanoveni
aktivity proteasomalnich podjednotek.
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Proteasome is protein enzymatic complex, whose main role
is protein degradation in the cell. Through this process
it is involved in important physiological and biochemical
actions to maintain proper function of organs or tissues.
Inasmuch as tumor cells report higher proteosomal activity,
it is considered as therapeutic target because disruption
of its activity leads to cell death. Proteosomal inhibitors are
often used in treatement of multiple myeloma. Since
approval of bortezomib for treatment of multiple myeloma
in 2003, there is constant development of drugs with
potentional antiproteasomal activity. Although proteosomal
inhibitors include wide scale of coumpounds with structural
diversity, the new substances are most often derived from
already proven peptide or pseudopeptide structure, which
is then modified. Experimental part of master thesis
is focused on characterization of effects of three potentional
proteosomal inhibitors. Their inhibition of proteasome,
impact on individual proteosomal subunits, the rate
of ubiquitination of proteins in the cell and finally capability
to induce apoptosis was tested. Method optimization for
determination of proteasomal subunits activity was also part
of experimental work.
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1 Uvod a cile prace

Mnohocetny myelom (MM) je onemocnéni spadajici mezi hematologické malignity (Hajek
etal. 2011). Prestoze se jedna o druhé nejcastéjsi rakovinné onemocnéni krve, kterym jenom
v Ceské republice trpi pfiblizné 1500 osob a ro¢né je nové diagnostikovano zhruba 400 piipadi
(Ceska myelomova skupina 2017), 1é¢ba, ktera by vedla k Gplnému vyléeni, stile neexistuje
(Gerecke et al. 2016). Terapie Vv soucasné dobé zahrnuje 1é€bu chemoterapeutiky, transplantaci
kmenovych bunék a podpirnou terapii (Gerecke etal. 2016). Standardni chemoterapeutika pak
byvaji kombinovana s nové vyvinutymi latkami, které byvaji vyvijeny proti cilim identifikovanym
na zaklad¢ znalosti patogeneze onemocnéni (Raab et al. 2009). Mezi tyto latky patii mimo jiné také
proteasomalni inhibitory, jelikoz rakovinné buniky obecn€ maji vyssi proteasomalni aktivitu a jsou
na proapoptotické G¢inky inhibice proteasomu citlivéjsi nez normalni buriky (Moreau et al. 2012).
Proteasomalni inhibitory zahrnuji hned nékolik skupin s rozmanitou strukturou, zdaleka ne vSechny
je ale mozno terapeuticky vyuzit pro lé¢bu MM. Prvnim schvalenym 1éCivem byl v roce 2003
bortezomib a od té doby vyvoj novych latek stile pokracuje s cilem prekonat limitace latek
pfedchozich. VétSina z nich se vSak stale drzi osvédCené peptidové i pseudopetidové zakladni

struktury (Brown 2008).

Cilem této prace bylo studium vztahi mezi strukturou a aktivitou novych 2-hydroxy-N-[1-
(2-hydroxyfenylamino)-1-oxoalkan-2-yl]benzamidit a  charakterizace mechanismu jejich

cytotoxického plisobeni.



2 Mmnohocetny myelom

Mnohocetny myelom je onemocnéni tvotici asi 1 % vSech malignit a se svym 10% zastoupenim,
je také druhou nejcastéj$i hematologickou malignitou (Hajek et al. 2011; Pertesi et al. 2020).
V Ceské republice je incidence tohoto onemocnéni 4/100 000 obyvatel, pii¢emZ se zvysuje
S narustajicim vékem, median v€ku pii diagnoze je 65let (Hajek etal.2011). Jedna
se 0 neoplastickou poruchu plazmatickych bunék (Palumbo et al. 2014), kdy hlavnim znakem
je akumulace klonalnich plazmatickych bunék v kostni dfeni, které u vétSiny pacientt produkuji
abnormalni cirkulujici monoklonalni imunoglobulin, ktery je nasledné piitomen v krvi a/nebo
v moc¢i (Gentile et al. 2013, Chng 2014). Tato proliferace plazmatickych bunék spolu s pfitomnosti
monoklonalniho imunoglobulinu vede k $irSim projeviim nemoci a poskozeni koncovych organt

(Cejalvo a Rubia 2015).

2.1 Vznik a podstata onemocnéni

Obdobn¢ jako u jinych malignit je pfi¢ina tohoto onemocnéni multifaktorialni a Spatné definovana
(Mehta 2015). Roli miZou hrat nejen genetické predispozice, ale také expozice organickym
chemikaliim, toxinim a ionizujicimu zafeni. Myelom vznika zasymptomatické premaligni
proliferace monoklonalnich plazmatickych buné€k pochazejicich z post-germindlnich center
B-lymfocytu (Obrazek 1), (Palumbo et al. 2014). Az nékolikastupiiové genetické zmény a zmény

v mikroprostfedi vedou k transformaci t€chto bun€k na maligni novotvar.
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Obrazek 1: Porovnani funkce zdravé kostni drené s kostni dieni poskozenou
bunkami MM (upraveno podle Multiple myeloma research foundation)



Rozvoji MM vzdy piedchazi tiché premaligni stddium charakteristické vznikem
limitovaného poctu klondlnich plazmatickych bun€k neboli monoklondlni gamapatie neuréeného
vyznamu (MGUS), (Rajkumar 2016%). Jedna se 0 klasicky premaligni stav, kdy je riziko maligni
konverze nizké, vtomto piipadé asi 1 % roéng. Cast pacientdi pak mize vykazovat jesté dalii
ptechodné stddium, mezi MGUS a MM, takzvany doutnajici myelom. Pfesto, Ze ob€ tato stadia
jsou asymptomatickd a pacienti byvaji zachyceni spiSe nahodné¢ diky nesouvisejicimu
laboratornimu vySetteni, riziko progrese doutnajiciho myelomu je podstatné vyssi, nez tomu bylo
v ptedchozim ptipadé. Po dobu prvnich péti let je riziko progrese kolem 10 % ro¢né, nasledné,
pokud jiz nedoslo k rozvoji onemocnéni, se snizuje na 3 % rocn¢ po dobu dalsich péti let, pokud
ani po té&chto deseti letech nedojde k progresi, ziistiva 1% roéni riziko (Rajkumar 2016). Pfechod
mezi MGUS a MM je uskuteénén komplexem zmén, atojak genetickych probihajicich
Vv neoplastické plazmatické bunice, tak zmén v mikroprostiedi kostni dien¢ (Obrazek 2), (Kyle
et al. 2004). Z toho divodu je pii hledani genetickych souvislosti pro vznik MM dulezité zaméfit
setaké nafaktory vedouci k MGUS, spolu sfaktory ovliviigjicimi pfechod mezi
MGUS a MM (Morgan et al. 2012).

V této souvislosti byly definovany rizné genetické 1éze, jez mohou vést k MM (Morgan
etal. 2012). Patfi mezi né naptiklad dédi¢né variace, translokace, zmény v poétu kopii, mutace
a abnormality v methylaci amiRNA. Chromozomalni abnormality byvaji detekovany
az u 90 % pacientt s MM (Laubach etal.2011). Na zakladé karyotypu je mozno rozdélit
MM do dvou skupin, a to hyperdiploidni, nebo nonhyperdiploidni, tyto skupiny pak predstavuji
ruzné onkogenetické drahy. U hyperdiploidnich pacienti byvaji ¢asté trizomie chromozomu
3,5,7,9,11, 15, 19 a 21, naopak translokace té€zkého fetézce imunoglobulini (IgH) se vyskytuji
jen s nizkou Cetnosti (Fonseca et al. 2009; Laubach et al. 2011). Tato tfida tvoii zhruba 40 % vSech
ptipadi MM (Brigle a Rogers 2017). Nonhyperdiploidni pacienti mohou byt hypodiploidni,
pseudodiploidni  ¢i témeét tetraploidni. V tomto pifipadé dochdzi k etnym translokacim
IgH (Fonseca et al. 2009). Translokace IgH byvaji pfitomny asi u 30 % pfipadd MM. Nejéastéji
se jedna o translokace mezi lokusem IgH na 14932 anékterym z partnerskych gent majicim
onkogenni vlastnosti (Brigle a Rogers 2017). Nejcastéj§imi geny slouzicimi jako translokacni
partnefi jsou geny pro cyklin DI (chromosom 11g13), cyklin D3 (chromosom 6p21),
FGFR3/MMSET (chromosom 4p16), MAF (chromosom 16¢g23) a MAFB (chromosom 20ql11)
(Brigle a Rogers 2017, Laubach etal. 2011). Obecné se predpoklada, Ze vSechny vyse zminéné
mutace vedou ke zménam v rustu zasazeného klonu bun¢k (Brigle a Rogers 2017). Posledni tfi

zminéné translokace vedou mimo jiné ke zménam v regulaci cyklinu D2.

Vliv deregulace proteind z rodiny cyklin D na vznik MGUS potazmo MM je tedy ziejmy,
nicméné samy o sobé tyto mutace k rozvoji onemocnéni nestaci a pro vznik aktivni abnormalni

plazmatické bunky je potieba dalSich genetickych udalosti (Brigle a Rogers 2017). Ty mohou
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Vv pocatcich zahrnovat napiiklad ztratu 13. chromosomu, kde je lokalizovan gen pro tumorsupresor
RB, nebo aktivaci onkogeni MYC a RAS v disledku mutaci. Postupné s rozvojem onemocnéni
cytogenetickych udalosti pfibyva a obecné nebyvaji spojovany s dobrou prognézou. Dochazet
mtze ke zménam v poctu kopii u prvniho chromosomu, zménam na lokusu 8q24 vedoucim
k aktivaci C-MYC, ¢i ke ztraté tumor supresorové funkce p53 v dasledku zasazeni genu TP53
deleci Casti 17. chromosomu ¢i mutaci v piislusné oblasti. V pozdni fazi onemocnéni pak byvaji
pfitomny mutace vedouci k inaktivaci regulace nuklearniho faktoru kB, ktery by mél regulovat

expresi adheznich molekul zapojenych do interakce MM bunék se stromatem kostni diené.

V rozvoji onemocnéni hraji roli také epigenetické zmény jako methylace DNA, methylace
a acetylace histont, pfi¢emz tyto obvykle byvaji pozorovany az v pozd¢jsich stadiich onemocnéni
(Brigle a Rogers 2017). V pozdgjsich stadiich onemocnéni byvaji ¢asté hypermethylace cilovych
gent, jez mohou vést k rezistenci, bunééné adhezi a bunééné signalizaci. Demethylace histonti zase

vede K narustu transkripce a exprese nékterych onkogenti.

Iniciace Progrese onemocnéni

Germinalni centrum ‘ Kostni dien

Postgerminalni - - -
M -
B-lymfocyty GUS Doutnajici myelom

Primarni genetické udalosti

e Translokace IgH

Sekundirni genetické udilosti
» Hyperdiploidie

e Abnormality v po¢tu kopii
e Epigenetické zmény
e Ziskané mutace

Genetické léze

Diverzita nadorovych bunék
Obrazek 2: Uddlosti souvisejici s iniciact a progresi MM (upraveno podle Morgan et al. 2012)

Mikroprostifedi kostni diené je vyznamnym ¢Cinitelem ve vyvoji, prezivani a progresi
MM (Raab et al. 2009). Funkéné jej mizeme rozdélit na ¢ast bunéénou a nebunéénou. Bunééna
¢ast je tvofena hematopoetickymi bunkami zahrnujicimi myeloidni bunky, T a B lymfocyty,
NK bunky a osteoklasty, zatimco stromalni buiiky kostni dfen¢, mezenchymalni stromalni bunky
odvozené od kostni diené, fibroblasty, osteoblaty, adipocyty, endotelialni bunky a krevni cévy patii
mezi nehematopoetické bunky. Nebunécna ¢ast je pak tvofena extracelularni matrix a tekutinou,
najejiz produkci se podili buiiky kostni dfen¢ vcetné téch myelomovych, ato pod regulaci
parakrinnich a autokrinnich smycek. Tekutina je tvofena cytokiny, chemokiny, ristovymi faktory

a exosomy. Interakce mezi buiikami MM a stromalnimi buiikami kostni dfen¢ nebo proteiny
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extracelularni matrix maji vyznamny podil na zvySeném rlstu, pfezivani, migraci ¢i rezistenci
na lé¢iva (Chou 2012). Tyto interakce zprostfedkovavaji receptory na bunééném povrchu, jako jsou
integriny,  kadheriny, selektiny abunééné adhezivni  molekuly. Adheze  bunck
MM Kk hematopoetickym bufikam a stromalnim bunkam kostni diené¢ vede k sekreci cytokind
a rustovych faktord. Zatadit zde mizeme naptiklad interleukin-6, interleukin-10, insulinu podobny
rustovy faktor 1, vaskularni endotelialni riistovy faktor, proteiny z rodiny tumor nekrotizujiciho
faktoru, transformujici ristovy faktor B1. Tyto pak mohou vést k imunosupresi a vzniku lytickych
kostnich 1ézi (Raab et al. 2009). Adheze bunék MM Kk proteinim extracelularni matrice jako jsou
fibronektin, laminin, kolagen a vitronektin zptsobuji zvySenou produkci proteinti regulujicich
bunéény cyklus a anti-apoptotickych proteini (Chou 2012). To muze mit za disledek vznik
kostnich 1ézi diky nevyvazené funkci osteoblastil a osteoklastli. Osteoblasty jsou potla¢eny inhibici
Wnt drahy, naopak osteoklasty jsou diky amplifikaci RANK drahy a aktivit¢ makrofagového
zanétlivého proteinu la aktivovany. Indukce proangiogennich faktord pak jesté zvySuje hustotu
mikrovaskularni cirkulace v kostni dfeni a odpovida za abnormalni strukturu cév vyzivujicich

myelom.

2.2 Priznaky a diagnostika

Ptiznaky se U pacienti mohou vyskytovat po riznou dobu, pficemz obvykle nebyvaji pfili§
specifické (Brigle a Rogers 2017). Nicmén¢ je mozno uvést nejcastéji udavané symptomy pacientd,
jimz byl MM diagnostikovan. Mezi tyto patéi unava, ubytek na vaze, opakujici se infekce,
leukocytopenie, trombocytopenie, periferni neuropatie, bolest zptisobena poskozenim kostni tkan€,
anémie aselhani ledvin (Brigle a Rogers 2017, Laubach etal. 2011). Poslednich n&kolik
zminénych patfi mezi takzvana ,,CRAB®“ kritéria, popisujici poskozeni organli souvisejici
s myelomem. Tato jsou charakteristickd pro MM a pomahaji jej odlisit od MGUS ¢i doutnajiciho
myelomu. Patfi zde rendlni insuficience, kdy k poskozeni ledvin dochazi ptedevsim akumulaci
nadbyte¢nych lehkych fetézcl v distalnim tubulu, kde interaguji s Tamm-Horsfall proteinem,
pri¢emz vznikaji voskové valce a dochazi k obstrukéni nefropatii (Laubach et al. 2011). Dale pak
hyperkalcémie, vznikla v disledku osteolyzy a kostni resorpce spojené s efluxem vapniku
do extracelularni tekutiny ataké v disledku nefunkénosti ledvin spolu se zvySenou tubularni
ledvin (Mehta 2015). Pak zde miZeme zafadit anémii, ktera byva obecné zplisobena infiltraci
kostni dien€, nebo dysfunkci ledvin, ale nejspis§ hraji roli i jiné faktory jako je nadmérna exprese
Fas ligandu a podobné (Laubach et al. 2011, Palumbo et al 2014). Poslednim z CRAB kritérii

je poskozeni kosti, které mulze zahrnovat lytické kostni 1éze, kompresi zlomeniny obratli,
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osteopenii €i osteopordzu. Tato poSkozeni pak mohou, ale nemusi vyvolavat bolest (Laubach

et al. 2011). Obecné jsou tato poskozeni zptisobena zménami v aktivité osteoblastii a osteoklastu.

Prestoze pfiznaky onemocnéni nemusi byt velmi specifické, kombinaci vhodnych
diagnostickych metod je mozno symptomaticky MM odhalit a odlisit jej od MGUS, doutnajiciho
myelomu, solitarnitho plazmocytomu i jinych nemoci plazmatickych bunék na zakladé kritérii
Mezinarodni pracovni skupiny pro mnohocetny myelom (Palumbo etal.2014). Diagnostika
zahrnuje Siroké spektrum rtiznych analyz, do nichz spadaji analyzy krevniho obrazu, analyzy moci,
biopsie kostni diené a radiologické hodnoceni (Brigle a Rogers 2017). Béhem laboratorni analyzy
je zkouman celkovy pocet krevnich bunék s diferencidlem akrevnimi destiCkami, laktat
dehydrogenaza, mikroglobulin, pfitomnost volnych lehkych fetézcti imunoglobulinti. Provadéna
je také elektroforéza sérovych proteini s kvantifikaci a imunofixaci monoklonalniho proteinu.
Mocova analyza sestava zelektroforézy simunofixaci pro sérové acelkové proteiny
ze 24hodinového vzorku moci. Biopsie kostni dfen¢ je nasledn€é hodnocena metodami
imunohistochemie a/nebo pritokové cytometrie, fluorescenéni in situ hybridizace a cytogenetiky.
Pro detekci skeletdlnich 1ézi se vyuziva pocitacové tomografie, magnetické rezonance
a pozitronové emisni tomografie. Od diive pouzivané rentgenové analyzy se upousti z ditvodu jeji

nizké citlivosti.

Diky kombinaci vySe zminénych metod je mozno pfifadit pacientim pfislusnou diagnézu
(Obrazek 3). Pro MGUS je nutna ptitomnost sérového monoklonalniho proteinu (IgG nebo IgA)
nizsi nez 3g/100 ml spolu s pfitomnosti klonalnich plazmatickych bun¢k kostni diené, které vSak
nepievySujici 10 % a zaroven nepfitomnost zadného z CRAB kritérii (Palumbo et al. 2014).
Doutnajici myelom jakozto mezistadium mezi MGUS a MM je charakteristicky pfitomnosti
sérového monoklonalniho proteinu (IgG nebo IgA) vyssi nebo rovnou 3 g/100 ml, nebo pritomnosti
tohoto proteinu ve vzorku moci v mnozstvi vét§im, nebo rovném 500 mg za 24 hodin a/nebo
ptitomnosti klonalnich plazmatickych bunék kostni dfené v rozmezi od 10 % do 60 % (Palumbo
et al. 2014, Rajkumar 2019). Ani v tomto pfipadé¢ nesmi byt pfitomno zadné z CRAB kritérii
(Palumbo et al. 2014). Pro vysloveni diagn6zy MM je pak nezbytné splnéni tiech podminek. Mezi
né patii podil klondlnich bunék kostni dfen€¢ vyssi nebo roven 10 %, nebo biopticky prokazany
kostni ¢i extramedularni plazmocytom. Dale pak pfitomnost sérového, nebo mocového
monoklonalniho proteinu (vyjma pacienti s nesekretonickou formou MM). Tretim kritériem

je pritomnost jednoho ¢i vice z CRAB kritérii.
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MGUS Doutnajici myelom MM
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plazmatickych bunék

< 10% Kklonalnich A/NEBO kostnf dfent
plazmatickych bunék . ostni drenc
K cqm.x 10-60% klonalnich
ostni dFené Lo - A
plazmatickych bunék
kostni diené Nejméné 1 z CRAB

Obrazek 3: Diagnosticka kritéria pro MGUS, doutnajici myelom a MM

2.3 Lécba

Pacienti s MGUS a doutnajicim MM V ¢asném stadiu jsou obvykle pozorovani bez 1é¢by (Laubach
etal. 2011). Davodem jsou chybéjici dikazy o pfinosu 1é€by asymptotického ¢i doutnajiciho
MM (Kyle aRajkumar 2004). Stiedni doba od diagndzy po progresi do symptomatického
onemocnéni je dva az tfi roky, presto existuji pacienti, jez zlstavaji bez progrese i nékolik let.
Pravé tov kombinaci Smoznou toxicitou 1é¢iv je davodem, pro¢ selécba téchto stadii
nedoporucuje. Lécbu tedy postupuji az pacienti se symptomatickym MM (Mehta 2015). Terapie
MM obecné zatim nevede k vyléCeni pacientll, nicméné zvySuje délku jejich pteziti. Novodobé
léebné plany zvysily pétileté preziti pacienti s myelomem do 75 let na vice nez 50 % (Gerecke
etal. 2016). U 3-20 % pacienti miZe Uplna remise trvat mnoho let. Rozhodnuti o typu 1écby
je ovliviiovano fadou faktorti v zavislosti na konkrétnim pacientovi (Laubach et al. 2011). Mezi
tyto patii vek, charakteristika onemocnéni, zdravotni komorbidity, zpusobilost podstoupit
transplantaci kmenovych bun€k a v neposledni fad¢ také preference pacienta. Pacienty je obecné
mozno rozdélit na dvé zakladni skupiny. Na zplsobilé pro transplantaci kmenovych bungk,
aty,jez znéjakého divodu zpusobili nejsou. V obou piipadech se obecné zaina takzvanou
indukéni terapii s cilem zastavit rust nadoru a dysfunkci organti spojenou s MM. Pacienti dostavaji
chemoterapeutika, které negativné ovliviiuji sbér kmenovych bunék, napt. melfalan v kombinaci
S proteasomalnim inhibitorem bortezomibem a steroidy, nebo imunomodulaénim lékem
thalidomidem (Mehta 2015). U téch, jez transplantaci kmenovych bunék podstoupit nemohou,
a neni mozno jim podavat vysoké davky 1é¢iva, muze tato terapie probihat po dobu neurcitou, nebo
do bodu nejlepsi reakce nasledované obdobim bez 1é¢by (Laubach et al. 2011, Rollig et al 2015).
Nicméné musi byt kladen diraz na dobrou snaSenlivost 1écby, aby se pfedeslo vyznamnym
toxickym ucinkiim, nemocnosti ¢i umrti (Rollig etal. 2015). Lécba by méla byt podavana

po nékolik cykll, protoze kvalita odpovédi se Vv pribéhu casu casto zvySuje. U pacientil
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zpusobilych podstoupit transplantaci probiha tato terapie s cilem dosahnout maximalni odezvy pred
zahajenim 1éby vysokymi davkami, ktera mé po transplantaci kmenovych bunék za nasledek jeste
vy$8i miru remise. V pfipade, Ze pacient podstupuje autologni transplantaci kmenovych bunék
je nutno jejich odbér provést v bodu maximalni odpovédi, pfed zahajenim vysokodavkové terapie
(Laubach et al. 2011, Rollig et al. 2015). Obdobné jako v ptedchozim ptipadé jsou pouzivana nova
1é¢iva jako proteasomalni inhibitory, steroidy, imunomodula¢ni léky v kombinaci s konvenénimi
chemoterapeutiky (Rollig etal 2015). Tato 1ééba trva obvykle vrozmezi 4 az6 mésicu
a je nasledovana nejcastéji autologni transplantaci kmenovych bunék s melphalanovou udrzovaci
1é¢bou (Mehta 2015). Ve vyjimecnych ptfipadech byva provadéna také allogenni transplantace
kmenovych bun€k, nicméné jejim velkym limitem je podminka v€ku pacienta pod 50 let a HLA
identicky sourozenec (Dalton et al. 2001). Diky tomu je tento typ transplantace mozno vyuzit
pouze pro velmi tizkou skupinu pacientl, navic je zde velké riziko reakce $tépu proti hostiteli, ktera
muze vést kinfekci azsmrti pacienta. Ne&které studie vSak naznauji, Ze v dasledku
protinadorového ucinku $tépu by alogenni transplantace kmenovych bunék mohla byt jedinou

skutecné 1écebnou terapii MM.

Piestoze 1é€ba pacientt s nové diagnostikovanym MM je v souCasné dobé pomérné
efektivni, stale se nelze vyhnout relapsim onemocnéni (Martin a Huff 2019). V téchto piipadech
jenutna dalsi terapie, ktera miZe zahrnovat rizné kombinace schvalenych 1é¢iv. Vyznamnymi
skupinami 1é¢iv s vysokou aktivitou jsou imunomodulacni latky (lenalidomid a pomalidomid),
inhibitory proteasomu (bortezomib, carfilzomib, ixazomib) a molekularni protilatky (daratumumab
a elozutumab). Tyto pak mohou byt kombinovany s dal$imi aktivnimi 1é¢ivy, jako jsou
kortikosteroidy, alkylacni latky, anthracykliny inhibitory histondeacetylas a dalSimi

chemoterapeutiky.

Vyznamnou soucasti 1é¢by pacientd s MM je také takzvani ,,podpurna péce®, ktera vede
ke zvladnuti komplikaci souvisejicich s 1é¢bou, jakoz i zvladnuti nepiiznivych u¢inkt pouZivanych
lé¢iv (Gerecke etal. 2016). Mezi tyto komplikace patii naptiklad bolest, periferni neuropatie,
neutropenie, snizené mnozstvi protilatek, zvySend nachylnost k infekcim, hyperkalcémie, zhorSena
funkce ledvin a zilni tromboembolismus. Do této terapie lze tedy zatradit 1éky k tiSeni bolesti,
(Gerecke etal. 2016, Multiple myeloma research foundation). Jako vhodné se povazuje také
dodrzovani ockovacich plani pro snizeni rizika ptenosnych infekci (Laubach et al. 2011).
AV neposledni tadé také pomoc specialistt na duSevni zdravi, jako jsou psychiatii nebo
psychologové, diky nimz se zvySuje schopnost pacienta vyrovnat se Se stresem spojenym

s diagnostikou a 1é¢bou onemocnéni.
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3 Proteasom

3.1Funkce

Proteasom plni v buiice hned nékolik dulezitych funkci. Nejcastéji byvaji popisovany funkce
proteolytické, ato bud’ v zévislosti na ubikvitinaci nebo bez ni. Tyto drahy jsou v nasledujicich
kapitolach popsany podrobnégji. Kromé proteolytickych funkci se mlize zapojovat také
neproteolyticky, k ¢emuz nejéastéji dochazi prostfednictvim ATPasovych podjednotek c&astice
19S (DeMartino a Gillette 2007). Timto se regulacni Castice podili na riznych bunéénych

procesech zahrnujicich transkripci, opravu DNA a remodelaci chromatinu.

3.1.1 Proteasom-ubikvitinovy systém

Ubikvitin-proteasomalni  systém (UPS) je vysoce selektivni systém degradace proteini
v eukaryotickych bunkach, ktery se podili na degradaci vice nez 80 % bunécnych proteint
(Wang a Le 2019). V ramci buniky mize hrat UPS dvé zakladni role, bud’ mize udrzovat kvalitu
bunek rozkladem abnormalnich, nebo poskozenych proteini, nebo mtze fidit zadkladni biologické
procesy Vv buitkach rozkladem proteini se specifickymi funkcemi. Tim se podili na dilezitych
fyziologickych a biochemickych procesech, kam muizeme zatadit napiiklad rust a diferenciaci
bunek, bunécny metabolismus, imunitni odpoveéd’, nebo také replikace a opravy DNA, coz

ma spolecné za dusledek spravnou funkci tkani a organt.

Aby mohl byt protein degradovan cestou zavislou na proteasomu, musi byt nejprve
ubikvitinovan (Roos-Mattjus a Sistonen 2004). Pii tomto procesu je na protein, jez je urCen
k degradaci za pomoci enzymt kovalentné, navazano nékolik malych polypeptidi (ubikvitind).
Takto oznaCené proteiny jiz mohou byt rozpoznany proteasomem, kde dochazi k recyklaci

ubikvitinu a degradaci cilového proteinu.

1.1.1.1 Ubikvitin

Ubikvitin je jednim z nejrozsitenéjSich postranslacnich modifikatorti proteinti (Zheng a Shabek
2017). Je tvofeny 76 aminokyselinami (Zheng a Shabek 2017) a jeho struktura je mezi vSemi
eukaryotnimi organismy vysoce konzervovand, coz umoziuje rozpoznani jeho povrchovych
struktur doménami vazajicimi ubikvitin (Komander a Rape 2012). Z hlediska formace
lysint), ktery slouzi jako pfipojovaci misto pro sestaveni fetézce, ¢imz nabizeji nespocet moznosti

pro sestaveni specifického polymeru (Akutsu et al. 2016). Samotné proteinové substraty pak
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mohou byt ubikvitinem modifikovany na jednom, nebo vice lysinovych zbytcich, a to bud’ jedinou
molekulou ubikvitinu, nebo rizné dlouhym ubikvitinovym fetézcem. Rozmanitost ubikvitinového
kodu je dale podpofena riznymi moznostmi vazby ubikvitinu v fetézci. Vznikaji tak fetézce
homotypické, obsahujici pouze jeden typ vazby a fetézce heterotypické majici smiSené typy vazeb
Vv ramci jednoho polymeru; tento typ fetézce se navic miize dale vétvit. Krom toho mohou byt
molekuly ubikvitinu modifikovany postranslaénimi modifikacemi. Rizné moznosti ubikvitinace
proteinll a rozmanitost v ubikvitinovych fetézcich umoznuje ubikvitinu plnit celou fadu funkei.
I kdyZ je nejcastéji ubikvitin spojovan s degradaci proteintt 26S proteasomem (Clague a Urbé
2010), ptfi niz dochazi k modifikaci proteinovych substrati nejcastéji  pfipojenim
polyubikvitinylovych fetézct, v nichz jsou ubikvitiny propojeny ptes lysin 48 nebo lysin 11 (Zheng
a Shabek 2017), je ubikvitin zapojen také do zbyvajicich dvou degradac¢nich drah proteinti u savct,
coz se tyka degradace lysozomem a autofagozomem (Clague a Urbé 2010). Krom funkci
proteolytickych byly zjistény také jeho dalsi role v fizeni transportu pres membrany, aktivaci
protein kinaz, opravé DNA a v regulaci dynamiky chromatinu (Chen a Sun 2009). Naopak

deregulace ubikvitinového systému muize vést k rozvoji mnoha onemocnéni (Akutsu et al. 2016).

1.1.1.2 Enzymy ubikvitina¢ni kaskady

Kovalentni vazba ubikvitini na cilovy protein probihd v n€kolika krocich zahrnujicich sekven¢ni
akci 3 enzymu oznaCovanych jako El, E2 a E3, z nichz kazdy masvou roli (Li et al. 2018).
Ubikvitin-aktivujici enzym, El, je zodpovédny za aktivaci ubikvitinu nezbytnou pro vSechny
modifikace (Myung et al. 2001). Zprostfedkovava pienos ubikvitinu na enzym E2 za spotieby ATP
(Burger a Seth 2014). Ubikvitin-konjuga¢ni rodina enzymi, E2, je tvofena téméf 40 cleny
(Lietal. 2018). Tyto enzymy zprostiedkovavaji konjugaci ubikvitinu k substratim a tim kontroluji
stabilitu proteint a interakce v ramci UPS. Ubikvitin ligazy, E3, jsou u eukaryot tvofeny stovkami
¢lend, diky cemuz jsou schopny pracovat v odlisnych bunéénych kontextech, reagovat na riizné
bunécné signaly a zpracovavat riizné proteinové substraty (Zheng a Shabek 2017). Jako takové jsou
tedy E3 ligazy zodpovédné za specifitu pfi cileni na zajmové proteiny (Li et al. 2018). Jejich
ukolem je, interakci se substratem a E2 na niZ je vazan ubikvitin, zprostiedkovat finalni krok
ubikvitinace pifi némZ dochazi k vytvofeni isopeptidové vazby mezi g-aminoskupinou lysinu

substratu a C-terminalni karboxylovou skupinou ubikvitinu (Zheng a Shabek 2017).

1.1.1.3 Priibéh degradace ubikvitin proteasomalnim systémem
Jak jiz bylo zminéno vyse, kovalentni vazba ubikvitini na cilovy protein je zprostfedkovana
pomoci 3 enzymu oznacovanych jako El, E2 a E3 (Kudriaeva a Belogurov 2019). Cely proces

zacind tim, ze enzym E1 ve dvou krocich, zavislych na ATP, aktivuje ubikvitin vytvofenim
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thioesterového komplexu E1-ubikvitin s vysokou energii. Takto aktivovany ubikvitin je nasledné
pfenesen naubikvitin konjugujici enzym E2. Kruhovd doména nesouci E3 ligdzu se vaze
na E2 a substrat a ptenasi je do vzdalenosti dostate¢né pro E2 ke katalyzaci pienosu ubikvitinu
na substrat. Druhd cast enzymu E3, takzvanda HECT doména, nesouci ubikvitin-ligdzu nezavisle
katalyzuje ptfenos ubikvitinu na aminoskupinu cilového proteinu. Touto cestou je tedy ubikvitin
ptenesen na lysinovy zbytek substratu (Roos-Mattjus a Sistonen 2004). Tato enzymaticka kaskada,
pfi niz dochazi k vazbé ubikvitinu na lysin 48 nebo lysin 11 se nékolikrat cyklicky opakuje
za vzniku polyubikvitinylovaného fetézce, coz vede k degradaci proteinu. V nékterych piipadech
byva popisovan jesté Ctvrty enzym, E4,jedna se 0 ubikvitin ligazu katalyzujici prodluzovani
ubikvitinového fezézce (Kudriaeva a Belogurov 2019). Po n¢kolika cyklech ubikvitinace je cilovy
protein pfipraven pro rozpoznani proteasomem a degradaci (Roos-Mattjus a Sistonen 2004). Cely

priabéh ubikvitinace proteinil je zndzornén na obrazku 4.

Ub
Ub
Cilovy Ub
protein Ub
Ub Ub Ub

\ Ub Ub \ C)
Cilovy Cilovy
E1l # E1l # K2 # protein —> protein

/

E2 E3

ATP

Obrazek 4: Schéma ubikvitinace proteinii (upraveno podle Tsukamoto a Yokosawa 2009).

Za rozpoznani ubikvitinovaného proteinu proteasomem je zodpoveédna regulacni ¢ast, ktera
ma rozmanitou Skalu ubikvitinovych receptortt (Ehlinger a Walters 2013). Mezi tyto patii
Rpnl10 a Rpnl13, jez maji vyhrazena vazebna mista v regulacni Casti. Déle zde spadaji také dalsi
ubikvitinu podobné proteiny (ubiquitin-like a ubiquitin-associated), které pravdépodobné pienaseji
ubikvitinovany substrat k proteasomu prostiednictvim vice piekryvajicich se dokovacich mist.
Krom¢& rozpoznani ubikvitinovaného substratu je pak tato c¢ast zodpovédna za rozvinuti
a translokaci vybranych substrati do lumen proteasomu 20S (Borissenko a Groll 2007). K aktivaci
proteasomu dochazi po vazbé ubikvitinovych konjugatd a ATP, které spoustéji reverzibilni
strukturni zmény 19S a otevieni brany 20S proteasomu (Colllins a Goldberg 2017). Tento
aktivovany stav, je potom udrZovan, dokud substrat neni deubikvinovany a neunikne, nebo

nepodstoupi degradaci.

Vazba ubikvitinovaného substratu vyvoldva v komplexu 19S fadu strukturnich zmén
(Colllins a Goldberg 2017). Tyto pak pravdépodobné odpovidaji za jeho zvySenou katalytickou

aktivitu. Nejvyznamnéj$imi zménami pozorovanymi pomoci kryogenni-elektronové mikroskopie
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jsou roz$ifeni centralniho tranzitniho kanalu pro substrat pfes APasovy kruh a jeho zarovnani
se vstupni branou do 20S. K otevieni brany do centralni castice dochazi, kdyz se C-terminalni
HbY X motivy (Hb: hydrofobni; Y: tyrosin nebo fenylalanin; X: jakakoliv aminokyselina) na tfech
19S ATPazach (Rpt2, Rpt3 a RptS) vazou na lysiny a-kapes centralni ¢astice (Colllins a Goldberg
2017, Rousseau a Bertolotti 2018). Tato interakce vyvolava v centralni ¢asti konformaéni zmény
premisténim N-terminalnich ocaskd a-podjednotky z centra jadrové ¢astice (Rousseau a Bertolotti
2018). Tim dochazi k otevieni brany do této ¢astice, kdyZ je substrat navazan. Zda se, Ze zbyvajici
tfi konce, které jsou non-HbYX, pak udrzuji spojeni mezi regula¢nimi a jadrovymi casticemi
(Colllins, a Goldberg 2017). Zaroven existuji také mechanismy branici pfed¢asnému spojeni téchto
dvou ¢asti (Rousseau a Bertolotti 2018). Tento krok je pro aktivaci proteasomu nezbytny, jelikoz
bez néj je pristup do stfedu a-prstence blokovan N-terminalnimi konci a-podjednotek. Pravé tyto

konce tak brani neselektivnimu vstupu a destrukci bunéénych proteinti (Colllins a Goldberg 2017).

Vétsina ubikvitinovanych substratti v nativni formé vSak nemtiize prochdzet do axialniho
kanalu jadrové Castice, jelikoz je tento kandl iV oteviené formé pro jejich prichod pitilis uzky
(Ehlinger a Walters 2013). Dalsi piekazkou je také to, Ze ubikvitin vytvari velmi stabilni struktury,
jejichz teplota tani piesahuje 80 °C. Pfeména takto stabilné slozenych proteinti probiha pomalu
Vv zavislosti na vysoké energii potfebné pro jejich termodynamickou destabilizaci. Z toho divodu
je odstranéni ubikvitinu pomoci deubikvitinaénich enzymymu a jeho recyklace koordinovana
s rozvolnénim substratu a jeho translokaci do jadra k proteolyze. Viko se béhem proteolytického
cyklu otaci (Budenholzer et al. 2017). Diky témto pohybiim, miize dochazet k pfemisténi substrati
z jejich plvodnich vazebnych mist v regula¢ni c¢asti do poloh umoznujicich jejich rozvinuti
ATPazami baze a deubikvitinaci pomoci Rpnl1. Rpnl1 je proteasomalni deubikvitinacni enzym,
ktery $tépi ubikvitinové fetézce poté, co byly substraty ireverzibilné zapojeny do uzkého
proteasomalniho vstupniho kanalu (Rousseau a Bertolotti 2018). Ubikvitin C-terminalni hydrolaza
(USP14; Ubp6 v kvasinkach) a ubikvitin C-terminalni hydrolaza UCH37 (také znama jako
UCHLS) jsou také deubikvitinacni enzymy, které mohou byt spojovany s proteasomem
a deubikvitylaci. Za rozvinuti proteind jejich translokaci do proteolytické komory v 20S ¢&asti jsou
tedy zodpovédné ATPazy baze (Sharon et al. 2006). To je tizeno heterohexamerickym motorem
Rptl-Rpt6, ktery funguje jako motor proteasomu, premeénujici chemickou energii vazby ATP

a hydrolyzy na mechanickou praci (Bard et al. 2018).

Na rozdil od typickych proteas ma 20S proteasom schopnost $té€pit témef vSechny vazby

Mrwe

proteolytickych aktivit ve vnitini proteolytické komote proteasomu. Obvykle je jeho proteolyticka
aktivita popisovana na zéklad¢ jeho preferenci ke Sté€peni peptidové vazby bezprosttedné po urcité
aminokyselin€. Diky tomu mtzeme popisovat aktivitu chymotrypsinovou, kdy ke $tépeni dochazi

po objemnych hydrofobnich aminokyselinovych zbytcich, pfipominajici chymotrypsin. Dale
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aktivitu trypsinovou, kde $té€pi peptidovou vazbu za bazickymi zbytky, analogickymi k trypsinu.
Po kyselych zbytcich dochazi ke Stépeni u post-glutamyl peptidové hydrolyzacni, neboli kaspdzové
aktivity. Kromé téchto dobfe charakterizovanych proteolytickych aktivit jetaké znamo,
ze proteasom 20S madveé dalSi proteolytické aktivity. Jednd se 0 aktivitu zamétfenou
na aminokyseliny s vétvenym postrannim fetézcem a na malé neutralni aminokyseliny. Zatim vSak
neni znamo, zda tyto aktivity jednoduse odrazeji Sirokou specificnost katalytickych podjednotek,
které jsou odpovédné za vySe uvedené tii klasické aktivity, nebo se jedna o dosud neidentifikovany

katalyticky mechanismus.

3.1.2 Degradace nezavisla na ubikvitinu

Jak jiz bylo zminéno vySe, zna¢na ¢ast bunéénych proteind je degradovana pomoci UPS (Wang
a Le 2019). Aby mohl byt protein degradovan touto cestou, musi byt nejprve oznacen ubikvitinem.
Nicméné existuji také ptipady, kdy k proteasomalni degradaci dochézi i bez ptedchozi ubikvitinace
(Hwang et al. 2011). Odhady tikaji, ze touto cestou by mohlo byt degradovano az 20 % celkovych
bunécénych proteint (Sanchez-Lanzas a Castafio 2014). Pfestoze se jedna o dva odlisné degradacni
mechanismy, neznamena to, ze by se vzajemné vylucovaly (Ben-Nissan a Sharon 2014). Ruzné
populace stejného proteinu tak mohou byt degradovany rozlisSnymi zpiisoby. V ptipadé¢ degradace
nezavislé na ubikvitinu je jeho role pro degradaci proteasomem nahrazena jinym proteinem, nebo

degrada¢nimi signaly v sekvenci proteinu, jez ma degradaci podstoupit (Orlowski a Wilk 2003).

Obvykle byvaji popisovany dva rizné mechanismy, jimiz k tomuto jevu dochazi (Hwang
et al. 2011). Prvnim z nich je asociace substratu s katalytickou podjednotkou 20S, k niz dochazi
Casto pomoci dalSich proteint. Timto typem byvaji degradovany nckteré proteiny vykazujici
abnormalni strukturu, Spatné slozené, staré i vysoce oxidované proteiny. Hydrofobni oblasti
rozvinutych fetézct, pak zastavaji roli ubikvitinu (Sorokin et al. 2009) azvySuji moznost
rozpoznani pomoci 20S Eastice (Hwang et al. 2011). Rozvolnéna struktura takovychto proteini
spolu s jejich schopnosti otevfit branu do jadra 20S proteasomu, jsou pravdépodobné odpovédny
za to, ze v tomto piipadé neni nutna regulacni ¢astice 19S (Sorokin et al. 2009, Hwang et al. 2011).
Druhd varianta pak probiha prostiednictvim funkce proteasomovych aktivatori (Hwang
et al. 2011). Jsou to komplexy, které asociuji s 20S ¢astici a moduluji jeji funkci. Touto cestou
je degradovana naptiiklad ornitindekarboxyldza nebo proteiny p21, pl4, SRC-3. Mezi
proteasomové aktivatory mlzeme zatadit napiiklad PA28af vyskytujici se v cytosolu, jaderny

PA28y nebo PA200 (Ben-Nissan a Sharon 2014).
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3.1.3 Dalsi funkce proteasomu

Regulacni castice 19S se neproteolyticky podili na nukleotidové excisni opravé prostiednictvim
Rad23 (Reed a Gillette 2007). A to nezavisle na de novo syntéze proteind, proto jsou tyto opravy
kontrolovany prostfednictvim interakce s jiz existujicimi proteiny. DalSi neproteolytické funkce
pak proteasom zastava v prabéhu transkripce (DeMartino a Gillette 2007). Béhem iniciace
se slozky 19S proteasomu zapojuji do ,,stripovani® aktivatorti z promotorti a stimuluji interakci
na promotoru (Durairaj a Kaiser 2014). V roce 2002 Ferdous et al., publikoval ¢lanek, v némz
popisuje také nezbytnost 19S ¢astice pro uspésnou transkripéni elongaci pomoci RNA polymerazy
Il vsav€ich systémech. Zde prokézal, ze neproteolytickd aktivita 19S Céstice je nezbytna
pfedev§im pro aktivovanou transkripci, kterou ovlivituje plsobenim v pribéhu elongacni faze,
nebo v pribéhu faze, ktera ji v transkripénim cyklu ptedchazi. Svou roli ma také v remodelaci
chromatinu, kdy ATPasy tvofici 19S ¢astici zprostiedkovavaji umlceni gent v oblastech telomer
tim, Ze kontroluji methylaci histonu H3 v zavislosti na ubikvitinaci histonu H2B (DeMartino
a Gillette 2007).

Imunoproteasomy specializované $tépi zajmové proteiny za vzniku vysoce kvalitnich peptidd
pro prezentaci molekul hlavnimu histokompatibilnimu komplexu prvni tiidy a aktivaci
cytotoxickych T-lymfocyti (Eskandari et al. 2017). Roli hraje také v regulaci zanétlivych drah,
a to prostfednictvim piimého efektu na transkripéni aktivatory ana secernované prozanétlivé
cytokiny. Tyto zavisi na typu buiiky ve smyslu navozeni nebo rozruSeni diferenciace a expanze
imunitnich bun€k. Dale se podili také na diferenciaci B a T-lymfocytt. U B-lymfocytd bylo pokusy
na mysich zjisténo, Ze snizené mnozstvi imunoproteasomu vede k snizeni jak celkového poctu
B-lymfocyti, tak jejich Zivotaschopnosti a funk¢nosti. Imunoproteasomova aktivita pak podporuje
diferenciaci pomocnych a efektorovych T-lymfocytl, zatimco potlacuje diferenciaci regulacnich
T-lymfocytli. Ve srovnani s konstitutivnim proteasomem je pak mozno zminit také mnohem
efektivnéjsi proteolytickou aktivitu vedouci k nartistu viability bun€k vystavenych zvySenému

oxidativnimu stresu a poskozenim zptsobenych cytokiny.

3.2 Struktura proteasomu

3.2.1 Konstitutivni proteasom

Proteasom je mnohoproteinovy enzymaticky komplex (Adams 2003) s molekulovou hmotnosti
2500000 Da asedimentaénim koeficientem 26S (Borissenko a Groll 2007). Proteasomy

se vyskytuji vjadfe acytosolu, pfiCemz mohou pfedstavovat az 1% bunéénych proteind
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vyskytujicich  se u eukaryot (Burger aSeth 2004). FEukaryotni proteasom se sklada
z 20S katalytické casti, ktera je na kazdém konci uzaviena 19S regulacni ¢asti (Borissenko a Groll

2007). Schématicky je struktura proteasomu a jeho ¢asti zndzornéna na obrazku 5.

Proteasom 20S je velka proteasa valcovitého tvaru s molekulovou hmotnosti kolem
700 000 Da (Borissenko a Groll 2007). V této casti se nachazeji proteolyticky aktivni mista
(Tsukamoto a Yokosawa 2009). Dochazi zde k degradaci proteinii za vzniku peptidi o délce
3-25 aminokyselin  (Adams 2003). Komplex 20S proteasomu je tvofen 28 proteinovymi
podjednotkami, které jsou uspotadany do Ctyi prstencti (Borissenko a Groll 2007). Vng&jsi dva
obsahuji sedm podjednotek o a dva vnitini prstence se skladaji ze sedmi podjednotek 3 (Burger
a Seth 2004). Dva vngjsi prstence tvori komplex s 19S regulacni ¢asti a vytvaii uzky kandl, jimz
mohou prochdzet proteiny pouze v denaturovaném stavu (Adams 2003). Katalyticka komora
je tvofena dvéma vnitinimi [ prstenci (Adams 2003), znichz kazdy obsahuje pouze tfi
proteolyticky aktivni [ podjednotky (B1, B2, B5), zatimco ostatni podjednotky jsou neaktivni
(Borissenko a Groll 2007). Tato mista se lisi v substratové specifité¢ a aktivité, pti¢emz byla
pojmenovana po enzymech, které vykazuji stejnou proteolytickou aktivitu nebo specifitu (Adams
2003). Jedna se 0Pl podjednotku obsahujici katalytické misto pro kaspazovou aktivitu,
B2 podjednotku s katalytickym mistem pro trypsinovou aktivitu a podjednotku 5 s katalytickym
mistem chymotrypsinové aktivity (Tsukamoto a Yokosawa 2009).

Regulaéni ¢astice 198 je zodpovédna za rozpoznavani, rozvinuti a translokaci vybranych substratt
do jadra proteasomu 20S po otevieni bran tvotfenych a-prstenci (Rousseau a Bertolotti 2018).
Sklada se ze dvou zakladnich casti: baze a vika, které sestavaji ptiblizné z 20 rtznych podjednotek
(Tsukamoto a Yokosawa 2009). Vzhledem k tomu, Ze nazvoslovi jednotlivych podjednotek se lisi
Vv zavislosti na organismu, je v nasledujici Casti, pro vyssi prehlednost, uzivano oznaéeni zavedené
u Saccharomyces cerevisiae. Odpovidajici ozna¢eni pro lidské proteiny spolu se zakladnim
prehledem jejich funkci je uvedeno v tabulce 1. Baze je tvofena Sesti riznymi ptibuznymi AAA*-
ATPasovymi podjednotkami, které jsou oznacovany jako Rpt1-6 a ¢tyfmi
non-ATPasovymi podjednotkami RP non-ATPasa 1 (Rpnl), Rpn2, Rpn10 and Rpnl13 (Rousseau
a Bertolotti 2018). Sest AAA*-ATPasovych proteinti vytvaii heterohexamerni kruh (Rousseau
a Bertolotti 2018) tim, ze podjednotky sdruzuje ve tiech parech (Rpt1-Rpt2, Rpt3-Rpt6, Rpt4-Rpt5)
uspotadanych v nasledujicim pofadi Rptl-Rpt2-Rpt6-Rpt3-Rpt4-Rpt5. (Budenholzer et al. 2017).
Kazda ztéchto Rpt podjednotek ma N-konce a-helixu a oligonukleotid vazebnou doménu, nebo
oligosacharid vazebnou doménu v ptipade kvasinek, kterd se v hexamernim uspotfadani preskupuje
do jiného N-kruhu nad AAA+ kruhovou doménou (Bard et al. 2018). Tyto Rpt proteiny pouzivaji
konzervované smycky vstupujici z jejich AAA™ domény do centralniho poéru motoru k zachyceni
proteinovych substratli, jejich rozvinuti mechanickou silou a nasledné premisténi do jadra

20S proteasomu. Non-ATPasové podjednotky baze Rpnl a Rpn2 obsahuji velké a-solenoidy,
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majici nékolik vazebnych mist pro ubikvitin a ubikvitinu podobné proteiny v pfipadé Rpnl
a vazebné misto pro ubikvitinovy receptor Rpnl3 na Rpn2. Podjednotka Rpnl0 slouzici jako
ubikvitin receptor premostuje komplex baze a vika. Viko je tvofeno deviti non-ATPasovymi
podjednotkami oznaCovanymi jako Rpn3, Rpn5-Rpn9, Rpnll, Rpnl2 aSeml (Rousseau
faktor 3 doménu  zahrnujici Rpn3, Rpn5-7, Rpn9 a Rpnl2 a Mprl-Padl
N-terminalni doménu do niz spadaji Rpn8 a Rpnll (Bard et al. 2018). Dale proteasom obsahuje
jeste jeden nebo dva pridatné deubikvitinacni enzymy Ubp6 a Uch37.

v r

19S Regulacni ¢ast

26S PROTEASOM
208 Katalyticka ¢ast

¢ni ¢ast

w

19S Regula

——
Obrazek 5: Struktura proteasomu (upraveno podle Bedford et al. 2010)
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Tabulka 1:Nazvoslovi proteasomdlnich podjednotek a jejich funkce (upraveno podle Bard et al. 2018).

Subkomplex S. cerevisiae  H. sapiens Funkce
Baze Rptl PSMC2/S7 ATPasa
Rpt2 PSMC1/S1 ATPasa
Rpt3 PSMC4/S6 ATPasa
Rpt4 PSMC6/S10 ATPasa
Rpt5 PSMC3/S6a ATPasa
Rpt6 PSMC5/S8 ATPasa
Rpnl PSMD2/S2 Vazba Ubp6
a ubikvitin/ubikvitin-like
proteind
Rpn2 PSMD1/S1 Strukturni
Rpn10 PSMD4/S5a Piidatny  faktor, = Vazba
ubikvitin/ubikvitin-like
proteind
Rpnl3 ADRM1 Vazba  ubikvitin/ubikvitin-
like proteini
Viko Rpn3 PSMD3/S3 Strukturni
Rpn5 PSMD12 Strukturni
Rpn6 PSMD11/S9 Strukturni
Rpn7 PSMD6/S10 Strukturni
Rpn8 PSMD7/S12 Strukturni
Rpn9 PSMD13/S11 Strukturni
Rpnll PSMD14/Poh1/Padl Deubikvitinasa
Rpni2 PSMD8/S14 Strukturni
Seml PSMD9/Dss1/Rpn15 Strukturni
Asociované Ubp6 Uspl4 Deubikvitinasa
deubikvitinasy Uch37 Deubikvitinasa
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3.2.2 Imunoproteasom

Kromé& vyse popsaného konstitutivniho proteasomu mulze v imunitnich bunkach dochazet
ke vzniku takzvanych imunoproteasomu (Eskandari et al. 2017). K tomu dochazi, jestlize jsou
buiiky hematopoetického pivodu vystaveny bud prozanétlivym cytokinlim, mezi néz patii
napiiklad interferon-y, tumor nekrotizujici faktor a a lipopolysacharid, nebo stresorim, jez nejsou
zavislé na cytokinech, jako je oxida¢ni stres. Konstitutivné jsou pak imunoproteasomy
exprimovany v bunikach sleziny (Dahlmann 2016). V obou pfipadech dochazi k tomu, Ze jsou
do katalytické podjednotky 20S misto podjednotek B1, B2, BS zaclenény indukovatelné katalytické
podjednotky LMP2 (B1i), MECL-1 (B2i) a LMP7 (B5i), (Eskandari etal.2017). Ani regula¢ni
Castice 19S v piipad¢ imunoproteasomu nezlstava beze zmény, naopak byva nahrazovana mensim
a lehéim komplexem 118, oznaCovanym také jako PA28. Piesto vznikaji hybridni molekuly
imunoproteasomu nesouci bud’ jednu z regulacnich Castic 19S nebollS, ¢i obé tyto cCastice.
Komplex 118S, pak narozdil od 19S zodpovédného za vazbu ubikvitinovanych proteinti, nejspis

usnadniuje zpracovani neubikvitinovanych peptidovych substratt.

3.3Proteasom jako terapeuticky cil

Jak jiz bylo zminéno vyse, UPS odpovida za degradaci vétSiny regulacnich proteint
v eukaryotickych bunkach vcetné proteinti, které kontroluji progresi bunééného cyklu, apoptoézu
aopravy DNA (Moreau et al. 2012). Mezi takto regulované proteiny, u nichz byla prokazana
spojitost s rakovinou, patii napiiklad tumorsupresory p53 a p27, povrchové receptory rustovych
faktoru, receptor pro epidermalni rustovy faktor ¢ireceptor transformujiciho ristového faktoru
B (Burger a Seth 2014). Naruseni proteasomové aktivity vede k zastaveni ristu a bunécné smrti
kvili indukci apoptotické kaskady v dasledku rychlé akumulace nekompatibilnich regulacnich
proteint v bufice (Moreau et al. 2012). NaruSena je zaroven také angiogeneze a vyvoj novych
krevnich cév z endotelidlnich bunék (Frankland-Searby a Bhaumik 2011). Vzhledem k faktu,
ze rakovinné bunky obecné vykazuji vyssi hladiny proteasomové aktivity ve srovnani s buiikami
normalnimi, pfiCemz jsou citlivéj§i na proapoptotické ucinky inhibice proteasomu, cini

to z proteasomu racionalni terapeuticky cil v onkologické 1écbé (Moreau et al. 2012).

Za vhodny terapeuticky cil je povazovan také imunoproteasom (Cromm a Crews 2017).
Diky faktu, Zebyva spojovan svyvojem aprogresi neurodegenerativnich onemocnéni,
autoimunitnich poruch, zanéti a také nékterych malignit mohla by jeho inhibice pfinést vyznamny
terapeuticky potencidl. Cilenim na imunoproteasom lze dosahnout selektivnéjsi inhibice

v rakovinnych bunkach, coz vede k rozsifeni terapeutického okna (Park et al. 2018).
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3.3.1 Znamé inhibitory proteasomu

Soucasné inhibitory proteasomu muzeme dle jejich ptivodu rozdélit na dvé zakladni skupiny,
a to inhibitory syntetické a ptirodni (Myung et al. 2001). Zatim co ptirodni inhibitory proteasomu
vykazuji Sirokou variabilitu v kostie hlavni struktury, syntetické inhibitory jsou zalozeny obvykle
na bazi peptidi. Zaroven je mizeme d¢lit také na zaklad¢ inhibi¢niho mechanismu (Tsukamoto
a Yokosawa 2009). V tomto piipadé pak piipada v avahu pét skupin zahrnujicich peptidové
aldehydy, peptidové vinylsulfony, peptidové boronaty, peptidové epoxy-ketony a f-laktony
(Frankland-Searby a Bhaumik 2011). Vé&tSina soucasnych inhibitord cili na podjednotku
BS, vykazujici chymotrypsinovou aktivitu (Cromm a Crews 2017). Inhibice pravé této podjednotky
zpusobuje nejvyznamnéj$i zpomaleni proteolyzy ve srovnani s podjednotkami B1 a2, jejichz

inhibice ma na rychlost rozkladu proteinti mensi dopad.

1.1.1.4 Peptidové aldehydy

Prvnimi syntetizovanymi proteasomalnimi inhibitory byly jednoduché peptidové aldehydy, coz
byly analogy preferovanych substrati aktivniho mista chymotrypsinové podjednotky (Goldberg
2012). Vyvinuto bylo hned n€kolik silnych a selektivnich inhibitorii chymotrypsinové podjednotky
20S proteasomu. A to pravé diky tomu, Ze tyto inhibitory lze snadno pfipravit i optimalizovat
(Myung et al. 2001). Ptestoze jsou inhibitory tohoto typu schopny vstupovat do bunék, jsou
pouzivany pouze v biologickych a biochemickych studiich, naptiklad pro studium role proteasomu
v riiznych bunéénych procesech. Jejich terapeutické vyuziti je limitovano nedostate¢nou specifitou

zpusobenou pritomnosti vysoce reaktivni aldehydové funkéni skupiny.

Obrazek 6: Struktura MG-132 jako jednoho ze zdstupcii peptidovych aldehydi

1.1.1.5 Peptidové vinylsulfony

Peptidové vinylsulfony jsou irreverzibilni inhibitory 20S proteasomu zaméfené na aktivni misto
modifikaci hydroxylové skupiny amino terinalniho threoninu. (Myung et al. 2001). Tato tfida
inhibitorti byla opét rozsahle pouzivana pro biologické studie, nicméné obdobné jako v pripadé

peptidovych aldehydu, je terapeutické vyuziti této skupiny limitovano jeji nedostate¢nou specifitou.
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Nizka specifita je zptisobena schopnosti téchto latek inhibovat nejen 20S proteasom, ale také

schopnosti inhibovat cysteinové proteazy za ucelem, jejichz inhibice byly pivodné syntetizovany.
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Obrazek 7: struktura inhibitoru NLVS jako jednoho ze zdstupcii peptidovych vinylsulfonii

1.1.1.6 Peptidové boronaty

Dalsi zde zminéna tfida inhibitorG zalozenych na bazi peptidt vyuziva funkcni skupinu kyseliny
boronové (Myung et al. 2001). Peptidové boronaty byly odvozeny od aldehydd pro zvySeni
ucinnosti, selektivity a stability. Zatimto ucelem byla jejich aldehydova skupina nahrazena
boronovou skupinou (Chari 2010). Jedna se 0 mnohem Uc¢inngjsi inhibitory s vyrazné pomale;jsi
disociacni rychlosti, nez maji vySe zminéné peptidové aldehydy (Borissenko a Groll 2007).
Kinhibici proteasomu vtomto pfipadé dochazi pravdépodobné prostrednictvim tvorby
nekovalentnich komplex (Myung et al. 2001). Komplex je nejspis tvofen tak, Ze prazdny p-orbital
na atomu boru je umistén v takové pozici, aby byl schopen pfijmout osamoceny kyslikovy par
zbytku N-terminalniho threoninu 20S proteasomu, ¢imz vznikne stabilni tetrahedralni meziprodukt
(Obrazek 8). Ten umoznuje zkraceni délky peptidového fetézce inhibitoru na bazi kyseliny borité
na dipeptid. To poskytuje praktické vyhody, zejména ve srovnani s pfedchozimi dvéma tfidami,
Unichz jezapotfebi pro alesponn mirnou inhibici proteasomalni aktivity minimalné tii

aminokyselinové fetézce.

N-termindlni threonin proteasomu
Proteasom
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Obrazek 8: Vznik tetrahedrdlniho meziproduktu na prikladu bortezomibu (upraveno podle Myung et al. 2001)
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Obdobn¢ jako ptedchozi dvé skupiny také tyto inhibitory se pouzivaji v biologickych
studiich, nicméné diky své biologické dostupnosti a relativni stabilité za fyziologickych podminek
jsou derivaty dipeptidboronatu vhodné pro aplikace in vivo (Borissenko a Groll 2007). Navic
se ukdzalo, zei kdyz inhibuji serinové protedzy, narozdil od aldehydd a vinylsulfonii jsou

Spatnymi inhibitory cysteinovych protedz, coz z nich ¢ini atraktivni kandidaty pro vyvoj 1éCiv.

Bortezomib (Obrazek 9) byl prvnim proteasomalnim inhibitorem schvalenym FDA v roce
2003 pro 1écbu MM, pozdé&ji byl schvalen také k 1écbé lymfomu z plastovych bunc¢k (Cromm
a Crews 2017). Jedna se 0 reverzibilni dipeptidboronat, jez cili predev§im na chymotrypsinové
podjednotky jak konstitutivniho proteasomu tak imunoproteasomu. Inhibice je zprostiedkovana
kovalentni vazbou bortezomibu s p5-podjednotkou za vzniku tetrahedralniho intermediatu
na N-terminalnich threoninovych zbytcich (Frankland-Searby a Bhaumik 2011). Podstatné nizsi
je afinita k podjednotce vykazujici aktivitu kaspazovou, k posledni podjednotce je jeho inhibiéni
ucinek zanedbatelny (Cromm a Crews 2017). Na jiné bunécné proteasy ucinnost prokazana nebyla

(Frankland-Searby a Bhaumik 2011).
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Obrazek 9: Struktura bortezomibu

Vzhledem Kk rozsdhlému mnozstvi proteint, které jsou proteasomem degradovany
je proteasomalni inhibici ovlivnéna cela fada bunéénych procesi (Adams 2004). Proto aktivita
bortezomibu muze u ruznych rakovin vykazovat rtizné molekularni mechanismy. Obecné
bortezomib inhibuje rist nadoru, selektivné vede k apoptdze, plisobi na mikroprostiedi kostni
drené, snizuje miru angiogeneze a pomaha piekonat rezistenci ke standardnim chemoterapeutikiim
(Seval a Beksac 2018). Apoptoticky ucinek bortezomibu byl prokazan na bunéénych kulturach
hematologickych malignit i solidnich nadori. K indukci apoptdézy muize dochazet prosttednictvim
stabilizace proapoptotickych a antiapoptotickych faktord. Aplikace bortezomibu vede v bunkach
k aktivaci kaspazy-3 prostiednictvim kaspazy-8, brani opravam DNA v disledku S$tépeni
DNA-protein kinazové katalytické podjednotky, nebo ATM. Dale pak aktivuje p53 fosforylaci
a degradaci MDM2 (Hideshima et al. 2003) a zaroven vede k nadmérné expresi p53 mRNA

(Poulaki et al. 2007). Kromé zvysenych intracelularnich hladin proteinu p53 je pozorovan také
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narist hladiny proteinu p27 (Robak a Robak 2019). Krom vySe zminéného dochazi také
k stabilizaci c-myc a k fosforylaci a aktivaci c-jun (Poulaki et al. 2007). U solidnich nadort vede
bortezomib navic k apoptdze prostfednictvim TNF, TRAIL-ligandu a naristu hladin receptort
smrti (DR) DR4 a DRS. Inhibici proteasomu dochéazi také k naruSeni degradace inhibitoru
nuklearniho faktoru — kB, coz vede k jeho akumulaci v cytoplazmé bunék, kde blokuje translokaci
do jadra a transkripéni aktivitu nuklearniho faktoru — «B (Poulaki et al. 2007), ktera
by za normalnich okolnosti vedla k aktivaci genové transkripce gent pro rlstové faktory, enzymy
stresové odpovédi, bunééné adhezni molekuly a inhibitory apoptézy (Adams 2004). Bortezomib
cili na mikroprostredi kostni diené inhibici vazby MM bunék k stromalnim bunikam kostni dfené,
ktera hraje hlavni roli vrustu a pfeziti nadoru (Shank et al. 2015, Seval a Beksac 2018).
Mikroprostiedi kostni diené hraje vyznamnou roli také v indukci angiogenni odpovédi, ktera byva
lécbou bortezomibem také zasazena (Wang et al. 2012). Mezenchymalni kmenové bunky totiz
mohou produkovat ristové signaly, cytokiny a pfimo se podilet na novotvorbé krevnich cév.
Bortezomib blokuje kritické prvky nezbytné pro angiogenezi jako je proliferace, tvorba kapilar
a migrace endotelialnich bun¢k. Zaroven také v zavislosti na davce vede ke snizeni hladin mRNA
a proteinti proangiogennich faktorit VEGF, HGF a bFGF u mezenchymalnich kmenovych bungk.
V zavislosti na koncentraci je také inhibovdn rGst mezenchymalnich kmenovych bunék.
Angiogeneze miize byt bortezomibem ovlivnéna také pasobenim na mikrovesikuly, tedy
extracelularni vacky hrajicich vyznamnou roli v komunikaci mezi buiikami (Guo et al. 2018).
Pravé tyto vacky pochazejici z bunek MM vykazuji aktivitu podporujici angiogenezi. Pokusy
in vitro bylo zjisténo, Ze pouzitim bortezomibu bylo mnozstvi mikrovesikuli pochazejicich z MM
vyrazné zvyseno, nicméné tyto vacky vykazovaly snizeny angiogenni potencidl, obsahovaly méné
angiogennich cytokinti jako je VEGF a IL-6. Zaroven bylo pozorovano také snizeni exprese VEGF,
IL-6, bFGF a snizeni aktivity nuklearniho faktoru-xB u endotelialnich bun€k inkubovanych
s mikrovesikuly bunék jeZ byly bortezomibu exponovany. Nicméné pfesny mechanismus ptisobeni
na angiogenezi prostifednictvim mikrovesikuli zatim nebyl objasnén. Bortezomib také jak piimo,
tak nepfimo pusobi na endotelidlni buniky odvozené od pacienti s MM, jez jsou s angiogenezi
spojovany (Roccaro et al. 2006). Ovliviiuje angiogenezi v proliferaci, chemotaxi, adhezi
na fibronektin, tvorbé kapilar a vede k snizené produkci VEGF, IL-6, IGF-I, Angl, a Ang2, které

jsou nezbytné v autokrinni a parakrinni signalizaci pro rist endotelialnich bungk.

Zjistén byl také velky potencial v 1é€bé nadorovych onemocnéni za uziti kombinace
bortezomibu s dalsimi 1é¢ivy, jako jsou napiiklad Hsp90 inhibitory, inhibitory histondeacetylazy,
Akt inhibitory a lenalidomid, kdy byla prokazana vyssi G¢innost 1é¢by, nez je tomu v piipadé uziti
samotného bortezomibu (Frankland-Searby a Bhaumik 2011). Nevyhodami bortezomibu
je, ze musi byt podavan intraven6zné a vykazuje Sirokou $kalu nezadoucich ucinku jako je periferni

neurofagie, trombocytopenie a gastrointestinalni problémy (Cromm a Crews 2017).
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1.1.1.7 Peptidové epoxyketony

Prestoze vSechny vySe zminéné skupiny zahrnovaly syntetické inhibitory, ukazalo se, Ze nékteré
pfirodni latky mohou také fungovat jako selektivni a GCinné inhibitory proteasomu (Myung
et al. 2001). Do skupiny peptidovych epoxyketonti mizeme tadit jak pfirodni slouéeniny, mezi néz
patii napiiklad epoxomicin, tak slouceniny syntetické, znichz je velmi znamy naptiklad
carfilzomib (Moreau et al. 2012). Epoxyketony se ireverzibiln¢ vazi na N-terminalni threonin, kde
mohou ve srovnani s reverzibilnimi boronaty prodlouzit dobu inhibice (Manasanch a Orlowski

2017)

Epoxomycin (Obrazek 10), jakozto hlavni ¢len této skupiny ziskany z blize
nespecifikované aktinomycéty, patii mezi linearni peptidové epoxyketony (Kim a Crews 2013).
Nicméné ani jeho slibnd protinddorova aktivita nevedla k jeho zatazeni mezi potencialni 1éciva.
Pravdépodobné diky jeho nevhodnym vlastnostem, jako je zakladni peptidova struktura

a pritomnost labilniho epoxyketonového farmakoforu.
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Obrdzek 10: struktura epoxomycinu

PrestoZe se epoxomycin pro 1é¢ebné tucely nepouziva, neplati to 0jeho derivatech.
Carfilzomib  (Obrazek 11) byl FDA schvalen v ¢ervenci 2012 pro 1éEbu pacientl
s relabujicim/refraktornim MM, u kterych  dochazelo  k progresi  onemocnéni  po 1é¢bé
bortezomibem kombinované s imunomodula¢ni 1é¢bou (Pautasso et al.2013). Jedna
se 0 tetrapeptidovy epoxyketonovy derivat epoxomicinu, jez byl identifikovan diky jeho in vitro
protinadorové aktivité. S proteasomem vytvari stabilni aireverzibilni komplexy (Pautasso
et al. 2013), které vSak nevytvari s jinymi proteasami (Kortuem a Stewart 2013). Po pouziti této
latky dochazi primarné k selektivni inhibici B5-podjednotky konstitutivniho proteasomu a (5i
podjednotky immunoproteasomu (Groen et al. 2019), nicméné ve vysokych davkach vede také

K inhibici na podjednotce trypsinové a kaspazové (Pautasso et al. 2013).
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Obrazek 11: Struktrua carfilzomibu

1.1.1.8 p-laktony

Dalsi skupinou, do niz jsou fazeny ptirodni proteasomalni inhibitory jsou PB-laktony. Prvnim
¢lenem této skupiny je lactacystin (Obrazek 12) produkovany bakteriemi rodu Streptomyces (Chari
2010). Lactacystin je ireverzibilni inhibitor tvofeny nepeptidovym skeletem sestavajicim ze dvou
a-aminokyselin, N-acetylcysteinu a derivatu kyseliny pyroglutamové (Omura a Crump 2019). Jeho
plsobenim dochazi ke kovalentni modifikaci amino-konce thereonini vsech tii katalytickych
B-podjednotek. Nejvyssi afinitu ma k fs podjednotce, zbyvajici dvé podjednotky jsou také
blokovany, ale v mensi mife (Borissenko a Groll 2007). K modifikaci dochézi diky spontanni
laktonizaci mezi thioesterem lactacystinu a hydroxylovou skupinou na C6 uhliku, coz vede
ke vzniku velmi reaktivniho omuralidu (Omura a Crump 2019). Ten pak tvofi esterové véazany
adukt s aminokoncovym threoninem Ps-podjednotky savéiho 20S proteasomu. Prostfednictvim
kovalentni vazby omuralid inhibuje vSechny tii proteolytické aktivity 20S proteasomu. Lactacystin
je skrze jeho pusobeni ptes omuralid vysoce specificky pro proteasom a neinhibuje serinové ani

cysteinové proteasy €i lysozomalni degradaci proteint.

Obrazek 12: Struktura lactacystinu
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3.3.2 Vyvoj inhibitora pouzitych v experimentalni ¢asti

V experimentalni casti byly pouzity latky, u nicz se pii vyvoji vychazelo ze studia
antiproliferativnich a proapoptotickych vlastnosti rizné¢ substituovanych 2-hydroxy-N-(arylalkyl)
benzamidi (Imramovsky et al. 2013). Na zakladé¢ stanoveni cytototoxicity byly vybrany
nejucinnéj$i latky, jejichz hodnoty ICso se na vybranych bunécnych liniich pohybovaly
Vv jednotkach mikromolti. Ve vsech piipadech se jednalo o diamidy substituované chlorem na ¢tvrté
nebo paté pozici salicylové skupiny (R1 substituent), lisici se v substituentech R2 a R3 (Obrazek
13) Cast ztéchto péti latek vykazovala také silnou schopnost aktivovat kaspazy
3 a7, coz jejich proapoptotické vlastnosti potvrdilo. Nejuéinnéjsi latka této série (a), (Obrazek 14)
byla dale testovana, pficemz byl zjistén jeji inhibi¢ni G¢inek na replikaci DNA, a to bez vlivu
na expresi proteini regulujicich bun&ny cyklus, vyjma p27X'™, jez byl nadmé&mé exprimovan pii
670 nM koncentraci. Zaroven tato latka vedla kromé aktivace apoptozy také k aktivaci autofagie.

Také bylo pozorovano sniZeni exprese nadorového supresoru p53.
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Obrazek 13: obecna struktura nejucinnéjsich latek série
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Obrazek 14: Nejucinnéjsi latka série a

Tyto 2-hydroxy-N-(arylalkyl)benzamidy byly vdalsi praci modifikovany (Jorda
et al. 2017). Tak byla pfipravena knihovna latek tvofenych kratkou dipeptidovou ¢i tripeptidovou

kostrou, tvofenou leuciny, fenylalaniny nebo jejich kombinaci. Tato kostra nesla na N-konci
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kyselinu O-benzylsalicylovou a na C-konci rizné funkéni skupiny jako jsou estery, Weinreb amidy
a aldehydy. Série obsahovala také derivaty s nemodifikovanym N-koncem. Antiproliferacni
vlastnosti novych latek byly testovany na né€kolika bunécnych liniich odvozenych
od hematopoetickych malignit (K562, CEM, U266), piicemz jejich cytotoxicka ucinnost
se pohybovala v rozmezi od vysokych mikromolarnich hodnot az po hodnoty submikromolarni.
Jako nejucinnéjsi se ukazaly tripeptidové derivaty s aldehydovou funkéni skupinou v kombinaci
s nemodifikovanym N-koncem. Délka polypeptidového fetézce se ukazala jako vyznamny prvek
ovliviyjici aktivitu latky v bunice. Zjisténo bylo také, ze salicylamidy, které nesly fenylalanin vedle
aldehydové skupiny, dosahovaly lepsich hodnot, nez ty co v této pozici nesly L-leucin. Obdobny
trend byl patrny taky pro nékteré nemodifikované salicylamidy. Kromé antiproliferacni aktivity
byla u téchto latek pozorovéana také aktivita antiproteasomalni. Nejucinnéjsi latky byly testovany
pro jejich potencialni inhibi¢ni aktivitu vici proteasomu. Z nich vSechny vice G¢inn¢ inhibovaly
podjednotku s chymotrypsinovou aktivitou, kde se jejich hodnoty ICso pohybovaly
v nanomolarnich koncentracich. Opét dosahovaly lepsich vysledki latky nesouci fenylalanin vedle
aldehydové skupiny ve srovnani s témi, co v této pozici nesly L-leucin. U vSech téchto latek byla
nalezena silnd korelace mezi antiproliferativnimi U¢inky a schopnosti inhibovat proteasom.
Inhibi¢ni ucinek na proteasom byl ovéfen také v buiikach exprimujicich zeleny fluorescencni
protein modifikovany sekvenci, ktera vede k jeho rychlé proteasomalné-zavislé degradaci. Zaroven
u nejucinngjsi latky, 5815, (Obrazek 15) byla potvrzena akumulace polyubiquitinylovanych
proteind v zdvislosti na davce v buntkdich MM. Nejucinnéjsi latka této série, 5815, byla pouzita
v experimentalni ¢asti. Na zaklad¢ analyzy vztahli mezi strukturou téchto latek a jejich biologickou
aktivitou byly navrzeny dalsi derivaty (V. Krystof, nepublikované vysledky), z nichz latky 7359,
7357 byly studovany v této diplomové praci.
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Obrazek 15: struktura latky 5815
Latky 7359 a 7357 byly ziskany modifikaci 5815 na N konci, a to kyselinou salicylovou, a C
konce byly modifikovany aromatickymi aminy obsahujicimi donory elektrontl, akceptory elektrond
nebo alicyklickymi ¢i heterocyklickymi aminy (Jorda et al. 2020). Prestoze tyto slouceniny
vykazuji antiproliferativni ucinky, mechanismus jejich G€inku, na rozdil od vychozich sloucenin,

pravdépodobné nespociva primarné v inhibici proteasomu.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Material a metody

4.1.1 Pristroje

Laminarni box TC48 (Gelaire), invertovany mikroskop Nikon TMS (Nikon), CO inkubator
(Sanyo), Centrifuga 5702 (Ependorf), centrifuga BR4i (Jouan), centrifuga Heareus Megafugel6R
(Thermo Scientific), tfepacka Heidolph REAX top (Heidolph), MINI digitalni tfepacka s kyvavym
pohybem typ MR-1 (BioSan), vodni lazen, UV-VIS spektrofotometr UV-1800 (Shimadzu),
aparatura pro vertikalni elektroforézu Mini-PROTEAN Tetra Cell (BioRad), zdroj pro
elektroforézu EC 105 (E-C Aparatus Corporation), blotovaci aparatura Mini Trans-Blot Cell
(BioRad), ultrazvukovy homogenizator Sonoplus HD2200 (Bandelin), chemiluminiscen¢ni kamera
LAS4000 (FujiFilm), mikrodestickovy fluorimetr Fluoroskan Ascent (Thermo Labsystem),
automaticky mikroskop Lionheart FX (BioTek), analytické vahy ABT 120 - 5DM (Kern), pH metr
pH 50 (XS instruments), termoblok, mikrodestickovy fluorimetr Tecan infinite 200 pro (Life
Sciences)

4.1.2 Chemikalie

Dulbecco's Modified Eagle's medium (DMEM), fetalni bovinni sérum, streptomycin, L-glutamin,
penicilin, streptomycin, geneticin, ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA), trypsin, digitonin,
dimethylsulfoxid, aprotinin, leupeptin, dithiothreitol (DTT), fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF),
bromfenolova modf, glycin, akrylamid, N,N'-methylenbisakrylamid, tetramethylethylendiamin
(TEMED), 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina (HEPES),
ethylenglykoltetraoctova kyselina (EGTA), nonidet P40, Coomassie brilliant blue, peroxodisiran
amonny (APS), vanadi¢nan trisodny, fluorid sodny, hovézi sérovy albumin (BSA),
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat hydrat (CHAPS) (Sigma Aldrich).
Dale bylo pouzito fetdlni bovinni sérum, médium RPMI 1640 od firmy Biowest,
2- merkaptoethanol, ponceau S (Serva), dodecylsiran sodny (SDS), glycerol, kyselina
chlorovodikova, kyselina trihydrogenfosforeéna (Lach-Ner), chlorid sodny, chlorid draselny,
dodekahydrat hydrogenfosforecnanu disodného, ethanol, kyselina octova, hydroxid draselny
(Penta), dihydrogenfosfore¢nan draselny (Chemapol Tween 20, tris(hydroxymethyl)aminomethan
(Tris), 1,4-Piperazindiethansulfonova kyselina (PIPES) (MP Biomedicals); chlorid hote¢naty (Erba
Lachema). Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp7-amido-4-methylkumarin (Ac-DEVD-AMC), N-Succinyl-
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Leu-Leu-Val-Tyr-7-Amido-4-methylkumarin ~ (N-Suc-LLVY-AMC), Benzoyl-Val-Gly-Arg-(7-
amido-4-methylkumarin) (Bz-VGR-AMC), Z-Leu-Leu-Glu-7-amido-4-methylkumarin (Z-LLE-
AMC), Z-Gly-Gly-Arg-(7-amido-4-methylkumarin) (Z-GGR-AMC) a inhibitor kaspaz N-acetyl-L-
a-aspartyl-L-a-glutamyl-N-(2-carboxyl-1-formylethyl)-L-valinamid (Ac-DEVD-CHO) (Enzo Life

Science); luminol a peroxid (Thermo Scientific).

4.1.3 Roztoky
Blokovaci roztok: 4% BSA v TBS s 0,1% Tween 20;

Blotovaci pufi: 25 mM Tris, 192 mM glycin;

Bradfordovo ¢inidlo: 0,01% Coomassie brilliant blue, 95% ethanol, 85% kyselina fosfore¢na;
Elektroforeticky pufr: 25 mM TRIS, 192 mM glycin, 0,1% SDS;

PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPO4.12 H,0, 2 mM KH:PO, (pH 7,4 - 7,5);
Ponceau S: 0,2% ponceau S v 1% kyselin€ octové;

Reakéni pufr pro fluorimetrické stanoveni aktivity kaspazy 3/7: 25 mM PIPES/KOH (pH 7,3),
2 mM EGTA, 2 mM MgClI, pied pouzitim ptidan: 5 mM DTT, 100 mM PMSF;

Reakéni pufr A pro stanoveni aktivity proteasomu: 20 mM HEPES (pH 8,2), 0,5 mM EDTA,
0,05 % SDS;

Reak¢ni pufr B pro stanoveni aktivity proteasomu: 10 mM Tris-HCI pH (7,8), 0,5 mM DTT, 5 mM
EDTA, 5 mM MgCl., pfed pouzitim ptidano: 5 mM ATP;

Reakeéni pufr C pro stanoveni aktivity proteasomu: 50 mM Tris (pH 7,4), 5 mM MgClz, pted

pouzitim ptidan: 0,2 mg/mL digitonin;
Reakéni pufr D pro stanoveni aktivity proteasomu: 10 mM Tris-HCI pH (7,8), 5 mM MgCly;
TBS: 137 mM NaCl, 20 mM TRIS (pH = 6,8);

Lyzac¢ni pufr: 10 mM HEPES (pH 7.4), 5 Mm KCI, 1,5 mM MgCl,,1mM EDTA, 1 mM EGTA,
0,5% nonidet P40, pted pouzitim ptidan 10 pg/ml aprotinin, 10 pg/ml leupeptin, 1 mM PMSF,
1 mM DTT, 1 mM NazVOs, 1 mM NaF;

Vzorkovaci pufr SDS (5x) 0,3 M TRIS pH = 6,8, 50 % glycerol, 10 % SDS, 0,05 % bromfenolova

modf, 5 % 2-merkaptoethanol.
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4.1.4 Protilatky

Pro imunodetekci vybranych proteinii byly pouzity tyto protilatky: anti-PARP (Cell Signaling);
anti-p27 a anti-p-aktin (Santa Cruz Biotechnology); anti-ubikvitin (Dako Cytomation)
a anti-o-tubulin (Sigma Aldrich). Tyto protilatky byly detekovany pomoci sekundarnich protilatek
znacenych kienovou peroxidazou (Sigma Aldrich): RAM/Px (rabbit anti-mouse),SWAR/Px (swine
anti-rabbit).

4.1.5 Testované latky

V experimentalni ¢asti byly jako standardy pouzity bortezomib a carfilzomib, jez byly rozpustény
v DMSO na koncentraci 2,6 mM v piipadé bortezomibu a na 1 mM v ptipadé carfilzomibu. Tyto
roztoky byly jako zasobni uchovany pii -20 °C. Dale byly pouzity latky 5815, 7357, 7359. Tyto
byly syntetizovany na Ustavu organické chemie a technologie Chemicko-technologické fakulty
Univerzity Pardubice (doc. Ing. Ales Imramovsky, Ph.D.). Z téchto latek byly rozpusténim
v DMSO pfipraveny zasobni roztoky o koncentraci 100 mM. Takto pfipravené slouceniny byly
uchovavany pti 4 °C. Redéni standardi i testovanych latek na pozadované koncentrace probihalo

tésn¢ pred pouzitim.

4.1.6 Kultivace a pouZité bunéc¢né linie

Pro experimentalni ¢ast prace byly pouzity bunééné linie U20S, U20S-PI-GFP a U266. Linie
U20S je adherentni linie odvozena z lidské kostni tkdn€ osteosarkomu. Bunééna linie U20S-PI-
GFP stabiln¢ produkuje zeleny fluorescencni protein (GFP) fuzovany s kratkym degronem, jenz
jeza normalnich okolnosti proteasomem rychle degradovan. Linie U266 je odvozena

od mnohocetného myelomu.

Kultivace v8ech bunéénych linii probihala na Petriho miskach v 10 ml kultiva¢niho média
pti 37 °C v atmosféte s 5 % oxidu uhli¢itého. Pasazovani bunécnych linii U20S a U20S-PI-GFP
probihalo kazdé 2-3 dny v zavislosti na jejich mnozstvi, tak aby nebyl povrch kultivaéni misky
pokryt na 100%, coz by vedlo k odlepovani bunék ode dna kultivaéni nadoby a jejich moznému
odumirani. Linie U266 byla pasdZovana v zavislosti na mnozstvi bun€k pfitomnych v kultivacnim
médiu. Pfi samotné pasazi bylo nejdiive odstranéno stavajici médium a buniky byly oplachnuty
EDTA, po jejimz odstranéni byl piidén roztok trypsinu v EDTA, jez slouzi k uvolnéni bunck
ze dna misky. Nasledovala kratkéa inkubace pii 7°C. Po uvolnéni bun¢k ze dna misky bylo $tépeni
zastaveno pridavkem kultivacniho média. Pro odstranéni média s piidavkem trypsinu a EDTA byla
vznikla suspenze centrifugovana po dobu 5 minut pii 1000 g. Vznikly supernatant byl odstranén

a buiiky byly resuspendovany v Cerstvém kultivacnim médiu. Nésledné mohly byt bud’ rozdéleny
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na nové kultivaéni misky a doplnény do piislusného objemu, nebo byl stanoven jejich pocet

pomoci Biirkerovy komirky a burniky byly nasazeny v pozadovaném poctu na pfislusny experiment.

Linie U20S byla kultivovana v médiu DMEM s piidavkem fetalniho bovinniho séra (10%,
Biowest), streptomycinu (0,1 mg/ml) a L-glutaminu (0,3 mg/ml). Buné¢na linie U20S-PI-GFP
byla kultivovana v médiu DMEM s piidavkem fetalniho bovinniho séra (10%, Sigma-Aldrich),
streptomycinu (0,1 mg/ml), L-glutaminu (0,3 mg/ml) a geneticinu G418 (350pug/ml). Buné¢na linie
U266 byla kultivovana v médiu RPMI 1640 s piidavkem fetalniho bovinniho séra (10%, Biowest),
streptomycinu (0,1 mg/ml) a L-glutaminu (0,3 mg/ml).

4.1.7 Stanoveni aktivity proteasomalnich podjednotek

Stanoveni aktivity proteasomalnich podjednotek bylo provadéno v bunécnych liniich U20S
a U266, kdy z davodu odlisnych vlastnosti téchto linii bylo nutno postupy mirné upravit. V pfipadé
linie U20S bylo do jednotlivych jamek 96jamkové mikrotitraéni desticky naneseno 20 000 bunck
v 80 pl kultiva¢niho média. Nasledovala 24hodinova inkubace. Pii pouziti bunééné linie U266 bylo
do jedné jamky aplikovano 100 000 bunék v 80 ul kultiva¢niho média a inkubace probihala pouze
1 hodinu. Po tomto Case bylo v obou piipadech do jednotlivych jamek piidano 20 pl roztoku
testované slouCeniny nebo média s odpovidajicim mnozstvim DMSO (negativni kontrola).
Po 1 hodiné bylo médium odstranéno a bunky byly promyty PBS. Po odstranéni PBS bylo
K burikam piidano 100 pl vychlazeného reakéniho pufru (A/B/C/D) obsahujiciho ptislusny substrat
Vv koncentraci 50 uM. V piipad¢ linie U266 kazdé vyméné média piedchazela centrifugace (1000 g,
4°C, 5 minut). Po ptfidéni pufru se substraty nasledovala hodinové inkubace pii 37 °C, po niz
nasledovalo méfeni pfi 37 °C v hodinovém intervalu po dobu 17 hodin na mikrodestickovém

fluorimetru Tecan infinite 200 pro, pfi 355 nm/460 nm (excitacni/emisni vinova délka).

4.1.8 Fluorescenc¢ni vizualizace inhibice proteasomu

Vliv studovanych sloucenin na aktivitu proteasomu byl sledovan také v buné¢né linii U20S-PI-GP,
exprimujici GFP fazovany s degronem. Bunky byly ovliviiovany v 96jamkové mikrotitra¢ni
desti¢ce, kdy do jedné jamky bylo naneseno 4000 bun¢k v 80 pl média. Po 48hodinové inkubaci
bylo k buitkam ptidano 20 ul média s testovanou slouceninou v koncentra¢ni fadé 10 uM-5 uM -
2,5 uM-1,25 pM- 0,625. Nasledn¢ byla mikrotitracni deska s bunkami pfenesena
do automatizovaného mikroskopu Lionheart FX, v némz byla teplota nastavena na 37 °C
a v atmosféfe bylo 5 % oxidu uhli¢itého. Po uplynuti hodinové inkubacni doby bylo zahéjeno

mefeni, které se opakovalo v hodinovych intervalech po dobu 48 hodin.
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4.1.9 SDS-PAGE, Westernblotting s naslednou imunodetekci

Pro tento typ experimentti byly bunky U266 vysazeny na Petriho misku v poétu 4 miliény v 10 ml
kultivacniho média. Po hodin€¢ byly do média ptidany testované latky v pozadované koncentraci.
Ke kontrolnim buiikdm bylo pfidano odpovidajici mnozstvi DMSO. Takto ovlivnéné bunky byly
inkubovany pii 37 °C v atmosféte s 5% CO, po dobu 24 hodin.

Nasledovalo sklizeni buné€k, probihajici na ledu z diivodu zamezeni degradace proteint.
Bunky byly ze dna misek mechanicky seskrabany a centrifugovany pti 4 °C a 1000 g po dobu
8 minut. Nasledné byly buiiky 2x promyty roztokem PBS. Po odstranéni promyvaciho roztoku byly
pelety bun¢k uskladnény pii — 80 °C.

V dalsim kroku byly bunécné pelety resuspendovany v lyza¢nim pufru, pfiCemz samotna
lyzace probihala na ledu po dobu 30 minut za obcasného promichéni. Néasledovala sonikace pomoci
ultrazvukového homogenizatoru. Poté byly vzorky centrifugovany po dobu 30 minut pii 4 °C
a 14000 g. Nasledn¢ bylo metodou Bradfrodové stanoveno mnozstvi proteind, pritomnych
v supernatantu. Koncentrace proteinti v piislusnych vzorcich byly pifidanim lyzac¢niho pufru
upraveny na stejnou hodnotu. Po tomto kroku bylo odebrano pfislusné mnozstvi vzorku pro
fluorometricky test aktivity kaspazy 3 a 7, tyto alikvoty byly uskladnény pii -20 °C. Ke zbyvajicim
vzorkm pro elektroforézu byl pridan vzorkovaci SDS pufr a denaturace proteind byla dokoncena

zahtatim na 95 °C po dobu 5 minut. Takto pfipravené vzorky byly uchovavany pfi teploté -20 °C.

Pro separaci proteini byla pouZzita metoda SDS-PAGE v 5% zaostfovacim gelu
v kombinaci s 10% nebo 12,5% dé&licim gelem. Samotna separace proteinti probihala pii napéti
80 V, dokud nedoslo k ptechodu proteini do déliciho gelu, nésledné bylo napéti zvySeno
na 120 V. Po dokonceni déliciho procesu byly proteiny pieneseny na nitrocelulézovou membranu

metodou westernblottingu, ktery probihal po dobu 3 hodin pti 270 mA za stalého chlazeni ledem.

Membrany, ¢i jejich ¢asti obsahujici zajmové proteiny, byly inkubovany 1 hodinu pii
pokojové teploté vroztoku 4% BSA vTBS s0,1% TWEEN 20, pro zabranéni vzniku
nespecifickych vazeb. Poté byla nanesena specifickd primarni protilatka. Inkubace s touto
protilatkou probihala ptes noc pii 4 °C. Dalsi den byly membrany promyty roztoky TBS a TBS
s 0,1% TWEEN 20. Nasledovalo naneseni sekundarni protilatky znacené kienovou peroxidazou,
s touto protilatkou probihala inkubace 1 hodinu pfi pokojové teploté. Po inkubaci nasledovalo opét
promyti roztoky TBS a TBS s 0,1% TWEEN 20. Finalni vizualizace prob¢hla pomoci detekcnich

reagencii ECL (peroxid, luminol). Luminiscence byla zaznamenavana kamerou LAS4000.
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4.1.10 Fluorimetrickeé stanoveni aktivity kaspaz 3/7

Pro fluorometricky test aktivity kaspaz 3/7 byly pouzity lyzaty ziskané odebranim ¢asti vzorku
pfed pfidanim vzorkovaciho elektroforetického pufru pii piipravé vzorkli pro SDS-PAGE
s westernblottingem a naslednou imunodetekci. Pro tento experiment byla pouzita bila 96jamkova
mikrotitraéni deska. Do kazdé jamky bylo naneseno 5 pl vzorku obsahujiciho 15 pg proteint,
K nimz bylo pfidano 100 pl reakéniho pufru obsahujiciho substrat Ac-DEVD-AMC ve 100 pM
koncentraci. Nasledovala inkubace 6 hodin ve tmé pii pokojové teploté, po niz probihalo méteni
fluorescence na piistroji Fluoroskan Ascent pii 346/442 nm (excitacni/emisni vinova délka).
Soubézné byla meétena také autolyza substratu (pozadi) a negativni kontrola, do které byl piidan

inhibitor kaspaz Ac-DEVD-CHO.

4.2 Vysledky

4.2.1 Optimalizace méreni aktivity podjednotek proteasomu

Meéfeni aktivity proteasomu v buiikach se provadi za uziti fluorogennich substratd, které jsou
specificky $tépeny a produkty maji vyrazné vyssi fluorescenci. Optimalizace metody pro méteni
aktivity jednotlivych podjednotek proteasomu vykazujicich rizny typ aktivity vychazela
z publikovaného protokolu (Jorda et al. 2017). V ném je popsano méfeni aktivity v suspenzni
bunééné linii U266 za pouziti pufru A (20 mM HEPES (pH 8,2), 0,5 mM EDTA, 0,05 % SDS) pro
méfeni chymotrypsinové a kaspazové aktivity, nebo pufru B (10 mM Tris-HCI pH (7,8), 0,5 mM
DTT, 5 mM ATP, 5 mM EDTA, 5 mM MgCl,) pro aktivitu trypsinovou. Pouzivany byly také tii
rizné druhy substratu (N-Suc-LLVY-AMC pro chymotrypsinovou, Bz-VGR-AMC pro
trypsinovou a Z-LLE-AMC pro kaspazovou aktivitu).

Pro pouziti této metody na adherentni bunééné linii U20S bylo tedy nutné ji optimalizovat.
Cilem bylo vybrat jeden puftr, ve kterém by za optimalnich podminek bylo mozno méfit vSechny tii
typy proteasomalnich aktivit. V pribéhu optimalizace byly vyse zminéné pufry A a B doplnény
0 pufry C a D. Pufr C vychazi ze ¢lanku Yoshida et al. 2018 a jedna se o 50 mM Tris-HCI pH 7,4;
5 mM MgCly; 0,2 mg/mL digitonin. Pufr D byl odvozen na zakladé slozeni ptedchozich pufra
a jeho vysledné slozeni bylo 50 mM Tris-HCI (pH 8,2); 5 mM MgCl,. Tyto pufry byly pouzity
v kombinaci se ¢tyfmi typy substratti: N-Suc-LLVY-AMC pro chymotrypsinovou, Z-LLE-AMC
pro kaspazovou, Bz-VGR-AMC a Z-GGR-AMC pro trypsinovou aktivitu.

Béhem optimalizace byla sledovana zéavislost signalu na poctu bunék a na pouzitém pufru.

Mikroskopickym pozorovanim bylo jiz po 24-hodinové preinkubaci zjisténo, ze v jamkach
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obsahujicich 50 000 a 25 000 bun¢k dochazi ke 100% pokryti dna jamky a k uvolfiovani bunék
ze dna, coz by mohlo negativné ovlivnit vysledky méfeni. Proto byly nasledujici experimenty

provadény s 20 000 buiikami.

V ramci optimalizace byl vybran optimalni pomér bunék (20 000/jamka) pro dosazeni
€O nejvyssi odezvy detektoru, a zaroven aby nedochazelo béhem experimentu k pferistani bunék.
Vyzkouseny byly Ctyfi rizné pufry v kombinaci se ¢tyfmi substraty pro tii riizné proteasomalni
aktivity. Chymotrypsinovou a kaspazovou aktivitu bylo mozno méfit v pufrech A, C a D, kde byla
ve vsSech piipadech dobie patrna zavislost mezi koncentraci bortezomibu a intenzitou
fluorescenéniho signalu. Trypsinova aktivita byla méfitelna v pufrech C a D, pti¢emz lepsi odezvy
bylo dosazeno za pouziti substratu Bz-VGR-AMC. Zavislost aktivity proteasomalnich podjednotek
na délce inkubace se substratem, za pouziti pufru D, po ovlivnéni bunék bortezomibem
¢i carfilzomibem, je patrna na obrazcichl6 a 17. V pufru B jsme nebyli schopni méfit ani jednu
z proteasomalnich aktivit. Veskeré nasledujici experimenty byly ztohoto divodu provadény
$20 000 bunkami U20S na jamku 96jamkové mikrotitracni desticky. Pouzitym pufrem byl
pufr D v kombinaci se substraty N-Suc-LLVY-AMC, Bz-VGR-AMC, Z-LLE-AMC.
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Obrazek 16: Zavislost aktivity jednotlivych proteasomalnich podjednotek na délce inkubace lyzatu se
substraty. Buitky U20S (20 000 bunék na jamku) byly oviivnény carfilzomibem a lyzovany v reakcnim
pufru D. Aktivita mérena pomoci substratii pro trypsinovou aktivitu Bz-VGR-AMC a Z-GGR-AMC
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Obrazek 17: Zavislost aktivity jednotlivych proteasomalnich podjednotek na délce
inkubace lyzdatu se substraty. Bunky U266 (20 000 bunék na jamku) byly
oviivnény bortezomibem a lyzovany v reakcnim pufru D. Aktivita mérena pomoci substratii
N-Suc-LLVY-AMC (chymotrypsinova aktivita), Z-LLE-AMC (kaspdzovad aktivita), Bz-
VGR-AMC a Z-GGR-AMC (trypsinova aktivita).
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4.2.2 Vliv testovanych latek na aktivity jednotlivych podjednotek

proteasomu v bunééné linii U20S

Latky byly testovany v koncentra¢nich fadach sestdvajicich z5 koncentraci (10
uM; 5 uM; 2,5 uM; 1,25 uM a 0,625 uM) a kontrolnich bun€k, neovlivnénych ptitomnosti latky.
Studované latky byly pro vétSi presnost méfeni testovany v triplikatu, z nichz byly nésledné
vytvofeny prumérné hodnoty vynesené do grafi. Zméfené hodnoty, po tfihodinové inkubaci,
jelikoz v neékterych uspotfaddanich dochazelo jiz po tomto Case k zakiiveni naznacujicimu moznou
saturaci, byly nasledné¢ prevedeny na procentudlni aktivitu pfislusnych proteasomalnich
podjednotek a z téchto hodnot byly sestaveny grafy pro odecteni hodnoty ICso . Po aplikaci latky
5815 zauziti substratu pro chymotrypsinovou aktivitu je velmi dobie patrnd zavislost mezi
koncentraci latky a fluorescenci odpovidajici aktivité této podjednotky (obrazek 18). Hodnota 1Cso
pro tuto aktivitu byla stanovena na 2,082 uM (obrazek 21, tabulka 2). Na kaspazovou podjednotku
je patrny inhibi¢ni vliv pfedev§im koncentrace 5 pM, mirny vliv ma také koncentrace 2,5 pM.
experimentalni chybou. Na trypsinovou podjednotku se tato latka v testovanych koncentracich jevi

jako téméf neucinna, hodnoty ICsp jsou v tomto piipadé vyssi nez 10pM.

Po aplikaci latky 7357 byly vSechny naméfené hodnoty velmi blizko k hodnotam kontroly,
z ¢ehoz je patrné, Ze tato latka v testovanych koncentracich nevykazuje zadny inhibicni efekt ani
na jednu z proteasomalnich podjednotek (obrazek 19). Z toho divodu nebylo mozno ani pro jednu

podjednotku stanovit hodnoty 1Cso.

Aplikaci latky 7359 na bunécnou kulturu byly zjistény vyrazné inhibicni ucinky
na chymotrypsinovou podjednotku proteasomu, které byly patrné jiz unejnizsi z testovanych
koncentraci (0,625 uM), (obrazek 20). Hodnota ICso byla v tomto piipadé stanovena na 0,649 uM
(obrazek 21, tabulka 2). Koncentra¢ni zavislost mezi pfidanou latkou a mirou inhibice byla patrna
také u kaspazové podjednotky. V tomto ptipadé se ale jednalo pouze o dvé nejvyssi z testovanych
koncentraci (5 uM, 10 uM). Pfesto, ze nebylo mozno stanovit piesnou hodnotu ICso, ziskané
vysledky naznacuji, ze by mély byt jen mirné vyssi, nez byla nejvyssi testovana koncentrace.
V poslednim grafu je vidét vliv latky na trypsinovou podjednotku, ktery neni pfili§ patrny, byt

k mirné inhibici v ptipadé dvou nejvyssich testovanych koncentracich pravdépodobné dochazi.
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Obrazek 18: Zavislost aktivity jednotlivych proteasomalnich podjednotek na koncentraci latky 5815
a na délce inkubace lyzatu se substraty. Bunky U20S (20 000 bunek na jamku) byly ovlivneny po
hodinové inkubaci s latkou 5815 lyzovdny v reakcnim pufru D. Aktivita byla mérena se substraty N-Suc-
LLVY-AMC (chymotrypsinova aktivita), Z-LLE-AMC (kaspdzovai aktivita), Bz-VGR-AMC (trypsinovd
aktivita).

44



4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000

500

N-Suc-LLVY-AMC
RFU

0 2 4 B 8 10 12 14 16 18
€AS [hod]

1800
1600
1400
1200
1000
200
600
400
200

Z-LLE-AMC
RFU

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
EAS [hod]

800
700
600 !
500

400 $ T i f t i t
300
200
100

RFU

Bz-VGR-AMC

1] 5 10 15 20
€AS [hod)

10 uM —e=5ul —e=25uM =—e—125uM —e=0,625ulM =—e=Kontrola

Obrazek 19: Zavislost aktivity jednotlivych proteasomdlnich podjednotek na koncentraci latky 7357 a na délce inkubace
lyzatu se substraty. Buitky U20S (20 000 bunék na jamku) byly ovlivnény po hodinové inkubaci s latkou 7357 lyzovany
Vv reakénim pufru D. Aktivita byla mérena se substraty N-Suc-LLVY-AMC (chymotrypsinova aktivita), Z-LLE-AMC
(kaspdzova aktivita), Bz-NGR-AMC (trypsinova aktivita)
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Obrazek 20: Zavislost aktivity jednotlivych proteasomdlnich podjednotek na koncentraci latky 7359
a na délce inkubace lyzatu se substraty. Bunky U20S (20 000 bunék na jamku) byly ovlivnény po
hodinové inkubaci s latkou 7359 lyzovdny v reakénim pufiu D. Aktivita byla méfena se substrdty N-Suc-
LLVY-AMC (chymotrypsinova aktivita), Z-LLE-AMC (kaspdzova aktivita), Bz-NGR-AMC (trypsinova
aktivita).
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Obrazek 21: Grafy slouzici pro odecteni hodnot ICso pro inhibici jednotlivych aktivit proteasomu po hodinovém piisobeni
latek na bunécnou linii U20S. Hodnoty pro stanoveni procentudlni inhibice proteasomalnich podjednotek byly odecteny
po 3 hodinové inkubaci s lyzacnim reakénim pufrem D a substrdaty N-Suc-LLVY-AMC (chymotrypsinova aktivita), Z-
LLE-AMC (kaspdzova aktivita), Bz-NGR-AMC (trypsinova aktivita).
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Tabulka 2: Stanovené hodnoty ICso pro inhibici jednotlivych aktivit proteasomu po hodinovém pusobeni testovanych
latek na bunécnou linii U20S

IC50 (nM)
Sloucenina
Chymotrypsinova Kaspazova Trypsinova
5815 2,082 ? >10
7357 >10 >10 >10
7359 0,649 >10 >10

4.2.3 U¢inek studovanych litek na bunééné linii U266

Vzhledem k tomu, ze inhibitory proteasomu jsou klinicky vyuzivany zejména k 1é¢bé myelomu,
pokusili jsme se tuto metodu pouzit také pro ovéfeni vlivu studovanych latek na suspenzni linii
U266 pro kterou ale metoda nebyla optimalizovana. V piipadé€ této bunécné linie bylo nutno vzdy
pifi promyvani provést centrifugaci, tak aby nebyly spolu s médiem nebo pufrem odstranény také
buiiky. Z technickych ditvodii v§ak promyvaci kroky zptisobovaly vzdy ztraty bunék, coz vyrazné
zatizilo vysledky celého experimentu. Jak je patrné z obrazkd 22-24 variabilita vysledkd je velmi
vysoka anelze rozli§it, zda jsou rozdily v signdlech zplsobeny inhibici proteasomu, nebo
odstranénim casti bun€k pii promyvani a pridavani pufri se substraty. Obdobny problém nastal

také u kontrolnich latek bortezomibu a carfilzomibu (obrazky 25, 26).
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Obrazek 22: Zavislost aktivity jednotlivych proteasomalnich podjednotek na koncentraci latky 5815
a na délce inkubace lyzdtu se substraty. Buiiky U266 (100 000 bunék na jamku) byly ovlivnény po
hodinové inkubaci s latkou 5815 lyzovany v reakcnim pufru D. Aktivita byla merena se substraty N-Suc-
LLVY-AMC (chymotrypsinova aktivita), Z-LLE-AMC (kaspdazova aktivita), Bz-VGR-AMC (trypsinova
aktivita).
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Obrazek 23: Zavislost aktivity jednotlivych proteasomdlnich podjednotek na koncentraci latky 7357 a na
délce inkubace lyzatu se substraty. Bunky U266 (100 000 bunék na jamku) byly ovlivnény po hodinové
inkubaci s latkou 7357 lyzovdny v reakénim pufiu D. Aktivita byla mérena se substrdaty N-Suc-LLVY-AMC
(chymotrypsinova aktivita), Z-LLE-AMC (kaspazova aktivita), Bz-NGR-AMC (trypsinova aktivita).
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Obrazek 24: Zavislost aktivity jednotlivych proteasomdlnich podjednotek na koncentraci latky 7359 a na
délce inkubace lyzatu se substraty. Buitky U266 (100 000 bunék na jamku) byly ovlivneny po hodinové
inkubaci s ldtkou 7359 lyzovdny v reakcnim pufru D. Aktivita byla mérena se substrdaty N-Suc-LLVY-
AMC (chymotrypsinova aktivita), Z-LLE-AMC (kaspazova aktivita), Bz-NGR-AMC (trypsinova aktivita).
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Obrazek 25: Zavislost aktivity jednotlivych proteasomdalnich podjednotek na koncentraci bortezomibu
a na délce inkubace lyzatu se substraty. Bunky U266 (100 000 bunek na jamku) byly ovlivnény
po hodinové inkubaci s bortezomibem lyzovany V reakcnim pufru D. Aktivita byla méfena se substraty
N-Suc-LLVY-AMC (chymotrypsinova aktivita), Z-LLE-AMC (kaspdzova aktivita), Bz-VGR-AMC
(trypsinova aktivita).
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Obrazek 26: Zavislost aktivity jednotlivych proteasomdlnich podjednotek na koncentraci carfilzomibu
a na délce inkubace lyzatu se substraty. Bunky U266 (100 000 bunék na jamku) byly ovlivnény
po hodinové inkubaci s carfilzomibem lyzovany v reakcnim pufru D. Aktivita byla mérena se substraty
N-Suc-LLVY-AMC  (Chymotrypsinovd aktivita), Z-LLE-AMC (kaspdzova aktivita), Bz-VGR-AMC
(trypsinova aktivita).
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4.2.4 Fluorescenc¢ni vizualizace inhibice proteasomu

Utinky studovanych latek na degradaci bunéénych proteinti byly zkoumany také prostfednictvim
automatizované fluorescen¢ni mikroskopie za pouziti bunék U20S-PI-GFP. Na obrazcich 27, 30
je vzdy jen ukazka tii ¢asovych bodu (12, 24, 48 hodin). Latka 7357 je na obrazku 29 znazornéna
pouze v ¢ase 48 hodin, cely casovy prubéh zmeén fluorescence je pak mozno shlédnout
na odpovidajicich videich na pfilozeném CD (ptiloha A). Snimky z fluorescenc¢ni mikroskopie byly
doplnény také o snimky ve viditelném svétle. Na obrazcich 28, 29, 31, jsou pak bunky
vizualizovany vzdy v prvni hodiné a nasledné bud’ v nejdelsim testovaném case (48 hodin), nebo
v Case ve kterém jiz neni mozno pozorovat zadné bunky nejevici zndmky odumirani. U latky 5815
V nejnizsi testované koncentraci nebyl patrny zadny vyznamny inhibi¢ni u€inek na proteasom
ve srovnani s kontrolnimi bufikami (obrazek 27; Ptiloha A: videa 1, 2). V obou pfipadech byl
patrny narlst fluoreskujicich bunék v ¢ase, nicméné se jednalo pouze o maly pocet jednotlivych
koncentrace (1,25 uM) je po 6. hodinové inkubaci stouto latkou mozno sledovat nartst
fluorescence, ktery se od 12. hodiny zrychluje a v priubéhu ¢asu roste az po 48. hodinu (Pfiloha A:
video 3). Pozorovanim téchto bunék ve viditelném svétle bylo zjisténo Ze, piestoze dochazi
K inhibici proteasomu, pocet umirajicich buné¢k je i v nejdelsim sledovaném case jen velmi nizky
a je patrné, ze se bunky i po aplikaci latky dale dé€lily (obrazek 28). U koncentrace 2,5 pM dochazi
opét knarGstu fluorescence, a to jiz po Shodinové inkubaci. Nartst probiha rychleji
a pocet fluoreskujicich objektli je v danych casech ve srovnani s pfedchozi koncentraci vyssi
(Ptiloha A: video 4), a to az po 38. hodinu, kdy signal zacina opét pomalu klesat. K tomuto jevu
dochazi pravdépodobné v dusledku odumirani bunék z divodu vysoké toxicity této latky. Toto
tvrzeni navic potvrzuji také snimky z mikroskopie ve viditelném svétle, kdy je mozno jiz
od ¢asnych inkubaénich ¢asu sledovat zménu tvaru bunék z piirozeného cipatého tvaru na tvar
kulaty, provazeny odlepovanim bun¢k ode dna jamky a jejich naslednym odumiranim. Nicmén¢ ani
V nejdelS$im testovaném ¢ase nejsou zmény tvaru patrné u vSech bunék, piestoze je jejich pocet
vysoky. Dal§i testovana koncentrace (5 puM) vykazuje inhibi¢ni Ginky jiz po 5 hodinach,
fluorescencni signal vSak v nasledujicich Casech, pravdépodobné v disledku prilisné toxicity,
nedosahuje takovych intenzit jako tomu bylo v pfedchozim piipadé, u koncentrace 2,5 uM, a od
23. hodiny, jiz vyznamné klesa (Ptiloha A: video 5). Také tvar fluoreskujicich bunék se ve srovnani
s ptredchozi koncentraci 1isi, jsou mensi a kulatéjsi. Tomuto odpovidaji také snimky ve viditelném
svetle, kdy je mozno sledovat postupné odumirani bunék, jez vrcholi ve 48. hoding, kdy neni
mozno pozorovat jiz zadné buiiky, jez by nejevily znamky odumirdni. U nejvyssi testované
koncentrace (10 uM) byl fluorescencni signal patrny opét jiz po péti hodinach, nicméné jeho

intenzita byla nizsi a opét jiz od 23. hodiny klesa (Piiloha A: video 6). Také tvar fluoreskujicich
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bun¢k ma jiz od pocatku bliZze k odumirajicim bunikam. Vysokou toxicitu této latky také potvrzuje

fakt, Ze ve viditelném svétle nebylo mozno najit buitky ptivodniho tvaru jiz po 38 hodinach.

55



12 Hodin 24 Hodin 48 Hodin

1,25 pM 0,625 pM Kontrola

2,5 uM

. .

Obrazek 21: Vliv latky 5815 na expresi GFP fiizovaného s degronem v bunécné linii U20S-P1-GFP. Zvétseno 4x.
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Latka 7357 nevykazovala v zadné z testovanych koncentraci vyznamny inhibiéni efekt vaci
proteasomu, piestoze v Casech vysSich nez 20 hodin bylo mozno sledovat velmi mirny nartst
fluoreskujicich bunék, bylo mnozstvi téchto bunék dokonce nizsi nez v ptipadé bunék kontrolnich
(Ptiloha A: video 7-11). Nedochazelo tedy nejspis k inhibici proteasomu, ale jednalo se spiSe o jiné
bunécéné udalosti, jez zapfiCinily, Ze k degradaci GFP nedoSlo. Mikroskopii ve viditelném svétle
bylo zjisténo, ze nadale dochazelo k proliferaci bun¢k, pticemz podil odumirajicich bunék byl
velmi nizky a odpovidal spiSe vysokému pokryti dna jamky, nez proteasomalni inhibici, a to
ve vSech pouzitych koncentracich. Jako priklad je na obrazku 29 uvedena koncentrace 5 uM

V porovnani s kontrolnimi bufikami.
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Obrazek 29: Viiv latky 7357 na bunécnou linii U20S-P1-GFP. Viditelné svétlo, a na
expresi GFP fiizovaného s degronem v bunécné linii U20S-P1-GFP. Zvétseno 4x.

Latka 7359 jako jedind ztestovanych zpusobovala akumulaci GFP jiz v nejnizsi
koncentraci (obrazek 30; Piiloha A: video 12). K mirnému narastu GFP dochéazelo jiz po
6hodinové inkubaci, vyznamnéj$i narist byl pak pozorovan od dvanacté hodiny a postupné rostl az
po 48 hodinu. Snimky z mikroskopie v prochazejicim svétle napovidaji, ze pfesto ze dochazelo
K vyznamnym inhibi¢nim G¢inkdm na proteasom, mnozstvi bunék, jez vykazuji znamky odumirani,
bylo i v nejvy$8im testovaném Case velmi nizké (obrazek 31). V piipadé koncentrace 1,25 uM bylo

mozno pozorovat mirny narust fluorescence opét jiz po 6hodinové inkubaci s testovanou latkou,
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pfi¢emz vyznamnéj$i narust bylo mozno sledovat od 10. hodiny, kdy signal postupné rostl az do
33. hodiny a nasledné velmi mirné klesal (Pfiloha A: video 13). Mikroskopii ve fazovém kontrastu
byly zvyraznény znaéné rozdily v poctu odumirajicich bunek, kdy v koncentraci 1,25 uM od
6 hodiny pocet odumirajicich bun€k vyznamné rostl a pocty téchto bun€k byly vyrazné vyssi nez u
niz§i koncentrace. U koncentrace 2,5 pM je patrny nartst fluorescence od 6 hodiny, pfi¢emz signal
roste az do 23. hodiny, po niZ signal za¢ina postupné klesat (Pfiloha A: video 14). Tento jev byl
ve viditelném svétle, kdy je mozno od 4 hodiny sledovat, Ze postupné pribyva bunék, které se
zakulacuji a umiraji. V nejdel$im Case jiz neni mozno pozorovat zadné zivé bunky. U koncentrace
5 uM dochazi k nartstu fluorescenéniho signalu jiz po 5. hodinové inkubaci s testovanou latkou,
prestoze signal narGsta az do 21 hodiny, je mozno sledovat rozdily jak v intenzité fluorescence, tak
ve tvaru fluoreskujicich objektii ve srovnani s pfedchozim pifipadem, kdy u této koncentrace je ve
24. hodin¢ fluorescence nizsi a pomér mensich zakulacenych fluoreskujicich objekt je naopak
vys$i (Pfiloha A: video 15). Tento jev opét vypovida o rostouci toxicité latky spolu s rostouci
koncentraci. Mikroskopii ve viditelném svétle bylo zjisténo, Ze jiz po 3. hodinové inkubaci dochazi
k odlepovani bunék ode dna jamky, ve 45 hodin¢ jiZ neni mozno na snimku nalézt bufiky jiného
nez kulatého tvaru. V nejvyssi pouzité koncentraci (10 pM) bylo mozné nariist GFP pozorovat jiz
po 3. hodinovém pusobeni této latky, pficemz mnozstvi fluoreskujicich bunék spolu s intenzitou
signalu postupné rostlo, pfiblizné¢ do 19 hodiny, kdy mnozstvi fluoreskujicich bunék a intenzita
signalu zacala opét klesat (Pfiloha A: video 16). Tento fakt byl opét potvrzen snimky ve viditelném
svétle, kdy je mozno od 4. hodiny sledovat, Ze postupné piibyva odumirajicich bunék

ave 31. hoding jiz neni mozno nalézt bunky jiného nez kulatého tvaru.
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Obrazek 30: Viiv latky 7359 na expresi GFP fizovaného s degronem v bunécné linii U20S-P1-GFP. Zvétseno 4x.
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Obrazek 31: Viiv latky 7359 na bunécnou linii U20S-PI-GFP. Viditelné svétlo, zvétseno 4x
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4.2.5 Vliv testovanych latek na vybrané bunéc¢né proteiny

Utinky jednotlivych latek byly naslednd charakterizovany metodou immunoblottingu.
Analyzovana byla mira ubikvitinace proteint, hladina proteinu p27 a fragmentace PARP po
24hodinovém pusobeni sledovanych latek, 5815, 7357, 7359, v koncentracich 250 nM, 500 nM
a 1000 nM v bunétné linii U266 (obrazek 32). U latky 5815 je pii koncentraci 250 nM mira
ubiquitinace proteinil piiblizn€ stejna jako v kontrole, nicméné na rozdil od kontrolniho vzorku je
jiz pfi této koncentraci mozno pozorovat 89 kDa fragment proteinu PARP. Od koncentrace 500 nM
je mozno pozorovat zvySenou ubiquitinaci proteind. K nartstu hladiny proteinu p27 dochédzi mirné
jiz pfi koncentraci 500 nM a vyrazny narust je patrny az pfi nejvySsi testované koncentraci
(1000 nM). Latka 7357 v bunikach U266 v experimentu nezpusobovala zadné vyznamné zmény,
coz odpovida také vysledkim z ptedchozich experimentti. Naopak latka 7359 vykazovala aktivitu
jiz od nejnizsi testované koncentrace (250 nM). Mezi koncentracemi 250 nM a 500 nM doslo
k mirnému narGstu ubiquitinace proteind, jez pii koncentraci 1000 nM klesla pravdépodobné
v disledku pfilisné cytotoxicity. Tomuto faktu napovida také fragmentace proteinu PARP, ktera
v tomto piipadé dosahuje nejvySSich hladin pfesto, Ze detekovatelny je u vSech testovanych
koncentraci. Zaroven bylo u vSech testovanych koncentraci mozno detekovat zvySenou hladinu

proteinu p27.

PARP

p27

TUBULIN I D e e "'-.-

Obrazek 32: Vliv studovanych sloucenin na vybrané bunécné
proteiny. Experiment byl proveden na bunécné linii U266 po
24hodinové  inkubaci s latkami 5815, 7357, 7359
V koncentracni radé 250 nM — 500 nM- 1000 nM. Jako
pozitivni kontrola byly pouzity proteasomalnimi inhibitory
bortezomib a carfilzomib v koncentraci 10 nM. Detekce
tubulinu byla provedena jako kontrola rovnomérného
naneseni vzorku.
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Jelikoz latka 7359 vykazovala aktivitu jiz pii nejnizsi testované koncentraci, byla tato latka
otestovana v prodlouzené koncentracni fad¢: 31,25 nM; 62,5 nM; 125 nM; 250 nM a 500 nM
(obrazek 33). Z vysledku je patrné, Ze ubiquitinace proteind nariista pii nejnizsi koncentraci pouze
nevyznamné. K vyraznéj$i ubiquitinylaci proteind dochazi az od koncentrace 250 nM. Od této

koncentrace je mozné také pozorovat fragment proteinu PARP a zvysenou hladinu proteinu p27.

UBIQUITIN

PARP -..----— -

— - e - ‘d»

p27 —— —— D QR w— —

D I s s Ly
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Obrazek 33: Viiv slouceniny 7359 na vybrané
bunécné proteiny. Experiment byl proveden na
bunécné linii U266 po 24hodinové inkubaci s
testovanou latkou v koncentracni rade 31,25 nM —
62,5 nM- 125 nM — 250 nM- 500 nM.Jako pozitivni
kontrola byly pouzity proteasomdlnimi inhibitory
bortezomib a carfilzomib v koncentraci 10 nM.
Detekce tubulinu byla provedena jako kontrola
rovnomérného naneseni vzorku.

Kontrolni experimenty byly provedeny s bortezomibem a carfilzomibem. V bunkach U266
dochazelo k vyraznému nardstu ubiquitinace proteinti od koncentrace 10 nM (obrazek 34). Zaroven
je u téchto koncentraci (10 nM, 100 nM) mozno pozorovat také fragmentaci proteinu PARP, jez
je vyrazngj$i u vzorkl ovlivnénych bortezomibem. Je mozno pozorovat také nartst hladiny
proteinu p27. Naopak u nejnizsi testované koncentrace (1 nM) neni ani u jednoho ze standardt

stejn€ jako u kontrolnich vzorkii mozno pozorovat jak ubiquitinaci proteind, tak $t€pné fragmenty

proteinu PARP a protein p27.
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Obrdzek 34: Vliv bortezomibu a carfilzomibu na
vybrané bunécné proteiny. Experiment byl proveden
na bunécné linii U266 ovlivnené 24  hod
proteasomalnimi inhibitory bortezomibem
a carfilzomibem v koncentracni radé 1 nM -10 nM-
100 nM. Detekce p-aktinu byla provedena jako
kontrola rovnomérného naneseni vzorku.

4.2.6 Stanoveni aktivity kaspazy 3/7

Studium vlastnosti testovanych latek bylo doplnéno o fluorimetrické stenoveni aktivity kaspazy
3/7. Tato metoda je zalozena na hydrolyze peptidového substratu (Ac-DAVD-AMC) kaspézami
3 a7 za vzniku fluoreskujiciho produktu AMC. Tento produkt po ozafeni svétlem o vinové délce
346 nm emituje zafeni vinové délky 442 nm. Ziskané hodnoty byly pfevedeny na relativni dle

negativni kontroly (neovlivnéné bunky).

Timto experimentem byly potvrzeny proapoptotické vlastnosti latky 5815 a 7359 jakoz
i standardti bortezomibu a carfilzomibu. Latka 5815 aktivovala kaspazy 3 a7 od koncentrace
500 nM a s rostouci koncentraci aktivita kaspaz narustala. Latka 7359 vykazovala aktivitu kaspaz
narustala, pficemz dosahovala vys$Sich hodnot nez u piedchozi testované latky. Latka 7357 ani

Vv tomto testu nevykazovala proapoptotické vlastnosti, coz koreluje s predchozimi vysledky.
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Obrazek 35: Relativni aktivita kaspaz 3 a 7 v bunécné linii U266 po 24hodinové inkubaci s testovanymi ldtkami 5815,
7357, 7359 v koncentracni radé 50 nM — 500 nM- 1000 nM. Jako pozitivni kontrola byly pouzity standardni
proteasomdalnimi inhibitory bortezomib a carfilzomib v koncentraci 10 nM. Fluorescence byla merena po 6-hodinové
inkubaci ve tmé

66



4.3Diskuze

Od schvaleni bortezomibu FDA pro 1é€bu mnohocetného myelomu v roce 2003 probiha intenzivni
vyzkum a vyvoj novych molekul zaméfenych na proteasom s potencidlnimi protinddorovymi
pseudopeptidového motivu jakoZzto zakladni struktury, kterou dale modifikuji tak, aby byly tyto
molekuly schopny interagovat s katalytickymi podjednotkami proteasomu. Jako primarni cil pro
vyvoj protinadorovych sloucenin byva popisovana B5 podjednotka vykazujici chymotrypsinovou
aktivitu, jelikoz hlavné ona je zapojena do degradace proteinti (Brown 2008). Tomu odpovida také
fakt, Ze na ni cili vétSina soucasnych inhibitori (Cromm a Crews 2017). Zbyvajici dvé
proteolytické podjednotky pak byvaji povazovany za cile pridruzené (Brown 2008). Spolecna
inhibice podjednotky B5 spolu s podjednotkami 2 a B1 vede k maximalni protinadorové odpovédi,

a predstavuje tak optimalni variantu pro vyvoj nového 1éciva.

Podobné slouceniny jsou v soucasnosti vyvijeny a studovany také v Laboratofi ristovych
regulatori (Jorda et al. 2017 a 2020). V praktické Casti této prace byla nejprve optimalizovana
metoda pro fluorimetrické stanoveni aktivity jednotlivych proteasomalnich podjednotek a nasledné
byly zkoumany slouceniny 5815, 7359, 7359 pro jejich potencidlni inhibi¢ni u¢inky na proteasom.
Na rozdil od vétSiny publikovanych metod, kdy jsou pouzivany piredem piipravené bunécné lyzaty,
purifikovany 20S lidsky proteasom, nebo purifikovany konstitutivni proteasom, lze aktivitu
jednotlivych podjednotek stanovovat ptimo v bunééném lyzatu po piidani pufru se substraty, bez
nutnosti pfedchozi lyzace ¢i pouziti purifikovaného proteasomu (Tello-Aburto et al. 2015, Yang
et al. 2016, Di Giovanni et al. 2016, Yu et al. 2019, Lei et al. 2018, Bahrudin et al. 2017, Groll
et al. 2015, Zhang et al. 2016, Jorda et al. 2017). Obecné tento postup nebyva piili§ ¢asty, vyjma
ptipadd, kdy jsou pro aktivity pfimo v butikach pouzity komeréni kity. Celkem byly pro pouziti na
bunécné linii U20S testovany 4 pufry. Cilem optimalizace bylo zvolit optimalni mnozstvi bun¢k
pro dosazeni co nejlepsich vysledkd a vybrat optimalné jeden pufr, ve kterém by bylo moZzno méfit

vSechny tii proteolytické aktivity proteasomu.

Pufr A byl pouzitelny pro aktivitu chymotrypsinovou a kaspazovou, coz odpovida
vysledkiim z vychoziho ¢lanku, ve kterém byly tyto aktivity méfeny v tomto pufru, zatimco aktivita
trypsinova byla méfena v pufru B (Jorda et al. 2017). Pufr B nebylo mozno pouzit pro stanoveni
ani jedné z aktivit, a to i pfes to, Ze ve vychozim pufru v ném byla métfend trypsinova aktivita
za pouziti substratu Bz-VGR-AMC (Jorda et al. 2017). Tento rozdil mohl byt zptisoben pouzitim
odlisné bunééné linie. Zbyvajici dva pufry (C, D) byly pouzitelné pro méfeni vSech typt aktivit,
pti¢emz u trypsinové aktivity bylo lepsich vysledkd dosazeno za pouziti substratu Bz-VGR-AMC.
Pufr C byl pouzitelny i ptesto, Ze zde byly pouzity odlisné substraty pro aktivitu trypsinovou
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a kaspazovou (Yoshida et al. 2018). Nicméné narust aktivity byl v tomto pfipadé silnéjSi nez
Vv ptipadé pufru D a pomérné brzy dochazelo k saturaci. Z tohoto dtivodu byl pro nasledna méteni

pouzivan pufr D.

Z vysledkt stanoveni aktivity proteasomalnich podjednotek po aplikaci testovanych latek
vyplyva, Ze latka 5815 vede Kk inhibici chymotrypsinové (IC50 2,082 uM) a kaspazové
podjednotky, zatimco na podjednotku trypsinovou se jevi jako net¢innd. Tato latka a jeji inhibi¢ni
i¢inky na proteasom jiz byly publikovany v roce 2017 (Jorda et al. 2017). Uginnost této latky
na inhibici chymotrypsinové podjednotky vsak byla vyssi (ICsp =0,090 uM), stejné tak jako byl
popséan také inhibi¢ni ucinek na trypsinovou podjednotku; tyto rozdily vznikly pravdépodobné
v disledku pouziti bunécné linie U266 odvozené od mnohocetného myelomu, zatim co zde byla
pouzita bunécnad linie U20S odvozend od osteosarkomu. Latka 7359 vykazovala jesté lepsi
inhibi¢ni u¢inky na podjednotku chymotrypsinovou (ICso =0,649 uM) pticemz patrny byl také
inhibi¢ni ucinek na podjednotku kaspazovou a sledovat bylo mozno také mirnou inhibici

trypsinové podjednotky.

Utinek latek 5815 a 7359 jakoZto proteasomalnich inhibitorti byl potvrzen také v buiikach
U20S-GFP, kter¢ exprimuji GFP modifikovany degronem, tj. sekvenci, ktera vede k jeho rychlé
proteasomalné-zavislé degradaci. V téchto bunkach byla inhibice proteasomu prokazana akumulaci
zeleného fluorescencniho proteinu v bunkach. Ve vyssich koncentracich pak sice dochazelo
Kk poklesu signalu GFP, ale to mize souviset s indukci bunééné smrti. Tuto skute¢nost indikovala
1 zména tvaru bun€k na kulaty. Obdobny trend byl jiz v literatufe popsén a ziskana data jsou tedy

v souladu s témito vysledky (Jorda et al. 2017). Podobné G¢inky méla také latka 7359.

Zanormalnich okolnosti jsou polyubikvitinované proteiny rozpoznavany ubikvitinovymi
receptory proteasomu aslouzi jako substraty proteolyzy (Roos-Mattjus a Sistonen 2004).
Akumulace polyubiquitinovanych proteinli v buiice tedy muize signalizovat inhibici proteasomu,
ktera se ve vysledku projevi typickou S$mouhou v oblasti blotovanych proteini s vysokou
molekulovou hmotnosti. Pfedchozi experimenty prokazujici vliv latky 5815 a 7359 na inhibici
proteasomu byly proto doplnény také o analyzu ubikvitinovanych proteinii a o detekci markeru
apoptdzy a proteinu p27, jelikoz mikroskopickd pozorovani naznacovala mozné odumirani bunék.
V ptipadé latky 5815 je mozno tuto Smouhu jako typicky znak sledovat od 500 nM koncentrace.
Jako ucinngjsi se pak jevi latka 7359, u nizZ je mozno tento nariist sledovat jiz od koncentrace 250

nM.

Zablokovani proteasomu je provazeno také zvySenou stabilitou méné stabilnich proteint,
je napiiklad protein p27. Protein p27 je dulezitym regulatorem bunécéného cyklu, kde fidi postup
z G1 do S-faze (Drexler 2003). Jedna se o inhibitor cyklin-dependentnich kinaz (CDK), ktery
blokuje jeji aktivitu v GO a c¢asné G1 fazi. Ma-li se bunka zacit délit, je nutno hladiny proteinu p27
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snizit. K tomuto ucelu slouzi ubikvitin-proteasomalni systém, jenz zajisti degradaci tohoto
proteinu, nebo dochazi k zablokovani importu p27 do jadra a ten zlstane v cytoplazmé
v inaktivovaném stavu (Liang et al. 2002) Apoptoza vyvolana proteasomalnimi inhibitory byva
obecné doprovazena akumulaci p27 (Drexler 2003). Akumulace p27 byla sledovana naptiklad
po pouziti bortezomibu, inhibitori MGI132, MGI115, ¢i haptapeptidovych derivatd argyrinu
A aargyrinu F (Drexler 2003, Fan et al. 2001, Kim et al. 2003, Robak a Robak 2019, Brown
2008). Z testovanych latek byla akumulace proteinu p27 byla pozorovana u latky 5815 pfi nejvyssi
testované koncentraci (1000 nM), zatim co u latky 7359 dochazelo k akumulaci p27 jiz
od koncentrace 250 nM. Efekt latky 5815 na akumulaci proteinu p27 byl jiz popsan, i kdyz jiz pfi
niz8i koncentraci (Jorda et al. 2017). Dle ptedpokladu bylo zvysené hladiny tohoto proteinu mozno

sledovat také v lyzatech bunck ovlivnénych bortezomibem a carfilzomibem.

Béznym markerem probihajici apoptdzy je specifickd fragmentace proteinu PARP. Jedna
se o jaderny enzym zahrnuty do oprav DNA pfi jejim poSkozeni (Li, Darzynkiewicz 2000).
Specifické $tépeni tohoto proteinu, ke kterému dochazi v Casné apoptoze kaspazou 3, vede
ke vzniku dvou fragmentt o velikosti 89 kDa a 24 kDa. Ptitomnost téchto fragmentt je povazovana
za jeden z hlavnich znakt probihajici apoptézy. Fragment o velikosti 89 kDa byl detekovan
Vv lyzatech bunék ovlivnénych latkami 5815 a 7359 jiz od koncentraci 250 nM a s rostouci
koncentraci je patrny dal$i nartst intenzity tohoto fragmentu. Lze tedy ptepokladat, ze v téchto
bunkach dochazi k apoptéze. Akumulace proteinu PARP byla u latky 5815 v koncentraci 250 nM
opét jiz popsana (Jorda et al. 2017).

Kaspazy 3 a 7 patii mezi takzvané efektorové kaspazy, jez jsou po aktivaci zodpovédné
za charakteristické morfologick¢ zmeény, =zahrnujici naptiklad smrStovani bunék, tvorbu
apoptotickych télisek a fragmentaci chromosomalni DNA (Van Opdenbosch, Lamkanfi 2019).
Zvysena aktivita kaspaz 3 a 7 byla potvrzena v lyzatech bun€k ovlivnénych latkami 5815 a 7359,
pricemz jako uc¢innéjsi se jevila latka 7359, kde byl nartst aktivity patrny jiz pti nejnizsi testované
koncentraci (250 nM), zatim co u latky 5815 dochéazelo k narGstu aktivity az pifi 500nM
koncentraci. Tento test tedy opét potvrdil proapoptotické vlastnosti téchto latek. Aktivace kaspaz
3/7 byla v souvislosti s proteasomalni inhibici popsana také u dalSich proteasomalnich inhibitori,
mezi néz patii napiiklad bortezomib, carfilzomib, MG132 a lactacystin (Ludwig et al. 2005, Parlati
et al. 2009, Fan et al. 2001, Wagenknecht et al. 2000, Almond et al. 2001)
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S5 Zavér

Nékolika riznymi metodami byl sledovan vliv latek 5815, 7357 a 7359 na bunécné linie U20S,
U20S-PI-GFP a U266. Témito pozorovanimi byl odhalen vliv latek 5815 a 7359 na proteasom
a indukci apoptoézy. Z dosazenych vysledk vyplyva, Ze latky 5815 a 7359 vykazuji inhibic¢ni
ucinek vici proteasomu, a to piedevsim vici jeho podjednotce s chymotrypsinovou aktivitou, coz
byva spolecnou vlastnosti vétSiny proteasomdlnich inhibitord (Cromm a Crews 2017). Zaroven
byly nezavislymi experimenty potvrzeny proapoptotické vlastnosti téchto latek. Jakozto G€inngjsi
se jevil nové syntetizovany derivat 7359, ktery vykazoval lepsi inhibi¢ni ucinky na proteasom

a lepsi proapoptotické vlastnosti nez latka 5815.
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[/ Pouzité zkratky

Ac-DEVD-AMC
Ac-DEVD-CHO

APS

BSA
Bz-VGR-AMC
CRAB

DMEM

DTT

El

E2

E3

EDTA

EGTA

Fas
FGFR3/MMSET

GFP
HbXY
HECT
HEPES
HLA
CHAPS
IC50
IgA
[o[€]

IgH
MAF
MAFB
MGUS
mMiRNA
MM
NK

N-Suc-LLVY-AMC

PBS

Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp7-amido-4-methylkumarin
N-acetyl-L-a-aspartyl-L-a-glutamyl-N-(2-carboxyl-1-formylethyl)-L-
valinamid

Peroxodisiran amonny

Hovézi sérovy albumin
Benzoyl-Val-Gly-Arg-(7-amido-4-methylkumarin

Soubor kritérii popisujici poskozeni organi souvisejici s myelomem
Dulbecco's Modified Eagle's medium

Dithiothreitol

Ubikvitin-aktivujici enzym

Ubikvitin konjugujici enzym

Ubikvitin ligdza

Ethylendiamintetraoctova kyselina

Ethylenglykoltetraoctova kyselina

Fas receptor smrti na bunééném povrchu

Receptor pro fibroblastovy rastovy faktor 3/ SET doména mnohocetného
myelomu

Zeleny fluorescencni protein

(Hb: hydrofébni; Y: tyrosin nebo fenylalanin; X: jakakoliv aminokyselina)
Homologni na E6-asociovany protein karboxylovy konec
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina

Hlavni histokompatibilni komplex
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat hydrat
Koncentrace pii které byla aktivita proteasomalni podjednotky 50%
Imunoglobulin tfidy A

Imunoglobulin tfidy G

Tézky tetézec imunoglobulint

Transkripcni faktor Maf

Transkripcni faktor MafB

Monoklonalni gamapatie neur¢eného vyznamu

mikroRNA

Mnohoc¢etny myelom

Ptirozené zabijejici "naturall killers"
N-Succinyl-Leu-Leu-Val-Tyr-7-Amido-4-methylkumarin
Fosfatovy pufr
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PIPES

PMSF

Rpn

Rpt

SDS

Seml

SRC-3

TEMED

Tris

Ubp6

UCH37

UCHLS

UPS

USP14

Wnt

Z-GGR-AMC

Z-LLE-AMC

1,4-Piperazindiethansulfonova kyselina

fenylmethylsulfonyl fluorid

Non-ATPazova podjednotka proteasomu

AAA-ATPazova podjednotka 26S proteasomu

dodecylsiran sodny

Sem 1 podjednotka 26S proteasomu

Koaktivator jaderny receptor 3

Tetramethylethylendiamin

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Ubikvitin C-terminalni hydrolaza

Ubikvitin C-terminalni hydrolaza

Ubikvitin C-terminalni hydrolaza

Ubikvitin-proteasomalni systém

Ubikvitin C-terminalni hydrolaza

Signalni draha "Wingless-Type MMTV Integration Site Family"

Z-Gly-Gly-Arg-(7-amido-4-methylkumarin)

Z-Leu-Leu-Glu-7-amido-4-methylkumarin
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8 Prilohy
Priloha A: CD

Video 1: Exprese GFP fizovaného s degronem Vv ¢ase (1-48 hodin) v bunééné linii U20S-

PI-GFP, kontrolni bunky Zvétseno 4x.

Video 2: Vliv latky 5815 pti koncentraci 0,625 uM na expresi GFP fizovaného s degronem
Vv Case (1-48 hodin) v bunécné linii U20S-PI-GFP. Zvétseno 4x.

Video 3: Vliv latky 5815 pti koncentraci 1,25 pM na expresi GFP fizovaného s degronem
Vv Case (1-48 hodin) v bunécné linii U20S-PI-GFP. Zvétseno 4x.

Video 4: Vliv latky 5815 pii koncentraci 2,5 uM na expresi GFP fuzovaného s degronem
Vv Case (1-48 hodin) v bunécné linii U20S-PI-GFP. Zvétseno 4x.

Video 5: Vliv latky 5815 pfi koncentraci 5 uM na expresi GFP fizovaného s degronem
Vv Case (1-48 hodin) v bunécné linii U20S-PI-GFP. Zvétseno 4x.

Video 6: Vliv latky 5815 pfi koncentraci 10 uM na expresi GFP fizovaného s degronem
Vv Case (1-48 hodin) v bunécné linii U20S-PI-GFP. Zvétseno 4x.

Video 7: Vliv latky 7357 pti koncentraci 0,625 uM na expresi GFP fizovaného s degronem
Vv Case (1-48 hodin) v bunécné linii U20S-PI-GFP. Zvétseno 4x.

Video 8: Vliv latky 7357 pfi koncentraci 1,25 pM na expresi GFP fuzovaného s degronem
Vv Case (1-48 hodin) v bunécné linii U20S-PI-GFP. Zvétseno 4x.

Video 9: Vliv latky 7357 pii koncentraci 2,5 uM na expresi GFP fuzovaného s degronem
Vv Case (1-48 hodin) v bunécné linii U20S-PI-GFP. Zvétseno 4x.

Video 10: Vliv latky 7357 pfi koncentraci 5 uM na expresi GFP fizovaného s degronem
v ¢ase (1-48 hodin) v bunécéné linii U20S-PI-GFP. Zvétseno 4x.

Video 11: Vliv latky 7357 pii koncentraci 10 uM na expresi GFP fazovaného s degronem
v ¢ase (1-48 hodin) v bunécéné linii U20S-PI-GFP. Zvétseno 4x.

Video 12: Vliv latky 7359 pii koncentraci 0,625 puM na expresi GFP fuzovaného
s degronem v ¢ase (1-48 hodin) v bunééné linii U20S-PI-GFP. Zvétseno 4x.

Video 13: Vliv latky 7359 pti koncentraci 1,25 uM na expresi GFP fizovaného s degronem
v ¢ase (1-48 hodin) v bunécéné linii U20S-PI-GFP. Zvétseno 4x.

Video 14: Vliv latky 7359 pii koncentraci 2,5 uM na expresi GFP fizovaného s degronem
v ¢ase (1-48 hodin) v buné¢né linii U20S-PI-GFP. Zvétseno 4x.
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Video 15: Vliv latky 7359 pii koncentraci 5 uM na expresi GFP fizovaného s degronem
Vv Case (1-48 hodin) v bunécné linii U20S-PI-GFP. Zvétseno 4x.

Video 16: Vliv latky 7359 pii koncentraci 10 uM na expresi GFP fuzovaného s degronem
v Case (1-48 hodin) v bunécné linii U20S-PI-GFP. Zvétseno 4x.
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