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Abstrakt

Znovuvyuziti starych 1€kd k novym tucelim je jednou z nad€jnych cest vyvoje
1é¢iv. Disulfiram (Antabus), jakozto 1€k uzivany desitky let proti alkoholismu, by se mohl
uplatit 1 vl1écbé rakoviny. Za protirakovinnym uc¢inkem disulfiramu pravdépodobné
stoji jeho komplex s médi, ktery vznikd v téle pacient. Toxicky efekt na nddorové buiky
je spojovan se schopnosti komplexu inhibovat ubikvitin-proteazomovy systém, ktery je
zodpoveédny za degradaci vétSiny bunécnych proteind.

V této praci byl potvrzen silny efekt komplexu disulfiramu médi jak na ubikvitin-
proteazomovy systém, tak na viabilitu nadorovych bunécnych linii odvozenych od
rakoviny prsu. Nebyl zde ovSem prokazan ucinek na proteolytickou ¢ast proteazomu, ktera
byla v piedchozi publikaci navrzena jako cil komplexu disulfiramu s médi. Inhibice
ubikvitin-proteazomového systému byla dokézana akumulaci ubikvitinovanych proteinii a
stabilizaci substrati proteazomu. Komplex disulfiramu s médi inhiboval degradaci
fyziologického substratu IkBa 1 umélého reportéru Ub(G76V)-GFP.

Ziskana data potvrzuji ucinek disulfiramu proti bunéénym liniim odvozenym od
rakoviny prsu a jako pravdépodobnou pficinu toxicity vi¢i nadorovym builkdm nabizeji
inhibici ubikvitin-proteazomového systému, ovsem mechanizmem odlisSnym od obvyklych

proteazomovych inhibitori.

Kli¢ova slova: disulfiram, méd’, ubikvitin-proteazomovy systém, inhibitory proteazomu,

rakovina prsu
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Abstract

Drug repurposing is a new viable approach of drug development. Disulfiram
(Antabuse), as an old drug used for decades in alcohol aversion therapy, shows promising
anticancer activity. The potent disulfiram’s antitumor effect is attributed to the complex
formed from the reaction between disulfiram and copper in the human body. It is assumed
that disulfiram-copper complex kills cancer cells by inhibition of ubiquitin-proteasome
system, which is responsible for degradation of majority of cellular proteins.

Here, strong effect of disulfiram-copper complex toward ubiquitin-proteasome
system and breast cancer cells survival was confirmed. In contrast to previous report,
disulfiram-copper complex does not exhibit any inhibition of 20S core particle of the
proteasome. On the other hand, disulfiram-copper complex induced notable accumulation
of ubiquitinated proteins, indicating that the degradation of proteins was impaired.
Moreover, the complex stabilized both, physiological proteasome substrate IxBa, and
artificial Ub(G76V)-GFP reporter.

Collectively, these data indicates that disulfiram’s cancer cell killing activity is
linked to the inhibition of the ubiquitin-proteasome system by a mechanism that is distinct

to the conventional proteasome inhibitors.

Keywords: disulfiram, copper, ubiquitin-proteasome system, proteasome inhibitors, breast

cancer
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1 UvoD

Rakovina prsu je 1 v dnes$ni dobé¢ stale zcela zasadnim problémem, nebot’ je u Zen
nejCastejsi pric¢inou umrti v souvislosti s rakovinnym onemocnénim. Zv1asté metastaticka
forma onemocnéni je doposud povaZovana za nelécitelnou a stavajici terapie si klade za cil
pouze zivot pacientky prodlouzit, a pokud mozno, zachovat v co nejvyssi mire kvalitu
zivota. I pres hore¢ny vyzkum v této oblasti, je vyvoj novych 1é¢ebnych ptistupt bolestné
pomaly a progndza pacientek s pokrocilym stadiem rakoviny prsu velmi neptizniva.

Jednim z nadéjnych piistupti vyvoje 1éCiv je 1 znovuvyuziti starych 1ékti k novym
uceltim. Preklinické studie naznacuji, Ze nadéjnym adeptem je i Antabus. Tento 1€k znamy
téz jako disulfiram se uz nékolik desitek let pouziva k 1é€bé zavislosti na alkoholu, ale
ukazuje se, ze by se mohl uplatnit i vIécbé malignich onemocnéni. Na zéaklade
preklinickych studii, ale 1 pozorovani z klinické praxe se zda, ze by pravé v pripade
rakoviny prsu mohl vykazovat nejslibnéjsi aktivitu. Jakozto stary a nepatentovatelny 1€k je
velmi levny, coZ s sebou ovSem piinasi i problém, Ze investice do vyzkumu takovéhoto
1éku je z ekonomického hlediska nerentabilni. Moznym vychodiskem by mohla byt idea
,neziskového 1€ku®, jehoZz vyvoj by byl financovan pfevazné z vetejnych penéz nebo od
darct.

Protirakovinny mechanizmus Uc¢inku disulfiramu neni doposud plné¢ objasnén. O
jeho aktivité in vitro vuci liniim odvozenych od rtiznych malignit bylo publikovano uz
nékolik desitek studii, ale doposud zde nepanuje obecny konsenzus. Obvyklou slabinou
téchto praci je pozorovani ucinku disulfiramu po velmi dlouhé dobé, z ¢ehoz lze spise
usuzovat o dasledcich nez o pficing jeho aktivity. Také zde zcela chybi studie, které by se
zabyvaly podstatou jeho ucinku in vivo. Obecné je ovSem znamo, Ze protirakovinna
aktivita disulfiramu vyrazné stoupd v pfitomnosti médi, nebo je na ni dokonce zcela
zavisla. Bylo zjisténo, Ze jednim z metabolitii disulfiramu je bis-(diethyldithiokarbamat)
médnaty komplex, ktery vznikd 1 po pfidani disulfiramu do bunécné kultury. Zda se tedy,
7ze samotny disulfiram je pouze pro-lék a aktivni slouceninou je ve skutecnosti jeho
komplex s médi. V ptipadé smési disulfiramu s médi bylo zjisténo, Ze po relativné kratkém
Case interferuje s ubikvitin-proteazomovym systémem, tedy bunéénym systémem, ktery je
zodpoveédny za degradaci velké vétSiny vSech proteint. Inhibice proteazomu, centralni
slozky této drahy, je uz zavedenym pfistupem v 1écbé malignich onemocnéni. Je tedy
pomeéme lehce piedstavitelné, ze praveé inhibice nékteré slozky ubikvitin-proteazomového

systému komplexem disulfiramu s médi je pric¢inou jeho nadéjné protirakovinné aktivity.



Cely ubikvitin-proteazomovy systém ovSem nabizi mnoho potencionalnich cild 1éc¢iv,
z nichZ mnohé jsou nyni testovany na experimentalni nebo preklinické trovni. V ptipadé
komplexu disulfiramu s médi se uvazuje o inhibici proteazomu, ale jinym mechanizmem
nez u doposud klinicky pouzivanych inhibitort. Pro objasnéni pfesného mechanizmu a cile
1éciva je také nutné pouzit synteticky komplex, nebot aplikace smési disulfiramu
s méd’natymi ionty, obvykla v mnoha studiich o disulfiramu, mtze vést k nespecifickym

nebo obtizné interpretovatelnym vysledktim.



2  SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Disulfiram v 1é¢bé rakoviny

Oblast vyzkumu a vyvoje novych léciv, zvlasté téch proti rakovin€, se nachdzi
v krizi souvisejici s potiebou zmény paradigmatu. Obrovsky potencidl technologii
umoznujicich sekvenovat genomy nadort, sledovat zmény exprese na urovni transkripce a
proteinti, nebo high-throughput skriningy chemickych knihoven se doposud nepodaftilo
pretavit v efektivni a rychly vyvoj novych a a¢innych 1éka [1]. V situaci, kdy vyvoj 1éku
vyzaduje stale vice finan¢nich prostfedki a Casu, je nutné hledat nové ptistupy, jednim z
nich je i znovuvyuziti starych 1ékii na pro jindg onemocnéni. Usp&$nym piikladem tohoto
zpisobu vyvoje 1é¢iv je thalidomid, 1€k nechvalné zndmy svymi teratogennimi GCinky,
ktery se dnes hojné vyuziva v 1écbé lepry a v kombinaci sjinymi léky i proti
mnohocetnému myelomu [2-3]. Né&které vysledky naznacuji, Ze by dalSim moZnym
kandidatem mohl byt jiz desitky let pouzivany 1€k proti alkoholismu disulfiram, prodavany
pod oznacenim Antabus [4].

Historie vzniku tohoto 1éku spada do 30. let minulého stoleti, kdy se disulfiram,

chemicky tetraetylthiuram disulfid, pouzival v gumarenském primyslu. D¢lnici z téchto
tovaren pak nebyli schopni pit jakykoliv alkohol, nebot’ po jeho poziti u nich dochazelo
k silné nevolnosti [5]. Jak se pozdé&ji ukazalo, nevolnost byla zptisobena vysokou hladinou
acetaldehydu, metabolitu alkoholu, nebot’ disulfiram, respektive jeho metabolity, je
inhibitor aldehyd dehydrogendzy, enzymu transformujicimu acetaldehyd na kyselinu
octovou [6-7].
Prvni zminky o protirakovinné aktivit¢ disulfiramu byly publikovany v 70. a 80. letech,
kdy bylo ukazano, Ze potlacuje vznik chemicky indukované rakoviny Zaludku, tlustého
stteva a mocového méchyte u zvitat [8-9]. V té dobé byla také zvetfejnéna pripadova studie
pacientky s metastazujici rakovinou prsu, u které po uzivani disulfiramu doSlo k Gplné
klinické remisi nadord [10]. V 90. letech jesSt¢ probehl klinicky test druhé faze
s pacientkami s vysoce rizikovou rakovinou prsu, kterym byl ke standardni chemoterapii
pfidavan ditiocarb, metabolit disulfiramu, nebo placebo. Ve skupiné s ditiocarbem doslo
k vyraznému zvySeni celkového preziti pacientek [11].

Zajem o protirakovinnou aktivitu disulfiramu se pak vratil az v nedavné dob¢, kdy
bylo publikovano mnoho studii, ve kterych se autofi snazili vysvétlit mechanizmus jeho

ucinku na bunécnych liniich. V nékolika studiich [12-13] bylo ukazano, ze disulfiram nebo
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ditiocarb jsou inhibitory NF-kB (jaderny faktor-xB), transkripéniho faktoru, ktery je uzce
spojen s progresi nadoru, €i jeho rezistenci na chemoterapii. Zaroven bylo prokazano, ze
disulfiram dokéaze piekonat rezistenci bun¢k na cisplatinu, 5-fluorouracil nebo gemcitabin
[13-14]. Dalsim divodem ke kombinaci disulfiramu s jinou chemoterapii je jeho schopnost
inhibovat P-glykoprotein (P-gp), transportér, ktery je mnohdy zodpovédny za
mnohocetnou 1ékovou rezistenci naddoru, nebot’ pumpuje 1é¢ivo ven z buiiky. Disulfiram je
schopen inhibovat jak maturaci P-gp, tak jeho ATP-vazajici doménu [15]. Vedle toho bylo
také ukazéano, ze disulfiram interferuje i s jinymi pro rust rakoviny zésadnimi déji —
angiogenezi a tvorbou metastdzi. Pro tvorbu metastazi je diilezité, aby byl nador schopen
rozkladat extracelularni matrix, coz se d¢je ¢innosti matrixovych metaloproteindz (MMP).
Disulfiram snizuje expresi téchto enzymil a zérovei inhibuje aktivitu MMP-2 a MMP-9 u
riznych rakovinnych linii [16]. V souvislosti s potla¢enim angiogeneze se uvazuje jak o jiz
vySe zminéné inhibici NF-kB, ktery reguluje expresi vaskularniho endotelidlniho rastového
faktoru, tak o inhibici superoxid dismutazy, ktera je dalezita pro tvorbu novych cév [17-
18].

Pfi¢ina pouzivani disulfiramu v protialkoholické 1écbé, tedy inhibice aldehyd
dehydrogendzy, miize ptekvapivé stat za jeho dalSim publikovanym tGc¢inkem — toxicitou
vici rakovinnym kmenovym bunkam, které jsou uvadény jako jedna z pticin relapsu po
1é¢bé. Nadorové kmenové buiky nékterych typt rakovin exprimuji ve zvysSené mife praveé
aldehyd dehydrogenazu, ktera je pravdépodobné nepostradatelna pro jejich metabolizmus.
Jejich inhibice disulfiramem tedy miize byt vhodny zpusob, jak cilit i na tuto populaci
bungk, které jsou vici vétsiné chemoterapeutik odolné, coz bylo uspésné ukazano u
rakoviny prsu nebo glioblastomu [19-20].

Z vyse uvedeného vyplyva, ze je zde mnoho teorii, které¢ vysvétluji protirakovinny
ucinek disulfiramu. Doposud neni pfili§ jasné, zda je nékterd z nich dominantni, nebo zda
za protinddorovym ucinkem disulfiramu stoji kombinace vSech. Také neni pfili§ zfejmé,
jestli tato data z buné¢nych linii odpovidaji situaci in vivo a uZ vibec neni znama jejich
klinick4 relevance. Napfiklad bylo experimentalné prokazéano, ze disulfiram zpisobuje
demetylaci DNA u prostatickych bunécnych linii [21], coZ ovSem nebylo nésledné
potvrzeno u pacientll s rakovinou prostaty [22]. Dalsim faktem, ktery ponékud oslabuje in
vitro vysledky, je metabolismus disulfiramu, nebot’ ten je brzy po poziti rozlozen na
ditiokarb a dal$i metabolity. Samotny disulfiram se tedy v téle pacienta prakticky
nevyskytuje [23]. Jakozto reaktivni sloucenina obsahujici disulfidovou vazbu miize

reagovat s —SH skupinami protein, coz pravdépodobné vysvétluje mnozstvi jeho
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popsanych cilii. Zaroven je schopen vyvazovat dvojmocné kovy (zinek a méd’) z aktivnich
mist enzymt, jako je MMP nebo dopamin-B-hydroxyladza, ¢ehoZz se vyuziva pii 1écbé
zavislosti na kokainu disulfiramem [17, 24].

Nehledé na nejasnou situaci okolo jeho mechanizmu ucinku, je zde hned nékolik
klinickych odivodnéni, kterd naznacuji, ze je disulfiram opravdu perspektivni. Jedna se
kromé vySe zminéného také o ptipadovou studii, kdy pacientce po podavani disulfiramu a
zinku uplné zmizela jaterni metastdze okularniho melanomu [25]. Tyto vysledky mohou
byt také podpotfeny epidemiologickou studii, kterd ukazala, ze disulfiram mulze mit
protektivni efekt viici rakovin€ prsu a prostaty [26].

Vyznamny pokrok v chapani protirakovinného u¢inku disulfiramu pfineslo zjisténi,
ze jeho cytotoxicky ucinek vyrazné stoupd v pritomnosti médi [27-28]. Dochazi k tvorbé
bis-(diethyldithiokarbamat) médnatého komplexu CuEt, ktery je zaroven popsanym
metabolitem disulfiramu v lidském téle (Obr. 1) [29]. Zda se, ze pravé komplex CuEt je
zodpovédny za toxicky ucinek vici nadorim. Bylo ukédzéno, Ze disulfiram v pifitomnosti
médi je inhibitor proteazomu, mnohopodjednotkové protedzy, ktera je zdsadni pro
degradaci velké vétSiny bunéfnych proteinli. Smés disulfiramu a médi je U€innym
inhibitorem centralni 20S ¢asti proteazomu, kde dochazi k samotné proteolyze, coZ bylo
prokéazano jak u purifikovaného 20S proteazomu, tak na bunécnych liniich odvozenych od
rakoviny prsu [28]. Vzhledem k tomu, Ze inhibice proteazomu je zavedenym piistupem
v 1écbe rakoviny, je velmi pravdépodobné, ze prave toto je zasadnim faktorem stojicim za
cytotoxickym Uc¢inkem disulfiramu. Nicméné mechanizmus inhibice proteazomu
inhibitor 20S totiz nebyl pouzit synteticky komplex CuEt, ale pouze smés disulfiramu a
chloridu méd’natého, coz znesnadiuje interpretaci vysledku, jelikoZz samotné médnaté
ionty 20S proteazom inhibuji [28, 30]. V piipadé pouziti syntetického komplexu CuEt
naopak nedoSlo k zZadné inhibici purifikovaného 20S, coZz znamend, Zze CuEt inhibuje
proteazom n¢jakym jinym mechanizmem nez ostatni doposud pouzivané inhibitory

proteazomu [31].
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Obr. 1. Schéma vzniku komplexu disulfiramu s médi v lidském téle.

2.2 Inhibice proteazomu p¥ri 1é¢bé rakoviny

Degradace bunécénych proteini je velmi komplexni a regulovatelny systém, coz
svéd¢i o jeho zédsadni roli pro udrZeni bunécné homeostaze, proliferace, diferenciace a
mnoha dalSich déja [32]. Za degradaci proteinti zodpovid4d proteazom, 2,5 MDa velka
protedza, skladajici se z mnoha podjednotek, kterd se nachazi jak volné¢ v jadre, tak
cytoplazmé asociovana s ER a cytoskeletem [33]. Vzhledem k tomu, Ze k samotné
proteolyze dochazi uvniti proteazomu, musi byt dany protein nejdiive transportovan do
nitra centralni ¢asti, k ¢emuz je nutné, aby byl nejdiive proteazomem rozeznan a odlisen od
ostatnich proteinti. K tomu dochézi diky specifické posttransla¢ni modifikaci malym 8,5
kDa proteinem ubikvitinem. Pro degradaci je protein obvykle ozna¢en mnoha ubikvitiny,
¢imz vznika polyubikvitinovy fetézec [34]. Ubikvitin-proteazomovy systém (UPS)
zodpovida nejen za degradaci az 80% vSech bunécnych proteinti, ale hraje dulezitou roli
také pii regulaci transkripce, odpovédi na poSkozeni DNA (DDR — DNA damage

response) nebo endocytézu a obecné pii bunééné signalizaci [35-37].

2.2.1 Struktura proteazomu
Nejcast¢jsi forma proteazomu, oznacovana jako 268S, se sklada z centralni 20S ¢asti
a jedné nebo dvou regulacnich 19S ¢asti (Obr. 2). Centralni 20S je slozen z 28 ptibuznych
polypeptidii kédovanych 14 riznymi geny, které dohromady vytvareji ¢tyfi heptamerické

kruhy. Uvnitf kruha, které mimo jiné obsahuji enzymaticky aktivni podjednotky [1



s kaspazam podobnou aktivitou (C-like), B2 s trypsinu podobnou aktivitou (T-like) a B5
s chymotrypsinu podobnou aktivitou (CT-like), dochazi ke Sté€peni proteinu na malé
peptidy [38]. Na 20S proteazom je navazéna 19S regulacni Cést, kterd zodpovida za
rozeznani substratu, odstranéni ubikvitinového fetézce, rozpleteni proteinu a jeho
translokaci do 20S k proteolyze. Také 19S proteazom se skladd z mnoha podjednotek —
tvoii jej hexamericky kruh ATP4z, které spolecné se tiemi dalSimi proteiny tvoii bazi 19S.
Na tu je pfipojeno viko 19S slozené z dalSich deviti podjednotek. Ubikvitinovany protein
je nejdiive rozeznan proteiny baze RpnlO nebo Rpnl3, nésledné je cast proteinu
translokovana do proteazomu za spotieby ATP a poté je polyubikvitinovy fetézec odstépen
¢innosti podjednotky vika Rpnll, coz umozni dalsi rozpleteni proteinu a jeho postupny

transport do nitra proteazomu k degradaci [39].

19 S proteazom

—— 20 S proteazom — —— 26 S proteazom

19 S proteazom —

Obr. 2. Schéma struktury 26S proteazomu.



2.2.2 Ubikvitinace
Oznaceni proteinu ubikvitinem je zdkladni Urovni regulace degradace proteind.
Nicméné ne vSechny ubikvitinované proteiny jsou odsouzeny k proteolyze. V buiice se
totiz vyskytuje mnoho typu polyubikvitinovych fetézct na zaklad¢ toho, skrze ktery lyzin

ubikvitinu jsou vzajemné spojeny.

Obr. 3. Schéma ubikvitin-proteazomového systému.

Ubikvitin obsahuje 7 lyzinovych rezidui, z nichz v§echny mohou slouzit ke tvorbé
izopeptidové vazby, kterou jsou jednotlivé ubikvitiny spojeny v fetézec. Podle jejich
polohy tedy rozliSujeme K-6, K-11, K-27, K-29, K-33, K-48 a K-63 fetézce, pficemz
v bunice se vyskytuji zejména K-48 a K-63. Komplexita ubikvitinace je jeSté¢ navySena
existenci smiSenych nebo rozvétvenych fetézci a mnohocetnou monoubikvitinaci.

Zatimco K-63 fetézce maji zejména regulacni roli, K-11 a hlavné K-48 se uplatiiuji
pii degradaci proteini [40]. Proces ubikvitinace je mnohostupiiovy a je zprostfedkovan
sérii enzyml — ubikvitin-aktivacniho E1, ubikvitin-konjugacniho E2 a ubikvitin ligdzou
E3, ktera pfimo interaguje se substratem a oznacuje ho ubikvitinem (Obr. 3) [41]. Zatimco
jsou znamy pouze dva El enzymy a nékolik E2 (a pouze jeden, Ubc13, pro K-63 fetézce
[42]), vyskytuje se v bunce nekolik set E3 ligdz, které tudiz zprostredkovavaji specificitu



ubikvitinace [43]. Ubikvitinace je ovSem proces reverzibilni, nebot’ ubikvitin mize byt
z proteinu odstranén ¢innosti deubikvitinaz (DUB), kterych je popsano hned nékolik
desitek. Deubikvitinazy mohou byt specifické podle typu fetézce nebo substratu a jejich
¢innosti muze byt protein zachranén pted degradaci, nebo je jeho degradace naopak
umoznéna DUB pfitomnymi na proteazomu. Zaroven DUB mohou regulovat ¢innost

daného proteinu, jeho lokalizaci a podilet se na editaci polyubikvitinového fetézce [44].

2.2.3 Inhibice proteazomu

Vzhledem k zédsadni roli proteazomu v bunécné homeostaze je pochopitelné, ze se
prvni snahy o vyvoj inhibitorti proteazomu jako 1ékt setkavaly s vyraznou skepsi [45]. O
to piekvapivejsi bylo zjisténi, ze inhibice proteazomu ma silny toxicky Gc¢inek predevsim
na buiky rakovinné a z doposud ne zcela objasnénych divodii jsou normalni bunky vici
tomuto zasahu relativné odolné. MoZznym vysvétlenim by mohla byt ne-onkogenni adikce
rakovinnych bunék na zvysSenou potiebu degradace proteinti pro udrzeni proteostaze [46].
Intenzivni vyzkum inhibitorti proteazomu vyustil po vice nez 10 letech ke schvéleni
bortezomibu v USA Ufadem pro potraviny a léky (FDA — Food and Drug Administration)
k 1é¢bé mnohocetného myelomu, nejdiive jako l1éku tieti volby (2003), poté i jako 1éku
prvni volby v ramci kombinované terapie (2008). Bortezomib prodavany v USA a EU pod
znackou Velcade inhibuje CT-like aktivitu B5 podjednotky 20S, ktera je nejméné
redundantni a tudiz ma jeji inhibice nejsilnéjsi dusledky [47].

Uspéch bortezomibu je oviem limitovan pomémné silnymi nezadoucimi G&inky a
hlavné velmi ¢astym relapsem a vznikem rezistence, coz podnitilo vyvoj novych inhibitort
[48]. Prvni znich, carfilzomib, uz byl schvalen FDA jako I¢k tfeti volby pro pacienty
s mnohocetnym myelomem, kteii relapsuji po bortezomibu nebo jsou na néj resistentni
[49]. V této dobé je takeé klinicky testovan dal$i velmi perspektivni 20S inhibitor ixazomib,
ktery mlze byt podavan oridln¢ a vykazuje oproti pfedchozim inhibitorim lepsi
Ukazuje se totiz, ze pravé kratkodoba a slaba inhibice proteazomu bortezomibem, spolu se
Spatnou prostupnosti do rakovinné tkané€, je hlavnim divodem, pro¢ bortezomib selhal
v klinickych testech u vSech pevnych nadort [51]. Prvni klinické testy naznacuji, ze ani
vysledky davaji nadéji, ze inhibice 20S proteazomu mize byt vhodnym terapeutickym

pristupem i u pevnych nadort [53].



Prestoze je nejvétsi zajem vklddan do vyvoje inhibitord centralniho 20S
proteazomu, ukazuje se, ze 1 inhibice regulacni 19S ¢éasti mize byt cesta k 1écbé rakoviny
[54]. Molekula b-AP15 inhibujici dvé DUB, USP14 a UCHLS, voln¢ asociujici s 19S,
potlacuje rist xenograftii odvozenych od Ctyf riznych pevnych nadord [55] a zaroven je
schopna pfekonat rezistenci na bortezomib u bun¢k mnohocetného myelomu z pacienti
nebo inhibovat jejich rlst in vivo [56]. Obdobné byl neddvno popsan kovalentni inhibitor
RA190 ubikvitinového receptoru Rpn13, ktery je soucasti baze 19S. RA190 je toxicky vici
liniim mnohocetného myelomu, vcetné rezistentnich na bortezomib, a inhibuje rist
xenograftu mnohocetného myelomu a rakoviny vajec¢niku [57]. Tyto vysledky naznacuji
velky potencidl alternativnich inhibitori v 1é¢bé malignich onemocnéni [58].

Ackoliv jsou inhibitory proteazomu pouzivany uz vice nez 20 let, jejich pfesny
mechanizmus u¢inku neni doposud pln¢ objasnén. Vzhledem k Sirokému spektru substratt
proteazomu neni piekvapivé, ze jeho inhibice ovlivni témét vSechny bunééné déje. Piesto
se dlouho myslelo, Zze zasadni roli hraje bortezomibem zprostiedkovana inhibice
transkripéniho faktoru NF-kB [59], coz bylo ovSem nakonec presvédCivé vyvraceno [60].
Unikatni toxicita bortezomibu vii¢i mnohocetnému myelomu dava tusit, Ze zdsadnim
faktorem determinujicim ucinek inhibitoru proteazomu je naruSeni proteostize [61].
Mnohocetny myelom jakozto malignita plazmatickych buné¢k je charakteristicky extrémné
vysokou produkci proteinii — imunoglobulinii [62]. Rychla proteosyntéza je spojena se
vznikem velkého mnoZzstvi Spatné nasyntetizovanych nebo Spatné poskladanych proteind,
kter¢ musi byt odstranény. Dé¢je se tak mechanizmem zvanym ERAD (ER-Assisted
Degradation), jehoz centralni slozkou je proteazom [63]. V bortezomibem ovlivnénych
buiikach tak dochédzi k akumulaci téchto defektnich proteini zpisobujicich ER-stres a
aktivaci UPR (Unfolded Protein Response), ktera pii trvalé stimulaci vede k apoptoze [64].
Podporou pro tuto hypotézu je také pozorovani, ze bortezomib je toxicky 1 vii¢i normalnim
plazmatickym bunkam, ¢ehoZz se vyuziva pfi autoimunitnich onemocnénich nebo pfi
transplantacich [65]. Nejnovéjsi vysledky naznacuji, Ze pomér syntézy proteinti vici jejich
degradaci proteazomem nejen urcuje miru citlivosti na bortezomib [66], ale také hraje
zéasadni roli v procesu vzniku rezistence na inhibici proteazomu. Bylo totiz zjiSténo, ze
v pribehu 1é¢by bortezomibem dochazi k vyselektovani subpopulace myelomovych bunék,
které maji siln¢ potlacenou produkeci protilatek [67].

Zasadni otazka — tedy, jestli jsou inhibitory vhodné i pro 1écbu pevnych nadori —
zustava doposud nezodpovézena. V principu je znamo, Ze by rakovinné bunky mély byt

vice zavislé na proteazomu nez buniky netransformované, coz bylo potvrzeno nedavno i

10



pro rakovinu prsu [68]. Zjevné selhdni bortezomibu u vSech pevnych nédorii je pak mozno
vysvétlit jeho Spatnou prostupnosti do tumoru a davkovacim rezimem, ktery neumoziuje
udrzet trvalej$i inhibici proteazomu [69]. Kritkodobd a obcasna inhibice proteazomu
bortezomibem je pravdépodobné toxicka pouze pro extrémné citlivé myelomové bunky.
Pro uspésné 1é¢eni i pevnych nadord bude nejspiSe potieba vyvinout takové inhibitory,
které budou schopny udrzet svlij U¢inek po delsi dobu i u hife pfistupnych tumori bez

vaznych vedlejsSich ucinka.

2.3 Ubikvitin-dependentni degradace (UDD)

Jak jiz bylo zminéno, protinadorovy ucinek bortezomibu byl od pocatku spojovan
s inhibici NF-kB, transkripcniho faktoru aktivujiciho angiogenezi, protiapoptotické geny
nebo rezistenci vici chemoterapii [70], ktery je Casto konstitutivné aktivni u mnohocetného
myelomu [71]. Prestoze nov¢jsi vysledky tuto hypotézu vyvraceji, mize byt inhibice NF-
kB vhodnym ptikladem role UPS v regulaci zasadnich bunécnych procest.

NF-kB je udrZzovan v neaktivnim stavu pomoci inhibi¢niho proteinu xBa (I-kBa),
ktery je na n¢j vazan. Zatimco NF-kB obsahuje jadernou lokaliza¢ni sekvenci, [-xBa nese
naopak cytoplazmatickou lokaliza¢ni sekvenci, coz ma za nasledek neustalé translokace
celého komplexu mezi jadrem a cytoplazmou a naopak, ¢imz je transkripéni faktor
udrzovan v inaktivnim stavu [72]. I-kBa ma za klidového stavu relativné pomaly turn-over
(asi 130 minut), naopak v piipad¢€ nutnosti aktivace NF-kB se rapidné snizuje na mén¢ nez
2 minuty, coz vzbuzovalo otazky, jakym zplisobem je degradace I-kBa regulovana [73].
Pti zanétlivé reakci dochazi pomoci tumor necrosis factor-a (TNFa) nebo interleukin-13
(IL-1PB) k aktivaci signalni drahy, kterd vede k fosforylaci I-kBa a uvolnéni NF-kB. Jak se
pozdéji ukazalo, pravé fosforylace I-xBa je zasadni pro jeho extrémné rychlou degradaci,
¢imz byla poprvé prokazana role proteazomu pii regulaci bunécné signalizace [74]. Teprve
po fosforylaci I-kBa v misté serinu 32 a 36 [-xBa kindzou (IKK) dochazi k rozeznani I-
kBa specifickym E3 enzymem z rodiny SCF (Skpl/Culinl/F-box) ligdz, ktery jej oznaci
polyubikvitinovym fetézcem, ¢imz umozni jeho rychlou degradaci 26S proteazomem [75].
SCF E3 ligazy se skladaji z n€kolika proteinil, které umoziuji souhru nékolika riiznych
vlastnosti zésadnich pro jejich roli v bunécné signalizaci — moznost regulace, specificitu a
vysokou rychlost ubikvitinace. Zakladni jednotkou je protein Culin 1, ktery interaguje
s proteinem Skpl a Rbx1, adaptorem pro E2 konjugujici enzym, ktery pfimo ubikvitinuje
dany substrat. Na Culinl je vazan také variabilni F-box protein, ktery umoziuje specificitu
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1 regulovatelnost. V ptipadé¢ SCF E3 pro I-xBa se jedna o F-box protein zvany B-TrCP
(Beta-transducin ~ Repeats-containing  Proteins), ktery ubikvitinuje preferencné
fosforylované proteiny nebo proteiny v komplexech (Obr. 4) [76]. Mezi dalsi substraty -
TrCP patii proteiny hrajici roli ve vyvoji (B-katenin), bunééném cyklu (Weel) nebo
v odpovédi na poskozeni DNA (Cdc25A) [77]. Zatimco k fosforylaci I-xBa IKK kinazou
dochézi v cytoplazmé, ubikvitinace probihd pravdépodobné v bunééném jadie, nebot” [-
TrCP ma pievazné jadernou lokalizaci. Kde ptfesné ovSem dochazi k degradaci, je doposud

neznamé [78].

TNFa signalizace

Jaderna translokace

Obr. 4. Schéma degradace proteinu I-kBa.

Ptestoze je velmi dobfe znamo, ze velka vétSina proteint je oznacena k degradaci
pomoci K-48 ubikvitinového fetézce, stile vice publikaci naznacuje, Ze existuje véEtsi
variabilita degradacnich signald. Intenzivné je zkoumadna role K-63 fetézct pti degradaci
[79]. Proteiny oznacené K-63 fetézci asociuji s proteazomem a jsou degradovany stejné
efektivné jako u K-48 tetézcu in vitro [80]. Nicméné po inhibici proteazomu jsou to prave
jen K-63 polyubikvitiny, které se nehromadi, coz naznacuje, ze jejich fyziologicka role je
opravdu omezena jen na bunécnou signalizaci ¢i lysozomalni degradaci [81]. Mozné

vysvétleni rozdilu mezi in vivo a in vitro vysledky pfinasi nedavna publikace [82], kde

12



autofi ukazali, ze K-63 ubikvitinované proteiny v buiice s proteazomem vubec
neinteraguji. Déje se tak Cinnosti ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required for
Transport) komplexu, ktery selektivné vychytava K-63 oznacené proteiny, ¢imz
neumozinuje jejich degradaci proteazomem. Naopak je ESCRT komplex usmériuje
do endozomalni a lysozomalni drdhy. Vzhledem ktomu, ze ESCRT komplex je
lokalizovéan pouze v cytoplazmé, nijak neinterferuje se zasadni roli 19S proteazomu a jeho
podjednotky POH1 v deubikvitinaci K-63 ubikvitint pii odpovédi na poskozeni DNA [83].

Plvodné se také myslelo, ze v bunce existuji pouze homogenni polyubikvitinové
fetézce vzajemné spojené jednim ze sedmi lyzind. Nicméné se ukazuje, ze existuji i
heterogenni fetézce, které jsou spojeny skrze riizna lyzinova rezidua (napi. K-6 a K-11)
[84]. Dokonce existuji i rozvétvené fetézce, kdy je na nekolik lyzinli jednoho ubikvitinu
pfipojeno vice molekul ubikvitinu. Zatimco se zda, Ze proteiny oznacené heterogennimi
fetézci mohou byt substraty proteazomu, u rozvétvenych fetézci k degradaci
pravdépodobné nedochazi [85]. Dalsi moznosti je také tvorba linearniho fetézce, u kterého
je na N-terminalni konec ubikvitinu ptipojen C-terminus ubikvitinu druhého. Tento zptlisob
oznaceni se uplatiuje u degradace PCNA proteinu [86]. Dokonce byla objevena
kombinace ubikvitinu s proteinem SUMO, jenz také pravdépodobné reguluje degradaci
ruznych substrata [87].

Dal$im moznym signalem pro degradaci je piekvapivé monoubikvitinace nebo
mnohocetna monoubikvitinace [88], piestoze bylo dlouho uznavanym faktem, ze protein
musi byt oznaen nejméné tetraubikvitinovym fetézcem, aby mohl byt rozeznan
proteazomem [89]. Monoubikvitinace se uplatituje pfi degradaci napt. proteinu PAX3 nebo
fosfolipazy D [88].

Komplexita systému jesté vzrusta tim, ze ubikvitin nemusi byt navazan jen skrze lyzinové
reziduum substratu. Jako akceptory ubikvitinu mohou slouzit i1 cystein, serin, treonin nebo
dokonce N-terminus substratu, coz bylo pozorovano pii degradaci dulezitych regulatord

bunééného cyklu, jako je p21, p19, p16 nebo cyklinu G1 [88].

2.4 Ubikvitin-independentni degradace proteazomem (UID)

I kdyz se ubikvitinace uplatiiuje v degradaci vétSiny proteind, jsou znamy i ptipady
degradace proteinli proteazomem nezavisle na ubikvitinu (Ubiquitin Independent
Degradation, UID). Dokonce se zda, ze role UID je silné podcenovana ne tolik z diivodu
své vyjimecnosti, ale spise pro obtiznost ji experimentalné prokazat [90]. Podle nékterych
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studii je mozné, ze UID se uplatituje v degradaci vice nez 20% vSech bunécnych proteinti
[91]. Také divod existence dvou paralelnich systéml — ubikvitin-dependentni degradace
(UDD) a UID je neznamy. Jedna teorie pfedpoklada, ze UID je pouze evolucni poziistatek
z doby ,,pfed ubikvitinem*, ktery se zachoval u téch proteint a v téch ptipadech, kdy to
bylo vyhodné. Druha teorie uvadi, Zze existence dvou systémil umoziuje bunce Iépe
reagovat na rizné podminky, nebot v bunice mize dojit k proteazomovému stresu a
ubikvitinovému stresu nezavisle na sobé¢ [92]. UID mechanizmus se uplatiuje
pravdépodobné také pii degradaci oxidovanych ¢i jinak poSkozenych proteinl. Zatimco
26S proteazom je velmi citlivy na oxidacni stres a dochéazi k poklesu jeho aktivity nebo
jeho disociaci, 20S je nadale aktivni. Dokonce je mozné, ze disociace 26S na volny 20S je
fizeny proces, ktery umoziuje buiice degradovat zoxidované proteiny efektivnéji a 1épe se
vyrovnat s oxida¢nim stresem [93].

UID mechanizmus je doposud velmi malo prozkoumanou oblasti a pouze u
nekolika proteinti panuje obecny konsenzus, ze jsou degradovany pravé nezavisle na
ubikvitinu. NejzndméjSim piikladem takového proteinu je ornitin dekarboxyldza (ODC)
[94]. ODC je prvni a limitujici enzym syntézy polyamini u eukaryot, ktery je regulovan
zejména prostfednictvim degradace. ZvySend hladina ODC vede k syntéze vétsiho
mnozstvi polyamint, hlavné sperminu a spermidinu, které nasledné aktivuji expresi
antizimu-1 (AZ1) [95]. Bylo prokazano, ze pravé AZl indukuje degradaci ODC
protazomem nezavisle na ubikvitinu, ¢imz dochazi ke zpétnovazebné regulaci hladiny
polyaminti. AZ1 se vaze na ODC za tvorby heterodimeru, ktery je rozeznan 26S, pficemz
dochazi k degradaci jen ODC za uvolnéni AZ1. AZ1 nahrazuje funkci ubikvitinu tim, ze
umoziiuje rozeznani heterodimeru proteazomem [96], a navic bylo zjisténo, Ze
s ubikvitinem kompetuje o stejné rozeznavaci misto na 26S proteazomu, Rpn10 [97].

Je znamo také nckolik proteinti, které jsou degradovany zaroven dvéma
mechanizmy — UDD a UID. Nejznaméjs$imi ptiklady jsou p53 [98] a p21 [99]. Bazalni
hladina p53 je za normalnich podminek udrZzovéana na velmi nizké Grovni, zejména ¢innosti
E3 ligaz, které ubikvitinaci odsuzuji pS3 k degradaci 26S proteazomem. Je znamo hned
nckolik E3 ligdz, jejichZ substratem je p53, ale mezi nejhlavnéjsi patii vedle Pirh2 (p53-
induced protein with a RING H2 domain) a Copl (Constitutively Photomorphogenic 1)
také RING (Really Interesting New Gene) ligizy MDM2 (Mouse Double Minute 2
homolog) a blizky pfibuzny MDMX (Mouse Double Minute 4) [100]. Nov¢jsi vysledky
naznacuji, ze pravé heterodimer MDM2/MDMX je zodpovédny za vétSinu degradace p53.
MDM2/MDMX komplex také ovliviiuje transkripéni aktivitu p53 a jeho lokalizaci.
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V ptipadé bunécného stresu, napi. poskozeni DNA, dochazi k pteruSeni vazby mezi p53 a
MDM2/MDMX vedouci k akumulaci aktivniho p53 a spusSténi bunééné odpovédi na dany
stres [101]. Pokud bunka nedokaze dany problém vyfeSit, mize aktivace p53 vést
k senescenci nebo apoptoze [102]. Mezi geny aktivované p53 patii 1 MDM2, ktery tak po
ukonceni stresové situace opét snizi hladinu p53 do normalni trovné. Tim je zajisténa
zpétnovazebna regulace celého systému [103]. Ukazuje se ale, Ze se vedle na ubikvitinu
zavislé degradaci podili na stabilité p53 1 UID. P53 jakoZzto protein obsahujici rozvolnéné a
nestrukturované domény mutize byt degradovan bez predchozi ubikvitinace samotnym 20S
proteazomem (Obr. 5) [104]. Tento proces je zcela pasivni, a proto byl velmi dlouho
piehlizen. Je regulovan zejména NADH chinon oxidoreduktdzou 1 (NQOT1) [105]. Jedna se
o enzym katalyzujici redukci rGznych chinont pfi pouziti NADH nebo NADPH jako
kofaktoru. NQO1 asociuje jednak s 20S proteazomem jednak s riznymi nestrukturovanymi
proteiny jako je p53 nebo p73 [106]. Mira interakce NQO1 s p53 je ovlivnéna hladinou
NADH a pfi jeho nizké koncentraci, nebo pii inhibici NQOI1, ztraci svoji protekéni

vlastnost a p53 muze byt degradovan samotnym 20S proteazomem [107].

Obr. 5. Schéma ubikvitin-dependentni a ubikvitin-independentni degradace proteinu p53.

Fyziologicka signifikance UID p53 byla pomémé kontroverzni, nicméné novéjsi
vysledky naznacuji, Ze se miZze jednat o zasadni proces. V pfipad¢, ze je buika vystavena
y-zateni, dochdzi k modifikaci p53 umoznujici se vyhnout MDM2 regulované degradaci.

Zaroven ale bylo pozorovéano, zZe dochazi i k posileni interakce mezi p53 a NQO1, ¢imz se
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p53 vyhne také degradaci samotnym 20S. V piipad¢ inhibice NQO1 nebo snizeni jeho
exprese nebyly tyto buiiky schopny vyvolat efektivné odpovéd na poskozeni DNA
zévislou na p53 [106]. Protektivni aktivita NQOI1 je také dilezitd pii vzniku chemicky
indukované rakoviny nebo odpovédi na oxidativni stres [108]. Vzhledem k tomu, ze je
protein p53 mutovan asi 50% vsech malignit, miize byt degradace 20S proteazomen a role
NQOI1 zasadni i u rakovinnych onemocnéni [109]. NQO1 byl identifikovan jako nadorovy
supresor, ktery je u mnoha nadorti slabé exprimovan nebo mutovan, kromé¢ toho urcita
alela kodujici nestabilni NQO1 je spojena s vy$s$im rizikem vzniku riznych typt malignit
[110]. Tato forma NQO1 ma také snizenou schopnost vazat p53 vedouci ke snizeni jeho
hladiny, coz bylo prokézano u rakoviny prsu. Mutovana forma NQO1 je kone¢né negativni
prognosticky faktor, ktery maze ovliviiovat i uspéSnost chemoterapie [111].

Biologicky diivod pro UID proteinu p53 neni doposud plné objasnén, nicméné
jedna hypotéza tvrdi, Ze tento mechanizmus muze byt zasadni pro regulaci bunécné
odpovédi na oxidativni stres. ROS aktivuji transkripéni faktor NRF2, ktery indukuje
expresi NQOI, ¢imz dojde k aktivaci p53 a odpovédi na stres [112].

UDD 1 UID mechanizmus degradace se uplatiiuje i u proteinu p21, nicméné zde
neni situace doposud dobfe zndma. Je zndmo, Ze p21 je degradovan v zavislosti na
bunécném cyklu a za touto degradaci pravdépodobné stoji E3 ligaizy SCF a APC
(Anaphase Promoting Complex) komplex [113]. Nicméné je popsana i UID degradace a
relativni ptispévek obou mechanizmi neni ziejmy [114-115].

Na ubikvitinu nezavisld degradace se uplatiiuje i u jinych proteinti, at’ uz u pro-
apoptického proteinu NOXA [116], nebo naopak proti-apoptického Mcl-1 [117], nebo
onkogentl c-Fos a Fra-1 [118].

2.5 Rostouci komplexita UPS

Dilezitost UPS pii lécbé rakoviny nebo neurodegenerativnich onemocnéni
podnitila intenzivni vyzkum [119], ktery vede dodnes k piekvapujicim vysledkim.
ZjednoduSené schéma piedpokladajici dva kroky — ubikvitinaci a naslednou degradaci
proteazomem — bude pravdépodobné brzy prekonané. Nejen samotnd ubikvitinace, ktera je
pfinejmensim u nékterych proteinti diskutabilni, ale i proteazomélni degradace je
pravdépodobné mnohem komplikovanéjsi proces, nez se mohlo diive zdat.

26S proteazom neni osamocenym komplexem, ale interaguje s mnoha dalSimi

partnery, ktefi jsou nepostradatelni pro jeho spravnou funkci. Na proteazom se vazou
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nekteré E3 ligazy [120] a deubikvitinazy, které ziejmé piedstavuji dal§i uroven regulace
celého systému. E3 ligdzy umoziuji opakovanou ubikvitinaci substrati, aby nedoslo
k jejich disociaci a byly skute¢né¢ zdegradovany. Naopak s proteazomem asociujici
deubikvitinazy USP14 a UCHLS umoziuji odStépovani ubikvitinovych tetézci
z distalniho konce, ¢imz pravdépodobné usnadiuji uvolnéni proteinti z proteazomu [121].
Intuitivné se tedy ptedpokladalo, ze inhibice téchto DUB povede k vétsi efektivité
proteazomu, ¢ehoz by se mohlo vyuzit napi. pii 1é€n¢€ neurodegenerativnich onemocnéni,
ktera jsou mimo jiné charakteristickd snizenou degradaci poskozenych proteini [122]. O to
vétsi bylo prekvapeni, Ze inhibitory téchto DUB vedou naopak k celkové inhibici
proteazomu, ¢ehoz by se mohlo vyuzit pfi 1écbé rakoviny. Pravdépodobné vysvétleni
tohoto paradoxu je, ze tyto DUB svoji ¢innosti udrzuji proteazom v chodu, nebot’ bez nich
by doslo ke kolapsu celého proteazomu, ktery by byl zahlcen nespecifickymi
ubikvitinovanymi proteiny, jeZ nejsou urceny k degradaci [123].

Jak jiz bylo zminéno, za rozeznani a navazani ubikvitinovanych proteinli
proteazomem jsou zodpovédné zejména podjednotky, receptory Rpnl0 a Rpnl3, kterou
jsou pevnou soucasti 19S proteazomu. Rpnl3 je schopen vazat ubikvitinované substraty
pouze tehdy, kdyZ je soucasti 19S, podobné jako Rpnl1 vykazuje deubikvitina¢ni aktivitu
jen jako soucast proteazomu [124]. Naopak druhy receptor Rpnl0 dokéze vazat
ubikvitinované proteiny i jako samostatnd jednotka [125]. Je znamo, ze 20S proteazom
muze vazat 19S z obou stran, ¢imz dochazi k tvorbé¢ komplexu o velikosti asi 30S.
Nedavna studie ovSem naznacuje, zZe takto vznikly protoazom je asymetricky, nebot’ pouze
jedna 19S ¢ést obsahuje Rpnl3, na rozdil od Rpnl0 a Rpnl1, které jsou ptitomny u obou
19S [126]. Zda se tedy, Ze touto asymetrii je zajiSténo, Ze nedojde k degradaci proteind
z obou dvou stran najednou, coz by mohlo vést k problémum.

Interakci proteazomu s ubikvitinovanymi substraty umocnuji 1 dal$i pomocné
proteiny, které obsahuji UBL-UBA (Ubiquitin-like domain; Ubiquitin-associated domain)
domény. Tyto pomocné faktory, zejména Rad23, Dsk2, Ddil, slouzi jako dalsi receptory,
které voln¢ interaguji zejména s Rpnl podjednotkou proteazomu pomoci UBL domény a
UBA doménou navazuji substrat urceny k degradaci [127]. V blizkosti Rpnl se také vaze
DUB USP14, ktera tak mtze deubikvitinovat tyto substraty. Také se nabizi moznost, Ze
tyto substraty musi byt oznaceny del$im polyubikvitinovym fetézcem vzhledem k vétsi
vzdalenosti k Rpnll [128]. Bylo naptiklad zjisténo, ze specificita HIFla (Hypoxia-
inducible factor 1a) k riznym receptorim umoziujicim degradaci je zavisla pravé na délce

ubikvitinového fetézce [129].

17



Dalsim dutlezitym proteinovym komplexem, ktery je nepostradatelny pro degradaci
mnoha proteinll a jehoZ role byla doneddvna pomérné opomijena, je p97 (VCP-Valosin
Containing Protein). P97 patii do rodiny AAA ATPaz vytvaiejici hexamer podobné jako
baze proteazomu. Na tento hexamer se miZze vazat mnoho dalSich adaptorii, z nichZ mnoho
obsahuje ubikvitin vazajici domény UBA, UBX (Ubiquitin Regulatory X domain) nebo
UIM (Ubiquitin-interactin motiv) [130]. S p97 interaguje i n€kolik DUB, E3 ligdz, E4
enzym, ale nejCastéjSimi partnery jsou Ufdl (Ubiquitin fusion degradation 1) a Npl4
(Nuclear Protein Localization 4), které zprostfedkovavaji interakci s ubikvitinovanymi
proteiny [131]. JakoZzto ATPéaza je p97 schopen pietvaret energii z ATP na mechanickou
silu, pomoci niz mize vyvazovat ubikvitinované substraty od interakénich partnert
v komplexech, zmembran, k ¢emuz dochazi zejména pii ERAD nebo degradaci
mitochondrialnich proteint, nebo z chromatinu pfi regulaci bunééného déleni a odpovédi
na poSkozeni DNA [132]. Prekvapivé bylo zjisténi, Ze p97 je zapojen v degradaci i
volnych cytosolickych proteini [133]. O Sifi aktivity p97 pti degradaci proteinii vypovida 1
fakt, ze pfi jeho inhibici dochazi k akumulaci ubikvitinovanych proteini srovnatelné
s inhibici proteazomu [134-135].

Zasadni informace pfinesla i neddvnd studie ukazujici, Ze u archei p97 (u nizsich
eukaryot a prokaryot znamy jako CDC48) interaguje s 20S proteazomem a aktivuje ho
[136]. Archea nemaji ekvivalent eukaryontniho 19S, a proto se nabizi otazka, zda jeho
funkci nenahrazuje pravé CDC48. Ke stejnym vysledkim dosla i studie, ktera potvrdila
aktivaci 20S pomoci p97 u mysi a v sav¢ich buiikach [137]. Vzhledem k tomu, ze komplex
20S a p97 muze interagovat i s komplexem COP-9 signalozomu, ktery ma néapadnou
homologii s vikem 19S proteazomu, nabizi se mysSlenka, zda se v bunikdch nenachazi i
takovato forma alternativniho proteazomu, ve kterém by baze 19S byla nahrazena p97 a
viko 19S COP-9 singalozomem [138]. Je velmi pravdépodobné, ze nasledujici vyzkum
odhali nové skutecnosti, které mohou do znacné miry otfast nasimi dneSnimi piedstavami o

UPS.
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3 CILPRACE
Diplomovéa prace se snazi pojmout zdkladni teoretické znalosti o ubikvitin-
proteazomovém systému, jakozto mozném cili komplexu disulfiramu s médi. Shrnuje
komplexitu 1 riznorodost proteazomalni degradace na ptikladu nékterych dobie popsanych
proteintl, coz zaroven tvoii i teoreticky podklad pro experimentalni praci. Dale se zabyva
doposud publikovanymi studiemi o protirakovinné aktivité disulfiramu.
V praktické casti je sledovan vliv syntetického komplexu disulfiramu s médi na

vvvvvv

poznatky a jsou hodnoceny z hlediska mozné relevance v protirakovinné terapii.

19



4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Kaultivace bunéénych linii

V préaci byly pouzity bunécné linie MDAMB231, MCF7, MCF10A (odvozené od
rakoviny prsu) a Hela (odvozené od rakoviny délozniho ¢ipku). Bunécné linie byly
kultivovany v médiu DMEM obsahujicim 10% FBS a 1% penicilin/streptomycin pfi
teploté 37°C a 5% koncentraci CO». Linie MCF10A byla kultivovana v médiu DMEM/F12
s 5% konim sérem, 1% penicilin/streptomycin, EGF (20 ng/ml), hydrokortison (0,5 pg/ml),
cholera toxin (100 ng/ml), inzulin (10 pg/ml).

4.2 Urceni cytotoxicity

Pro zjisténi vlivu zkoumané latky CuEt na viabilitu bun¢k bylo pouzito metody
MTT. Tato metoda je zalozena na redukci MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5- difenyl
tetrazolium bromid) na formazan. Redukce MTT na formazan je katalyzovédna
mitochondridlni dehydrogenazou, mnozstvi barevného produktu je tudiz tmérné viabilité
bunék a jejich poctu [139]. Buiiky byly vysazeny v poctu 5000 na jamku na 96-jamkovou
desku. Po 24 hodinach byla mikroskopicky zkontrolovdna rovnomérnost poctu bunék a
poté byla aplikovana testovana latka v novém médiu vzdy v osmi opakovanich (jamkach)
pro danou koncentraci. Bunky byly inkubovany s testovanou latkou 24 hodin, pak bylo
star¢é médium nahrazeno novym obsahujicim MTT (3 mg/ml). Po 3 hodinach bylo opét
odsato a vznikly formazan byl rozpustéen v DMSO a spektrofotometricky stanoven pfi
vlnové délce 570 nm. Viabilita bun¢k byla vztazena ke kontrolni skupiné, kterd byla

ovlivnéna pouze rozpoustédlem (DMSO).

4.3 Priprava bunécnych lyzati pro Western blotting (WB) a méreni aktivity
proteazomu

Buiiky byly vysety na 6 cm misky nebo 6-jamkové desky podle typu experimentu a
ponechany do dalSiho dne. Po probéhnuti experimentu byly misky dany na led, médium
bylo odséto a buiiky byly proplachnuty vychlazenym PBS. Poté byl pfidan RIPA pufr a po
5 minutich inkubace byla smés prepipetovana do mikrozkumavky. Za obc¢asného
promichéni byla dal$ich 5 minut inkubovéna na led¢ a poté centrifugovana pti 12000 rpm
10 minut ve 4°C. Supernatant byl zamrazen v -80°C nebo pouzit pro zméteni koncentrace

proteint a dal$i experimenty.
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4.4 Méreni koncentrace proteini

Koncentrace proteinii byla méfena metodou Bradfordové zalozené na barevné
preméné Coomassie Brilliant Blue G-250 pfi reakci s proteiny, coZ je moZzno stanovit
spektrofotometricky pii vinové délce 595 nm. Pti méteni koncentrace bylo nejprve nutné
lyzat 10x zfedit a 2 pl zfedéného lyzatu byly pridany ke 200 pl Coomassie roztoku vzdy
v duplikatu. Pro vytvofeni kalibra¢ni kfivky byly pouzity rizné koncentrace roztoku BSA

(10 — 1000 pg/ml v 0,15 M NaCl).

4.5 Méreni aktivity 20S proteazomu

Proteolytické aktivity 20S proteazomu byly méfeny pomoci fluorogennich
substratl, u kterych dochazi ¢innosti proteaz k uvolnéni fluorescen¢niho 7-amino-4-metyl-
kumarinu (AMC), jenz muaze byt méfen fluorimetrem. Celobunécné lyzaty (10 pg proteinit)
z bunék inkubovanych s testovanymi latkami (CuEt, bortezomib) byly inkubovany vzdy
v duplikatu 1 hodinu ve 100 pl pufru (40 mM Tris-HCL pH 7,4) s 20 uM fluorogennim
substratem Suc-LLVY-AMC (pro CT-like aktivitu), Z-LLE-AMC (pro C-like aktivitu)
nebo Z-ARR-AMC (T-like aktivitu) pti 37°C. Fluorescence vzniklého AMC byla métena
fluorimetrem pii excitacni vinové délce 360 nm a emisni 460 nm. Aktivita proteazomu

byly vztazena ke kontrolni skupin¢ ovlivnéné pouze DMSO.

4.6 Western blotting

Proteiny byly detekovany pomoci metody Western blottingu. Proteiny byly nejdiive
separovany na zakladé¢ molekulové hmotnosti polyakrylamidovou gelovou elektroforézou
za denaturujicich podminek v pfitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE). Obvykle
byly pouzity ru¢né ptipravované gely o hustoté 10% nebo 12% akrylamidu podle ptedpisu
vyrobce (Bio-Rad) nebo komercné dostupné gradientové (4-20%) gely. Bunécny lyzat
s obsahem 30-50 pg proteint byl nejdiive smichan s 4xLSB pufrem a denaturovan 5 minut
pii 95°C, a pred vnesenim na gel jesté stocen. Dokud se vzorky nachazely v zaostfovacim
gelu, elektroforéza probihala pii konstantnim proudu 10 mA/gel. Kdyz vzorky dosahly
rozdélovaciho gelu, byl proud zvySen na 20 mA/gel. Po probéhnuti elektroforézy, byly
proteiny z gelu preneseny na PVDF membranu semi-dry blottingem (1 hodina pii 400
mA). Membrana byla nékolikrat oplachnuta v destilované vod¢ a obarvena Ponceau

S roztokem pro kontrolu spravnosti pfenosu a mnozstvi proteinli. Membrana byla poté
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odbarvena roztokem TBS-Tween a blokovéna 1 hodinu v5 % suSeném mléku v TBS-
Tween. Pak byla opét oplachnuta v TBS-Tween a nésledné inkubovédna s primarni
protilatkou pies noc ve 4°C. Dalsi den byla primarni protilatka vymyta a membrana byla
dal$i hodinu inkubovana se sekundarni protilatkou, kterd byla nasledné také vymyta.
Navazand sekundarni protilatka s kfenovou peroxidazou (HRP) byla detekovana pomoci

fotoluminiscencniho substratu a filmu nebo CCD kamery.

4.7 Meéreni degradace Ub(G76V)-GFP

Pro tento experiment byly pouzity Hela builkky konstitutivné exprimujici
Ub(G76V)-GFP reportér. Buiiky byly nedfive vysety v po¢tu 10* bun&k/jamka na 96
jamkovou desticku. Druhého dne k nim byl ptidan MG132 v koncentraci 4 uyM v DMEM
médiu bez fenolové Cerveni a FBS. Po tfech hodindch bylo médium s MG132 odsato,
bunky byly dvakrat proplachnuty PBS a poté k nim byl pfiddno nové médium s 2,5% FBS
obsahujicim 30 mg/ml cykloheximidu a rizné koncentrace testované latky (CuEt) a
kontroly DMSO (vzdy v triplikatu). V pribéhu dalSich 3 hodin byl zaznamenavan signal
GFP. Normalizovana intenzita GFP byla spoc¢itdna podle nasledujiciho vzorce: (intenzita
GFP testované latky — intenzita pozadi) / (bazdlni intenzita GFP — intenzita pozadi).
Bazalni intenzita GFP odpovida buitkam, které nebyly vystaveny MG132 k naakumulovani
GFP reportéru. Pro vypocet konstanty degrada¢niho spadu byl Ln normalizované intenzity
vztazen k Casu. Vysledky jsou pak vyjadieny v procentech konstanty degradac¢niho spadu

(testovana latka/DMSO kontrola)*100.

4.8 Biologicky material

Bunécéné linie odvozené od rakoviny prsu (MDA MB 231, MCF7 a MCF10A) byly
ziskany z ACCT (American Colection of Cells and Tissues). HeLa bunéfnd linie
exprimujici Ub(G76V)-GFP byla ziskdna od prof. Raymonda Deshaiese, California
Institute of Technology.

4.9 Chemikalie

Penicilin/Streptomycin, P11-010 PAA, The Cell Culture Company

FBS (Fetal Bovine Serum), Heat Inactivated, sterile-filtered, cell culture tested, F9665-
500ML, Sigma-Aldrich
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DMEM, high glukose, PAA The Cell Culture Company

DMEM/F12, Invitrogen

Trypsin, Sigma-Aldrich

PBS 1x (NaCl 135 mM, KCl 1,3 mM, Na2HPO4x12 H20 3,2 mM, KH2PO4 0,5 mM, pH
7,4);

TBS-Tween 1x (137 mM NaCl, 20 mM Tris, 0,1% Tween 20, pH 7,6);

Tris-glycin SDS pufr 1x (25 mM Tris, 192 mM glycin, 0,1% SDS, pH 8,3);

Trsis-glycin transferovy pufr 1x (25 mM Tris, 192 mM glycin, 20% metanol);

Pufr pro zaosttovaci gel (0,5 mM Tris-HCI, pH 6,8);

Pufr pro rozdélovaci gel (1,5 mM Tris-HCI, pH 8,8);

RIPA pufr (10 mM Tris-HCI, pH 8,0, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0,1% deoxycholat
sodny, 0,1% SDS, 140 mM NaCl, pfed pouzitim pfidin 1 mM PMSF, protease a
phosphatase inhibitor coctail — Roshe);

LSB pufr 1x (31,5 mM Tris-HCI, pH 6,8, 10% glycerol, 1% SDS, 0,005% bromfenolova
modr);

Pufr pro méfeni aktivity proteazomu (40 mM Tris-HCI, pH 7,4);

Ponceau S (0,1% (w/v) v 5% octové kyseling);

Bortezomib, Sigma-Aldrich

MG132, Sigma-Aldrich

CuEt, bis-(diethyldithiokarbaméat)-meéd’naty komplex, Mgr. Boris Cvek, PhD
Cykloheximid, Sigma-Aldrich

Dicoumarol, Sigma-Aldrich

DMSO, Sigma-Aldrich

MTT, Sigma-Aldrich

Pouzité priméarni protilatky: anti-ubiquitin (rabbit polyclonal, 1:1000 (5% méko), Cell
Signaling, 3933); anti-aktin (goat polyclonal, 1:2000 (5% mléko), Santa Cruz
Biotechnology, 1-19, sc-1616); anti-IkBa (rabbit polyclonal, 1:500 (5% milk), Santa Cruz
Biotechnology, C-21, sc-371); anti-phospho-IkBa(Ser32/36) (mouse monoclonal, 1:1000
(5% mléko), Cell Signaling, SAS, 9246); anti-p53 (mouse monoclonal, 1:500 (5% mléko),
Santa Cruz Biotechnology, DO-1, sc-126)

Pouzité sekundarni protilatky: anti-rabbit IgG-HRP (goat, 1:2000 (5% milk), Santa Cruz
Biotechnology, sc-2030); anti-mouse IgG-HRP (goat, 1:2000 (5% milk), Santa Cruz
Biotechnology, sc-2031); anti-goat IgG-HRP (donkey, 1:2000 (5% milk), Santa Cruz
Biotechnology, sc-2020)
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4.10 Pristrojové vybaveni

ImageXpress automated microscope, USA; Inkubator Conthern, Novy Zéland; Laminarni
box SafeFASTTop faster, Italie; Mikroskop T2 103411 Olympus, CR; Spektrofotometr
Tecan (program I-Control), SV}'/carsko; Centrifuga Mini Labnet International, USA; Mini-
PROTEAN Tetra-Cell, PoerPac HC Power Supply, Bio-Rad, USA; Hoefer TE70X semi-

dry transfer unit, Fisher Scientific, Irsko;
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5 VYSLEDKY

5.1 Vliv komplexu CuEt na proliferaci linii odvozenych od rakoviny prsu

Pro zjiSténi cytotoxicity komplexu CuEt vaéi riznym liniim odvozenym od
rakoviny prsu bylo pouzito MTT testu. Buniky byly vystaveny riiznym koncentracim CuEt
po 24 hodin, po kterych byl proveden test ptezivajicich bunék. Kazd4 koncentrace byla
testovana v osmi opakovanich na experiment, pfi¢emz ten byl proveden celkem tfikrat.

Vysledky jsou vyjadreny v procentech vzhledem ke kontrole (buiiky ovlivnéné DMSO).
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Obr. 6. Vliv komplexu CuEt na proliferaci bunééné linie MCF7.

Z obrazku 6 je patrné, ze komplex CuEt je pro bunécnou linit MCF7 siln¢ toxicky.
Hodnota ICs¢ je kolem 0,1 uM a pfi koncentraci 1 uM je viabilita bun¢k uz jen asi 10%.
V ptipadé¢ linie MDA MB 231 (Obr. 7) je patrné, ze pii 0,1 uM koncentraci nema CuEt
jesté témef zadny toxicky vliv, na rozdil od linie MCF7. Nicméné pii trochu vyssi
koncentraci (0,25 uM) uz CuEt viabilitu bunék dramaticky snizil, dokonce pod troven

pozorovanou u piedeslé linie.
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Obr. 7. Vliv komplexu CuEt na proliferaci buné¢né linie MDA MB 231.

Komplex CuEt tedy vykazuje silnou toxicitu vici buitkdm odvozenym od
metastazujici rakoviny prsu. K ovéfeni, zdali je tento ucinek specificky jen na
transformované builky, byl otestovan i vliv CuEt na prsni epitelidlni buitkky MCF10A,
odvozené od pacientky trpici fibrocystickou chorobou prsu, které jsou ale standardné
pouzivany jako model normalnich bun¢k. MTT test ukdzal, ze MCF10A linie je velmi

senzitivni na CuEt (Obr. 8), dokonce citlivéjsi nez predchozi dveé nadorové linie (IC50<0,1
uM).
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Obr. 8. Vliv komplexu CuEt na proliferaci bunécné linie MCF10A.
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5.2 Vliv komplexu CuEt na aktivitu 20S proteazomu

Protirakovinnd aktivita disulfiramu je spojovana mimo jiné s inhibici proteazomu.
Predchozi studie ukazuji, Ze inhibice proteazomu disulfiramem je zavisla na pfitomnosti
médi, coZ naznacuje, ze aktivni latkou je ve skutecnosti CuEt. Bylo prokazano, Ze smés
disulfiramu s médi je silnym inhibitorem chymotripsinu-podobné (CT-like) proteolytické
aktivité 20S proteazomu. Nicmén¢ v piipadé purifikovaného 20S synteticky komplex CuEt
nevykazoval témét zadnou aktivitu vaci CT-like, ¢imz se vyrazné odliSoval od smési
disulfiramu s médi, ktera CT-like purifikovaného 20S inhibovala. Je tedy velmi
pravdépodobné, Ze za pozorovanou aktivitou smeési staly ve skutecnosti samotné méd’naté

ionty, které, jak bylo vicekrat publikovano, 20S inhibuji.

120

LLLL

Cas [h]

100

©
o

N
o

CT-Like aktivita [%]
(2]
o

N
o

o

B CuEt OBortezomib ‘

Obr. 9. Casova zavislost inhibice CT-like aktivity 20S proteazomu u linie MCF7.

Pro objasnéni efektu syntetického komplexu CuEt na proteazom v buiikach, byla
otestovana aktivita CuEt vaci CT-like 20S v liniich MCF7 a MDA MB 231. Aktivita 20S
proteazomu byla métfena pomoci fluorescencniho substratu, ktery je specificky Stépen B5

podjednotkou s CT-like protedazovou aktivitou. Ke méfeni byly pouzity bunécéné lyzaty.

Jak je patrné z obrazku 9, 1 uM CuEt nema téméf zadny ucinek na CT-like aktivitu
v bunkach MCF7 po rtiznou dobu kultivace. Naopak stejna koncentrace bortezomibu, ktery
byl pouzit jako kontrola, zptisobuje témét 80% inhibici. S podobnym vysledkem dopadlo 1
meéteni u linie MDA MB 231 (Obr. 10), kde sice CuEt zptisoboval jistou inhibici, ta ovSem
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byla mnohem slabsi nez u obvyklého 20S inhibitoru bortezomibu, a lze ji s nejvétsi

pravdépodobnosti pfipsat rychlé bunééné smrti, kterd byla pozorovana.
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Obr. 10. Casova zavislost inhibice CT-like aktivity 20S proteazomu u linie MDA MB 231.

Pro ptesnéjsi zjisténi efektu CuEt na 20S proteazom byla také otestovana
koncentracni zavislost inhibice. Bunky byly kultivovany 3 hodiny s riznou koncentraci
CuEt nebo bortezomibu a poté byla v lyzatech métena aktivita proteazomu. Jak je ovSem
patné z obrazku 11, CuEt nevykazoval v liniit MCF7 zadnou koncentrac¢né-zéavislou inhibici
CT-like, na rozdil od bortezomibu, u kterého se vzrlstajici koncentraci dochézelo i

v

k vyraznéjsi inhibici.
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Obr. 11. Koncentra¢ni zavislost inhibice CT-like aktivity 20S proteazomu u linie MCF7.
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U linte MDA MB 231 sice bylo moZno pozorovat jisty naznak koncentracni
zavislosti inhibice CT-like, ale 1 pifi nejvyssi pouzité koncentraci CuEt (5 pM) poklesla
CT-like aktivita jen o 30%, coZ bylo vyrazn€ méné nez u bortezomibu (Obr. 12).

120 -

100 1
80 -
60 -
40
20
0 4

koncentrace [uM]

CT-like aktivita [%]

@ CuEt oOBortezomib ‘

Obr. 12. Koncentracni zavislost inhibice CT-like aktivity 20S proteazomu u linie MDA MB 231.

vvvvvv

proteazomu, zbylé dvé proteolytické aktivity 20S nemohou byt ignorovany. V klinické
praxi se pouzivaji doposud jen léky dominantné¢ inhibujici CT-like (bortezomib a
carfilzomib), ale vykazujici také ucinek vici kaspaze-podobné aktivite (C-like). V nedavné
dobé ale byly pfipraveny i inhibitory specificky cilici na B1 podjednotku s C-like nebo 2
s T-like aktivitami. Dokonce bylo prokazano, ze k dostatecnému cytotoxickému efektu
inhibitori proteazomu by samotnd inhibice CT-like nestacila, a proto je nutné, aby tyto
léky zéarovenn alespont cCéaste¢né inhibovaly nékterou z ostatnich proteolytickych

podjednotek.

Pro zjisténi efektu CuEt na zbyl¢é aktivity 20S proteazomu byly linie MCF7 a MDA
MB 231 kultivovany v pfitomnosti 1 uM CuEt nebo bortezomibu po dobu tfi hodin.
V lyzatech pak byla zméfena C-like a T-like aktivit obdobné jako v ptipadé¢ CT-like, tedy
pouzitim fluorescenénich peptidi specificky Stépenych témito proteolytickymi

podjednotkami. CuEt na rozdil od bortezomibu nemél zadny efekt na C-like ani na T-like
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aktivitu u obou linii. Bortezomib vykazoval ¢aste¢ny ucinek na C-like, a podobné jako

CuEt témét zadny na T-like aktivitu, jak uz bylo diive publikovano (Obr. 13).
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Obr. 13. Vliv inhibitorti (CuETt, bortezomib) na C-like a T-like aktivity 20S proteazomu u
liniit MCF7 a MDA MB 231.

5.3 Vliv komplexu CuEt na akumulaci ubikvitinovanych proteinii

Negativni vysledky z méteni proteolytickych aktivit 20S proteazomu ale nevyvraci

moznost, Zze CuEt inhibuje nékterou jinou aktivitu celého 26S proteazomu. Jako nejvice

pravdépodobna moznost se jevi inhibice n&jaké podjednotky 19S, pficemz jiz diive byla

navrhnuta POH1 deubikvitindza, kterd je soucésti vika proteazomu a je nezbytna pro jeho

aktivitu, jako mozny cil CuEt. Jednim z nejvyraznéjSich projevil inhibice proteazomu je

akumulace ubikvitinovanych proteini v burce, které nemohou byt degradovany. Vliv CuEt

na hladinu ubikvitinovanych proteint, kterd nepfimo svédc¢i o inhibici degradace proteint,

byl tedy testovan pomoci WB analyzy.
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Obr. 14. Casova zavislost akumulace ubikvitinovanych proteinti u linii MCF7 a MDA MB
231 po aplikaci CuEt.

Nejdiive byla zjisténa zavislost akumulace ubikvitinovanych proteinti na délce
inkubace buné¢k s 1 uM koncentraci CuEt. Vysledky zndzornéné na obrazku 14 ukazuji, Ze
u obou pouzitych linii (MCF7 a MDA MB 231) dochazelo k nariistu akumulace

s ptibyvajicim ¢asem a ze uz po jedné hodin¢ byla akumulace jasné¢ viditelna.
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Obr. 15. Koncentra¢ni zavislost akumulace ubikvitinovanych proteinti u linii MCF7 a
MDA MB 231 po aplikaci CuEt.



Zaroven bylo ukdzano, Ze k akumulaci ubikvitinovanych proteini dochazi
v zavislosti na vzrastajici koncentraci CuEt (Obr. 15). Obé bunécné linie byly vystaveny
pusobeni riznych koncentraci po dobu tfi hodin a poté byly lyzaty pouzity pro WB analyzu

ubikvitinovanych proteinti. Jak je patrné, k akumulaci zacalo dochéazet uz pii koncentraci

100 nM CuEt u obou linii.
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Obr. 16. CuEt akumuluje ubikvitinované proteiny s podobnou kinetikou jako bortezomib a
v podobnych koncentracich v linit MCF7.

Efekt CuEt byl zaroven porovnan s u¢inkem 20S inhibitoru bortezomibu u linie
MCEF7 (Obr. 16). CuEt komplex akumuluje ubikvitinované proteiny s podobnou kinetikou
a ve srovnatelnych koncentracich jako bortezomib, coz naznacuje, Ze pti¢ina akumulace je

u CuEt podobn4 jako u bortezomibu a Ze je tedy spojena s inhibici degradace proteint.

5.4 Vliv komplexu CuEt na TNFa indukovanou degradaci proteinu IkBa

Predchozi vysledky naznacuji, Ze prestoze je aktivita 20S proteazomu nezménéna,
CuEt inhibuje degradaci bunéénych proteind. Akumulace ubikvitinovanych proteint
ovSem neni specifickym ukazatelem inhibice proteazomu, nebo degradace proteint
obecné. K této akumulaci mize dojit 1 inhibici deubikvitindz, kterych se v bunce nachazi

pfinejmensim nékolik desitek. Také je mozné, aby né&jakd latka aktivovala celou
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ubikvitinaéni maSinerii. Zaroven nelze vyloucit moZnost, Ze k akumulaci ubikvitinu
dochazi jako odpovéd na nespecificky bunéény stres. Data ukazujici akumulaci
ubikvitinovanych proteinit po aplikaci CuEt tedy jsou pouze ve shod€ s tim, ze CuEt
inhibuje degradaci proteinli nebo pfimo proteazom, nemohou vsak tuto teorii potvrdit. Aby
bylo mozno potvrdit, ze CuEt skutecné¢ inhibuje degradaci proteind, byl sledovan efekt
CuEt na degradaci proteinu IxkBa. Degradace tohoto proteinu patii mezi nejlépe popsané
vubec, a proto se jedna o velmi vhodny model. Zaroven ji 1ze indukovat pomoci TNFa, coz
je velmi rychly proces (v desitkach minut), a tak se 1ze vyhnout dlouhym inkubacnim
castum, které¢ mohou vést k nespecifickym u¢inkiim. TNFa indukované degradace IkBa je
proces zcela zavisly na ubikvitin-dependentni degradaci 26S proteazomem, a je proto

dostatecn¢ specifickym ukazatelem aktivity 26S proteazomu piimo v zivych bunkach.
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Obr. 17. CuEt inhibuje TNFa indukovanou degradaci proteinu IkBa obdobné jako bortezomib
v liniich MCF7 a MDA MB 231.

Pro zjisténi efektu CuEt na degradaci IxBa byly bunky nejdiive na jednu hodinu
inkubovany s bortezomibem nebo CuEt (vzdy 1 uM koncentrace) a poté k nim byl piidan
TNFa (10 ng/ml) na dalSich 20 minut. Pak byly buiiky zlyzovany. Jak je patrné z obrazku
17, CuEt i bortezomib zabranily degradaci IxkBa u obou linii (MCF7 a MDA MB 231), na
rozdil od DMSO kontroly. Buiiky vystavené pouze DMSO bez TNFa piedstavuji
pocatecni stav. Efekt bortezomibu i CuEt byl viceméné srovnatelny, ovSem lze si
povsimnout, Ze v ptipad¢ bortezomibu dochazelo k hromadéni dvou band, naopak u CuEt
pouze jednoho. Horngjsi band prestavuje fosforylovanou formu IkBa. Je zndmo, Ze

fosforylace IkBa je nezbytnym krokem pro jeho ubikvitinaci a naslednou degradaci.
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Obr. 18. Vliv komplexu CuEt na fosforylaci IkBa v buitkaich MCF7 a MDA MB 231
indukovanou TNFa po riznou dobu.

Tyto vysledky tedy naznacuji moznost, Ze by CuEt mohl plsobit n¢kde vyse
v ramci TNFa signalizace a ze divodem akumulace IkBa neni ve skutecnosti zabranéni
jeho degradace, ale spiSe inhibice n¢jaké casti TNFa drahy vedouci k fosforylaci IkBa. Pro
objasnéni této moznosti byl navrZen experiment, ve kterém byl pozorovan uc¢inek TNFa na
fosforylaci IkBa v riznych Casovych intervalech (10 az 30 minut). Jako v pfedchozim
pfipadé byly bunky nejdfive inkubovany s 1 uM bortezomibem nebo CuEt po dobu jedné
hodiny a poté byl teprve ptidan TNFa. Jak lze vidét na obrazku 18, k fosforylaci IxkBa u
bunck s CuEt dochazelo u obou linii, priibéhem podobnym DMSO kontrole, ale rozdilnym
od bortezomibu. U CuEt nebo DMSO doslo po 10 minutach k nariistu p-IxBa, ale poté (20
a 30 minut) ke jeho poklesu nebo Uplnému vymizeni, v ptipadé¢ DMSO doprovazeném
s vymizenim samotného IkBa degradaci, v piipadé¢ CuEt ztstala hladina IkBa konstantni,
nebot” jeho degradace byla inhibovdna. U bortezomibu byla degradace IxBa také po celou

dobu inhibovana, ale také hladina p-IkBa ziistala konstantni.
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Obr. 19. Komplex CuEt neinhibuje TNFa indukovanou fosforylaci IkBa v liniich MCF7 a
MDA MB 231.
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Pro dalsi kontrolu byla také znovu porovnana hladina p-IxBa po 10 minutdch u
obou linii a srovnana s hladinou p-IxkBa u bun€k neovlivnénych TNFa. Experimentalni
podminky a pouzité koncentrace byly stejné¢ jako v piedchozich pokusech. Z vysledkil
(Obr. 19) je patrné, ze v ptipadé¢ bun€k ovlivnénych CuEt dochazi po aplikaci TNFa
k vyraznému narastu p-IkBa srovnatelnému s bortezomibem. U bortezomibu i CuEt jsou
patrné 1 vysokomolekularni bandy reprezentujici s nejvys$s§i pravdépodobnosti
polyubikvitinované formy IkBa. U bortezomibu 1ze ovsem postiehnout i slabou akumulaci
p-IkBa také u bun¢k neovlivnénych TNFa. Pravdépodobné je za toto odpovédna
bortezomibem zptsobend aktivace IKK kinaz, které fosforyluji IkBa, jak uz bylo diive
ukazano. Timto lze také vysvétlit, pro¢ je u bortezomibu hladina p-IxBa stale konstantni,

na rozdil od CuEt (Obr. 18).
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Obr. 20. Komplex CuEt neinhibuje fosforylaci ani ubikvitinaci IkBa v kombinaci
s bortezomibem v liniich MCF7 a MDA MB 231.

Jako dalsi kontrola, Ze CuEt neovliviiuje ani fosforylaci ani ubikvitinaci IxBa, byl
pouzit experiment, ktery porovnaval samotny bortezomib a kombinaci bortezomibu a

CuEt. Na obrazku 20 lze vidét, ze pfidani CuEt nemélo zadny vliv na hladinu p-IkBa a

35



také nijak neovlivnilo ubikvtitinaci IkBa. Pfidani CuEt naopak vedlo spiSe k zesileni

efektu bortezomibu na inhibici degradace samotného IxBoa.

Tyto vysledky tedy jasné ukazuji, Ze CuEt je schopen zabranit degradaci proteinu
IxkBo zavislé na ubikvitinaci a proteazomu. Prestoze CuEt neinhiboval Zadnou
z proteolytickych aktivit 20S proteazomu, jakysi ¢asteCny vliv na CT-like byl patrny, kdy
za urcitych koncentraci a v urcité dob¢ byla pozorovana az 20% inhibice (Obr. 9 az Obr.
12). Aby bylo mozno jasn¢ vyvratit moznost, ze za pozorovanymi efekty CuEt (akumulace
ubikvitinovanych roteint nebo inhibice degradace IkBa) je ve skutecnosti zodpoveédna tato
slaba a Castecna inhibice CT-like, byl proveden experiment s nizkymi koncentracemi
bortezomibu (Obr. 21). Nejdiive byl zméten vliv nizkych koncentraci bortezomibu na CT-
like aktivitu po 3 hodinach inkubace. Jak je patrné z grafu na obrazku 21, 1 nM bortezomib
vedl asi k 20-30% inhibici CT-like. Pfi stejném experimentu ovSem tato koncentrace
bortezomibu nedokazala vést k akumulaci ubikvitinovanych proteinti, ani zabranit TNFa
indukované degradaci proteinu IkBa. K tomuto efektu bylo zapotfebi nejméné¢ 10 nM
koncentrace bortezomibu, ktera ovSem uz vedla k asi 60% inhibici CT-like. Tyto vysledky
tedy jasné ukazuji, Ze za efekty zpiisobenymi CuEt neni zodpovédna ¢astecnd inhibice CT-

like, ale naopak jiny, doposud nezndmy cil v ramci UPS.
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Obr. 21. Vliv nizkych koncentraci bortezomibu na aktivitu proteazomu, akumulaci
ubikvitinovanych proteinti a degradaci [kBa v linii MCF7.

5.5 Vliv komplexu CuEt na akumulaci proteinu p53

Jak bylo vySe uvedeno, je znamo, ze n¢které proteiny mohou byt degradovany
nezavisle na ubikvitinaci. Pfedchozi vysledky ukazuji, ze CuEt inhibuje degradaci zavislou
na ubikvitinu, ale jeho jestli je jeho vliv takto specificky, nebo se vztahuje obecné¢ na
degradaci proteint, je otazka. Mezi proteiny, které mohou byt degradovany jak zavisle, tak
nezavisle na ubikvitinaci, patfi tumorovy supresor p53. V ptipad¢ normalnich podminek je
degradovan pomoci ubikvitinace zprostiedkované nejcastéji E3 ligdzou MDM2. Mize byt
ovSem degradovan i nezavisle na ubikvitinaci samotnym 20S proteazomem, ale tento
proces je inhibovan NADH chinon oxidoreduktazou 1 (NQO1). Pokud dojde k inhibici

NQOL, napt. pomoci dikumarolu, je p53 degradovan pravé 20S proteazomem.

Na obrazku 22 lze vidét, Ze za normalnich podminek CuEt stejné jako bortezomib
akumuluje p53 (po 6 hodinové¢ aplikaci pi1 1 uM koncentraci). Pokud je ale pfidan zaroven
dikumarol, inhibitor NQO1 spoustéjici ubikvitin nezavislou degradaci, CuEt na rozdil od
bortezomibu ztraci svoji schopnost akumulovat p53, coz naznacuje, ze za téchto podminek
neinterferuje s jeho degradaci. Tyto vysledky tedy ukazuji, ze CuEt ma vliv pouze na

degradaci proteinti, ktera je zdroven zavisla na ubikvitinaci.
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Obr. 22. Komplex CuEt ztraci schopnost akumulovat protein p53 v pfitomnosti dikumarolu.

5.6 Vliv komplexu CuEt na degradaci Ub(G76V)-GFP reportéru

Na proteinu IkBa bylo pfimo ukazano, ze CuEt brani degradaci proteinti zavislé na
ubikvitinaci a proteazomu. Pfestoze bylo uk4zéano, Ze nikterak neinterferuje se signalizacni
kaskadou, nelze zcela vyloucit pochybnosti tykajici se mozného nepifimého tcinku CuEt na
IxBa, ktery je zasadni regulator tak kli¢ového transkripcniho faktoru, jakym je NF-xB.
Jako vhodny doplnék k IkBa, ktery je prototypem zcela fyziologické degradace proteinu,
byl vybran i systém zcela umély, ktery naopak neni viibec napojen na bunéény systém
regulace. Jednim z nejcastéji pouzivanych umélych reportéra referujicich o aktivité UPS je
konstrukt GFP (Green Fluorescent Protein) napojeny na ubikvitin. Molekula ubikvitinu
nese na svém C-konci mutaci glycinu v pozici 76, ktery je nahrazen valinem. Tim je tento
ubikvitin neodstépitelny deubikvitindzami a je trvale pfipojen k GFP. Samotny ubikvitin
ale slouzi jako degradacni signal, a proto je rychle rozeznadn E3 ligazami, GFP je
polyubikvitinovan a degradovan 26S proteazomem. Diky fluorescenénim vlastnostem GFP

tak 1ze velmi jednoduse méfit aktivitu proteazomu v zivych bunkéach.
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Obr. 23. CuEt stabilizuje Ub(G76V)-GFP reportér v bunécné linii HeLa.

Tento systém je vhodny pro méfeni akumulace, ale 1 degradace proteini, a protoze
degradace reportéru vice vypovidd o skute¢né aktivit¢ proteazomu, byla méfena pravé
kinetika degradace reportéru. V tomto experimentu byla pouzita Hela linie trvale
exprimujici konstrukt Ub(G76V)-GFP. Nejprve byl konstrukt naakumulovan pomoci 20S
inhibitoru MG132 (4 uM po dobu 3 hodin), pak bylo médium s MG 132 odsato, buiiky byly
nekolikrat proplachnuty pufrovacim roztokem, a poté inkubovany v médiu obsahujicim
cykloheximid (30 pug/ml) a DMSO nebo CuEt (I puM). Zatimco v piipadé DMSO
dochazelo k postupnému snizovani hladiny GFP diky jeho degradaci, u bun¢k s CuEt byla
jeho hladina témét konstantni (Obr. 23). To velmi jasné ukazuje, Ze CuEt inhiboval jeho na

proteazomu zavislou degradaci.
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Obr. 24. Koncentra¢ni zavislost inhibice degradaci Ub(G76V)-GFP po aplikaci CuEt.

Tento inhibi¢ni efekt CuEt byl zaroven zavisly na rostouci koncentraci (Obr. 24),
naznacujici, Ze se jedna o specificky uc¢inek. Hodnota ICso byla asi 100 nM a pfi
koncentraci 500 nM uz byla pozorovana asi 90% inhibice. Tento vysledek ukazuje, ze
CuEt pomérmné velmi potentnim inhibitorem degradace proteinti zavislé na ubikvitinaci a

proteazomu.
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6 DISKUZE

Zamérem této prace bylo blize charakterizovat Uc¢inek syntetického komplexu
disulfiramu s médi na bunééné linie odvozené od rakoviny prsu. Jiz publikovana data
naznacuji, Zze by disulfiram skute¢n¢ mohl byt nadéjnym lékem proti karcinomu prsu. Lze
se opirat zejména o klinickou studii druhé faze, kde byl pozorovan pozitivni vliv
ditiokarbu, metabolitu disufliramu, v kombinaci se standardni chemoterapii [11], nebo na
pripadovou studii odkazujici na takika uplné uzdraveni alkoholicky s rozsahle napadenym
skeletem metastazemi rakoviny prsu pobirajici antabus [10]. Z hlediska mozného
mechanizmu u¢inku je klicova prace [28] publikovana pied osmi lety, kde autoti ukazuji,
ze protirakovinna aktivita disulfiramu je vyrazné potencovana médi, coz naznacuje, ze
aktivni latkou je ve skutecnosti komplex s médi, jeden z metabolitti disulfiramu. Autofi
zminéného clanku rovnéz ukazuji, ze pficinou toxicity je pravdépodobné inhibice
ubikvitin-proteazomového systému. Vyraznou slabinou této prace je ovSem fakt, ze autofi
zde nepracovali se syntetickym komplexem, nybrZ se smési, coZ se mize zadsadné odrazit
na vysledcich, nebot’” obé slozky (disulfiram i1 médnaté ionty) jsou velmi reaktivni
molekuly s rozsahlym efektem na bunécnou homeostazu [140], a nelze pifedpokladat, ze by
ob¢ slozky v médiu zreagovaly ze sta procent. V této diplomové praci byl naopak pouzit
synteticky komplex, coz jak se ukdzalo, vedlo v mnohych aspektech k naprosto odliSnym
vysledkiim.

Jako vychozi bod bylo zvoleno testovani toxicity syntetického komplexu CuEt vici
riznym bunéénym liniim rakoviny prsu. Pomoci MTT testu bylo zjisténo, ze je CuEt
toxicky v hladindch relevantnich pro klinickou aplikaci. U linie MCF7 odvozené
od luminalniho typu rakoviny prsu byla efektivni koncentrace jiz 0,1 uM. U MDA MB 231
linie reprezentujici trojité¢ negativni typ onemocnéni, ktery méa obvykle horsi prognozu,
byla u¢innd koncentrace ponckud vyssi (asi 0,2 uM), ale u obou linii byl pii koncentraci 1
uM témet 100% ucinek. Komplex CuEt byl ovSem velmi toxicky i vici linit MCF10A,
kterda reprezentuje netransformovanou prsni epitelidlni linii, a aktivni koncentrace byla
dokonce jesté nizsi (< 0,1 pM) nez u pfedchozich dvou naddorovych linii. Tento vysledek je
v silném kontrastu k diive publikovanému pozorovani, ze smes disulfiramu s médi je vuci
této linii netoxickd [28]. Na druhou stranu ovSem nelze na zdklad¢ vysoké citlivosti
MCF10A na CuEt zavrhovat moznost jeho selektivity viici rakovinnym buitkam. Jednak je
znamo, ze linie MCF10A rozhodné neodpovidd normalnim buiikdm v lidském organizmu.

Diky své velmi rychlé proliferaci je tato linie vysoce citlivda 1 na klasicka
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chemoterapeutika, mnohdy dokonce vice neZ naddorové buiky, coZ bylo ukazano napt. pro
5-FU [141], ktery se pouziva u karcinomu prsu i v klinické praxi. Pokud CuEt opravdu
inhibuje tak zasadni ¢ast UPS jako je proteazom, je krajné¢ nepravdépodobné, ze by i
normalni netransformované buniky mohly takovou inhibici déle snaSet. U CuEt ovSem
pfipada v uvahu dal$i mechanizmus, pomoci kterého by mohl pilisobit selektivné na
nadorové buiiky. Je dobfe zndmo, Ze nadory obsahuji vétsi mnozstvi médi [142], ktera je
dalezitou soucasti mnohych enzymii potfebnych pro jejich rast [143-144]. Ke tvorbé
komplexu médi s disulfiramem by tedy mélo dochazet prednostné v nadoru, kde by tedy
mohla byt vyssi koncentrace CuEt nez v normalni tkani. Také se nabizi tivaha, Ze jakozto
vysoce lipofilni latka se bude CuEt ukladat hlavné do nadoru a jeho koncentrace v krvi
bude relativné nizka [29].

Mechanizmus uc¢inku komplexu CuEt ovSem neni doposud znadm. Ptedchozi
publikace [28] ukazuje, disulfiram s médi je inhibitorem 20S proteazomu, coz se ale v této
diplomové praci nepotvrdilo. CuEt neinhiboval zasadni proteolytickou CT-like aktivitu
20S ani u jedné ze dvou testovanych linii odvozenych od rakoviny prsu, a to jak
v z&vislosti na délce inkubace, tak na pouzité koncentraci. V tomto se CuEt vyrazné
odlisuje od klasickych proteazomovych inhibitori, reprezentovanych napt. bortezomibem.
Navic bylo ukdzano, ze CuEt neinhibuje ani zbylé dvé proteolytické aktivity 20S (C-like a
T-like) u obou testovanych linii. Tyto vysledky jsou v pfimém rozporu se dfive
publikovanou studii [28], kde byl disulfiram s médi charakterizovan jako inhibitor CT-like
aktivity 20S proteazomu. Pravdépodobnym vysvétlenim pro tyto rozdilné vysledky je fakt,
ze v ptedchozii studii autofi pouzivali smés disulfiramu a chloridu médnatého. V takovém
piipadé tedy nebyl popisovan Gc¢inek komplexu, ale spiSe jeho smési s reaktanty. Tento
design experimentu ovSem muze velmi ovlivnit naméfené vysledky, zvlasté v ptipadé
pouziti chloridovych iontd, o kterych je znamo, ze samy o sobé CT-like 20S proteazomu
inhibuji [28, 30].

Vysledky namétené v této diplomové praci jsou naopak ve shodé¢ s plivodni praci
[145], ktera jako prvni vztahovala ucinek disulfiramu k proteazomu. Autofi zde tvrdi, ze
piestoze disulfiram neni inhibitorem centralniho 20S proteazomu, muze inhibovat jednu
z aktivit regulacni 19S ¢asti. V t€ dobé se jednalo o relativné revolu¢ni myslenku, nebot’
zadna latka s takovou schopnosti nebyla znama. Teprve nyni se ukazuje, Ze inhibitory 19S
proteazomu mohou vykazovat odlisné vlastnosti od obvyklych inhibitora 20S proteazomu
a ze mohou nalézt své uplatnéni v medicing, at’ uz v 1écbé neurologickych [121], nebo

rakovinnych onemocnéni [55]. Nejzndméj$imi piiklady jsou b-A15 a RA180, kter¢ inhibuji
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deubikvitinazu USP14, respektive ubikvitinovy receptor Rpnl3, tedy podjednotky, které
jsou nezbytné pro funkci proteazomu [57]. V obou pifipadech bylo ukazano, ze jsou
aktivni in vivo v mySich xenograftech a Ze vykazuji slibnou u¢innost i vii¢i bunikdm
rezistentnim na bortezomib [56]. Pokud by tedy CuEt fungoval podobnym mechanizmem,
tedy ptes inhibici nékteré z podjednotek 19S, jak bylo jiz navrzeno, spadal by do skupiny
latek velmi nadé&jnych pro terapii malignich onemocnéni.

Pro hypotézu, ze CuEt inhibuje proteazom nezavisle na 20S, svéd¢i akumulace
ubikvitinovanych proteinii po aplikaci CuEt, k ¢emuz dochazi u obou testovanych linii a
pfi relativné nizkych koncentracich. K akumulaci ubikvitininu dochdzi také uz po jedné
hoding, coz vypovida proti moznosti, ze se jednd o nespecifickou reakci bunék na stres.
Vicekrat uz totiz bylo pozorovano [146-148], ze rizné latky, které sice nemaji pifimou
navaznost na UPS, pfesto zplisobuji vyraznou akumulaci ubikvtinovanych proteind,
pravdépodobné jako dusledek zavazného poskozeni zdkladnich bunécnych procest.
Dilezity je také oboustranny vztah mezi proteazomem a apoptézou. Zatimco je dobie
znamo, Ze inhibice proteazomu spousti apoptickou drahu, uz méné je ale probadan vliv
apoptozy na aktivitu proteazomu. V prvni praci [149] zabyvajici se diisledkem zapocinajici
apoptdzy na proteazom autoii ukazuji, Ze proteolytickd inaktivace riznych podjednotek
proteazomu kaspdzami je cilenym procesem umoziujicim spravny prubeh apoptozy.
Proteazom je zodpovédny za degradaci mnoha proapoptickych proteintl, a proto se nabizi
vysvétleni, ze jeho inaktivaci dochazi k akumulaci téchto proteint a k akceleraci apoptozy.
Stépeni proteazomovych jednotek je také pravdépodobnou piiginnou akumulace
ubikvitinovanych proteintl, které jsou Casto v pribéhu apoptoézy pozorovany. Tento d¢j je
podivuhodné rychly, protoze k nému dochéazi uz né€kolik hodin po vystaveni apoptickému
stimulu (ligandu nebo 1é¢ivu). Ke §tépeni jednotek baze a vika 19S proteazomu dochdzelo
uz po 4 hodinach, akumulace ubikvitinu byla pozorovana po 2 az 4 hodinach a stabilizace
modelového substratu proteazomu ornitin dekarboxylazy byla pozorovana po 6 hodinach
[149]. Pomoci SILAC (Stable Isotope Labeling by Amino acid in cell culture) proteomické
metody bylo odhaleno, Ze se §tépeni proteazomovych podjednotek se netyka jen 19S5, ale
také 20S a nékterych podjednotek 11S proteazomu [150]. Zacinajici bunécna smrt je tedy
pravdépodobnym vysvétlenim pozorovaného snizeni CT-like aktivity 20S proteazomu u
linie MDA MB 231 po delsi aplikaci CuEt.

Pti porovnani efektu CuEt a bortezomibu na akumulaci ubikvitinovanych proteinti
je zirejmé, ze ktomuto efektu dochézi s podobnou kinetikou a ve srovnatelnych

koncentracich, coz také svéd¢i spiSe pro primy ucinek CuEt na UPS. Lze si ovSem také
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povSimnout, ze CuEt akumuluje hlavné ubikvitinované proteiny s vys$si molekulovou
hmotnosti, na rozdil od bortezomibu, u kterého jsou ovlivnény i proteiny s niz§i hmotnosti.
V tomto efektu se CuEt podivuhodné shoduje s jinym inhibitorem 19S proteazomu b-
AP15, jenz vykazuje stejny fenotyp [55]. Tento fenomén nebyl doposud pln€ objasnén, ale
spekuluje se 0 moznosti, Zze pfi inhibici 20S proteazomu bortezomibem dochazi alespon
u Casti proteint k odstépeni polyubikvitinového fetézce c¢innosti POH1 nebo k jeho
¢astecné deubikvitinaci a remodelaci podjednotkami USP14 a UCHLS, k ¢emuz ovSem pii
inhibici 19S nedochazi. Proto se pifi inhibici 19S akumuluji proteiny s delSim
polyubikvitinovym fetézcem a tedy vyssi molekulovou hmotnosti [123].

Komplex CuEt také inhibuje degradaci ptfirozeného proteazomového substratu
proteinu IkBa, coz podporuje moznost, ze cilem CuEt je skutecné proteazom, nebo néjakeé
slozka UPS, ktera je nezbytna pro degradaci proteint. Pfi¢inou stabilizace IkBa je velmi
pravdépodobné zablokovani jeho degradace a ne ubikvitinace, jak bylo pozorovano u latky
PYRA41, inhibitoru E1 aktiva¢niho enzymu [151]. Pfi pouziti PYR41 totiz dochéazi nejen
k zablokovani ubikvitinace IkBa, ale také k inhibici jeho fosforylace, ktera je nezbytnym
predpokladem pro degradaci. Je totiz znamo, Ze pro spravnou aktivitu IKK kindz, jejichz
substraitem je pravé IkBa, je nutna formace signalizanich K-63 polyubikvitinovych
fetézca [152], coz v pripadé nefunkéniho E1 enzymu neni mozné. Naopak u bunék
ovlivnénych CuEt lze pozorovat fosforylaci IkBa a dokonce i jeho ubikvitinovanou formu.
Nicméné na urovni fosforylovaného IkBa je patrny rozdil mezi CuEt a bortezomibem.
Zatimco v piipadé bortezomibu p-IkBa perzistuje po delsi dobu, u CuEt dochazi po jisté
dobé k poklesu jeho hladiny, doprovozené naristem hladiny nefosforylovaného IkBa.
Moznym vysvétlenim by mohla byt pravé rozdilnost jejich bunééného cile. V ptipadé
inhibitori 20S proteazomu je zndmo, Ze jejich vedlejsi ucinek je mimo jiné aktivace IKK
kinaz [60], cozZ je pravdépodobné zodpoveédné nejen za udrzeni hladiny p-IxBa, ale také za
pozorovanym ndartstem p-IkBa 1 bez indukce faktorem TNFa. U CuEt k podobnému
efektu nedochdzi, coz je jednak v souladu s tim, Ze neinhibuje 20S, ale také naznacuje, Ze
by inhibice 19S proteazomu, nebo jiného proteinu zodpovédného za degradaci IkBa
nemusela vést k nezddoucimu efektu aktivace IKK kinaz. Tento poznatek mize mit i pfimy
terapeuticky dopad, protoze aktivace NF-kB drahy u mnohocetného myelomu
bortezomibem snizuje jeho u¢innost [60].

Za akumulaci ubikvitinovanych proteini a stabilizaci IkBa u CuEt neni
zodpovédny ani casteCny pokles CT-like aktivity, ktery byl pozorovan pii vysSich

koncentracich nebo po del§im plsobeni. To bylo potvrzeno v experimentu s nizkou
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koncentraci bortezomibu, kterd zpusobila stejny pokles CT-like jako CuEt, nebyla uz
ovSem schopna vyvolat stejny bunéény fenotyp (akumulaci ubikvitinovanych proteinti a
stabilizaci IkBa). Je tedy zfejmé, Ze pokud CuEt inhibuje proteazom, ¢ini tak jinym
mechanizmem neZ klasické inhibitory 20S proteazomu, 1 jinak nez bylo diive publikovéno.
Na zaklad¢ experimentu s proteinem p53 je mozné také usuzovat, ze CuEt interferuje
pouze s degradaci, ktera je zavisla na ubikvitinu. Po aplikaci CuEt dochazelo k akumulaci
p53 pouze za normalnich podminek, kdy je p53 degradovan zavisle na ubikvitinu 26S
proteazomem. V ptitomnosti dikumarolu, ktery indukuje degradaci p53 nezavisle na
ubikvitinu samotném pfes 20S proteazom, uz k akumulaci p53 po aplikaci CuEt
nedochazelo. Pro uplnou jistotu by bylo potieba otestovat i jiné proteiny, které jsou
degradovany nezavisle na ubikvitinaci, tteba ODC, ale tento vysledek s p53 to minimalné
naznacuje.

Pro dal$i potvrzeni, ze CuEt inhibuje degradaci proteinii zavislou na ubikvitinu,
byla pouzita bunécna linie Hela exprimujici reportér Ub(G76V)-GFP slouzici jako
modelovy substrat 26S proteazomu. CuEt i v tomto experimentu vykazoval silnou aktivitu
sIC50 asi 100 nM, ktera je ve shodé s koncentracemi zplsobujicimi akumulaci
ubikvitinovanych proteinii i bunécnou smrt, coz naznacuje, ze vSechny tyto déje jsou
navzajem propojeny tymz bunéénym cilem CuEt. Inhibice proteazomu je skute¢né d¢j,
ktery indukuje apoptézu u mnoha linii odvozenych od rliznych typt malignit a ktery je
pouzivan i v klinické praxi u mnohocetného myelomu nebo lymfomu plastovych bunck
[153]. Prestoze nelze jisté tvrdit, ze toxicky efekt CuEt je pfimo zavisly na jeho schopnosti
inhibovat UPS, jedna se o nejpravdépodobnéjsi hypotézu, kterd je ovSem velmi tézko
prakticky testovatelnd. Nicméné nelze jist€¢ vyloucit moznost, Ze inhibice UPS pouze
prispiva k toxickému tc¢inku CuEt, nebo dokonce, ze je jen doprovodnym jevem.

Ziskané vysledky naznacuji, ze CuEt inhibuje proteazom alternativnim
mechanizmem, ale bez in vitro dat to nelze jist¢ tvrdit. Dokonce nelze ani vyloudit
moznost, ze cilem CuEt je jiny protein nebo proteinovy komplex neZ proteazom.
Vzhledem k §ifi efektu CuEt, dokumentovaném asi nejlépe na vyrazné a rychlé akumulaci
ubikvitinovanych proteint, se pravdépodobné musi jednat o protein, ktery ma vyznamnou
roli v rdmci UPS. V tvahu mohou pfipadat nékteré adaptory proteazomu jako je Rad23
nebo Dsk2, které zprostiedkovavaji rozeznani a dopraveni ubikvitinovanych substrat
k degradaci [154]. Nicméné neni téméf nic znamo o tom, o jak vyznamny dé¢j se jedna, a
zdali je viibec nepostradatelny. Nynéjsi stav poznani spiSe nasvédCuje, ze se jedna o

proces, ktery degradaci nékterych proteinti spiSe usnadnuje, nez ze by byl jeho nezbytnou
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soucasti [15]. Také se zda, ze se tyto jednotlivé adaptory mohou ve své ¢innosti vzdjemné
dopliiovat a nahrazovat. Neni tedy pfili§ pravdépodobné, Ze by cilem CuEt byl néktery
z téchto proteinil.

Naopak jako nejpravdépodobnéjsi cil CuEt by vedle proteazomu mohl byt protein
p97 (VCP, Valosin-containing protein). P97 se uplatiuje pti degradaci ziejmé velkého
mnozstvi proteintl, coz nejlépe dokumentuje mira akumulace ubikvitinovanych proteint po
jeho inhibici, kterd je srovnatelnd s inhibici proteazomu [134]. Piesna role p97 pii
proteazomem zprostiedkované degradaci proteinti neni znama, ale je pravdépodobné, zZe se
bude ménit podle daného konkrétniho substratu. Na piiklad je znamo, Ze pti degradaci
Ub(G76V)-GFP je nutné, aby p97 tento reportér CasteCné rozvolnila a umoznila tak jeho
degradaci v proteazomu [156]. Naopak pii TNFa indukované degradaci IkBa je ¢innost
p97 nutna k tomu, aby ubikvitinovany IkBa byl vyvazan od transkripcniho heterodimeru
NF-kB [157-159]. P97 se také ucastni pii degradaci riznych proteinii asociovanych
s chromatinem, kde ptisobi také nejspiSe jako segregaza [160]. Stejné tak je zndmo, Ze se
segregdzova aktivita p97 uplatituje pfi ERAD [161] a degradaci chybnych nascentnich
produktl pfi proteosyntéze (RAD, Ribosome Associated Degradation) [162]. Také je
popsdna cinnost p97 pii degradaci cytosolickych proteini, napt. pfi degradaci HIFla,
ovSem v tomto pfipadé neni role p97 témét vilbec objasnéna. Jisté je pouze to, ze p97 se
ucastni degradace jen relativné malé frakce HIF1a a vétSina degradace tohoto proteinu je
na p97 nezavisla. Jako mozné vysvétleni se nabizi, ze p97 je zodpovédna jen za degradaci
transkripéné aktivni formy HIF1a [133].

Aby bylo mozno rozlisit, zdali CuEt inhibuje proteazom nebo p97, je nutné se
podivat na efekt CuEt na procesy, které jsou nezavislé na p97, napt. degradace reportéru
ODD-luc, o kterém je zndmo, ze probiha 1 v pfitomnosti inhibitort p97 [163]. Z vysledka
obsazenych v této praci to ale nelze rozhodnout, nebot’ degradace obou substrati, které zde
byly méfeny (IkBa a Ub(G76V)-GFP) a CuEt je stabilizoval, je zavisld na obou
potenciondlnich cilech CuEt, jak proteazomu tak p97.

Je znamo, ze inhibice proteazomu je nad¢jny pfistup pro lécbu malignich
onemocnéni, piestoze vétSina klinickych testli dopadla neuspésné, véetné testii u rakoviny
prsu [164]. Nedavno byla ale publikovana studie [68], kterd dokumentuje, ze inhibice
proteazomem by méla byt efektivni zejména u trojité negativni rakoviny prsu (TNBC).
Jelikoz tento typ onemocnéni zahrnuje jen asi 10% vSech ptipadi, je velmi pravdépodobné,

ze vetsi studie s pacienty s rozdilnymi typy onemocnéni nedokéze postihnout piipadny
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1é¢itelnych typl rakoviny prsu s nejhorsi prognézou pro pacienty, a tak vyjimecna citlivost
TNBC na inhibici proteazomu dava nadéji, ze by se mohlo jednat o dilezity zlom v terapii
tohoto typu nadoru.

V pfipadé inhibice p97 jako pfistupu k lécbé rakovinnych onemocnéni neni
z klinické praxe znamo téméf nic. V posledni dobé se ovSem rozSifuje nase poznani
z preklinického vyzkumu [135, 165], které jasné potvrzuje, Ze tento piistup je velmi
perspektivni. P97 jako mozny cil protinadorové terapie byla navrzena pied vice nez 20
lety, pfestoze v té dob¢ bylo o tomto proteinu zndmo velmi malo. Postupem casu se ovSem
zjistilo, Ze p97 je vyraznéji exprimovand v nadorové tkani oproti zdravé tkédni, a Ze mira
exprese p97 negativné koreluje s prognodzou pacientli, agresivitou nadoru a vyskytem
metastazi u mnoha typi malignit [166-169], vcetné rakoviny tlustého stfeva [170],
rakoviny plic [171], jater [172], prostaty [173] nebo osteosarkomu [174]. ZvySena hladina
p97 v séru pacientl byla také nalezena mimo jiné u téch, kdo méli rakovinou prsu [175].
Vzhledem k zdsadni roli p97 v procesech jako je ERAD, udrZzovéani proteostize nebo
oprava poskozené¢ DNA, je ziejmé, Ze by inhibice tohoto jednoho proteinu mohla zptsobit
citelny zadsah do mnoha bunéénych procesii nezbytnych zejména pro nadorové bunky, které
by mély byt dle teorie ne-onkogenni adikce [46] na tyto zasahy vice citlivé nez bunky
netransformované.

Z hlediska mechanizmu uc¢inku neni doposud jasné, zdali je to pravé inhibice UPS,
ktera je zodpovédna za protinadorovy ucinek disulfiramu. Z teorii publikovanych v jinych
pracich pfipada v uvahu asi nejvice inhibice aldehyd dehydrogenazy (ALDH), ktera je
pti¢inou pouzivani disulfiramu v protialkoholické 1é¢bé [6]. ALDH je ale mimo jiné silné
exprimovana v nddorovych kmenovych buikédch (CSC, Cancer Stem Cell), které jsou ¢asto
davany do spojitosti s rezistenci nadoru na chemoterapii, tvorbou metastazi nebo relapsu
po 1écbe¢ [176-177]. Vysokd exprese ALDH je ptiznacna pro CSC rakoviny prsu nebo
glioblastomu [178-179], tedy malignit, u kterych disulfiram v preklinickém vyzkumu
toxicky 1 vici CSC z téchto malignit, coz zvySuje jeho atraktivitu jako potencionalniho
Iéku, a tato jeho aktivita je ddvana do spojitosti pravé s inhibici ALDH [182-184].
Pravdépodobné nejvétsi slabinou této teorie je ovSem fakt, Ze toxicita disulfiramu vici
CSC je vyrazné potencovana, nebo je dokonce zcela zavisla, na pfitomnosti médi, coz
sveéd¢i pro fakt, ze za timto ucinkem ve skutecnosti stoji komplex CuEt. Vzhledem k tomu,
ze inhibice ALDH disulfiramem, respektive jeho metabolity ditiocarbem a metylesterem

ditiocarbu probiha skrze jejich thiolové zbytky [7], je tézko ptedstavitelné, jak by mohla
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probihat u CuEt, ktery ma pies thiolové skupiny navazanou pravé méd. Nelze tedy
vylou€it moznost, Ze za toxickym efektem disulfiramu stoji pravé CuEt inhibujici
pravdépodobné proteazom nebo p97 jakozto centralni slozky UPS. Je zajimavé, ze CSC
glioblastomu nebo rakoviny prsu maji snizenou expresi a aktivitu proteazomu [185-186],
coz by mohlo znamenat, ze i slab$i inhibice UPS by u této populace bunék mohla vést
k vyssi toxicite. Toxicita CuEt vii¢i CSC a role inhibice UPS v tomto G¢inku by mohly byt

namétem dalSiho vyzkumu.
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7 ZAVER

Diplomova prace si kladla za cil prohloubit znalosti o mechanizmu ucinku
komplexu CuEt, ktery je pravdépodobné zodpovédny za protirakovinny ucinek
proti rakoving prsu skrze inhibici degradace proteini komplexem disulfiramu s médi.

V praktické ¢asti se podaiilo ukazat, ze je komplex CuEt silné toxicky vii¢i dvéma
bunécnym liniim odvozenym od rakoviny prsu (MDA MB 231 a MCF7), ale ze vykazuje i
silny t¢inek na linii MCF10A, ktera je obvykle pouzivana jako model netransformovanych
bun¢k. CuEt komplex byl toxicky pfi relativné nizkych koncentracich (ICso ~ 0,1 az 0,2
uM), které jsou potencidlné klinicky dosazitelné. Na rozdil od piedchozi publikace ale
nebylo potvrzeno, ze by CuEt inhiboval CT-like aktivitu centralniho 20S proteazomu.
Vyrazngj$iho poklesu aktivity nebylo dosazeno ani v jedné ztestovanych linii, ani pfi
vyssich pouzitych koncentracich nebo delSim ¢ase inkubace. Obdobné byla vyvracena i
moznost, Zze by CuEt mohl inhibovat zbylé dvé proteolytické aktivity 20S proteazomu, C-
like nebo T-like.

I pfes negativni efekt CuEt na 20S proteazom bylo pomoci akumulace
ubikvitinovanych proteini prokdzano, Ze CuEt inhibuje degradaci bunéénych proteind.
K tomuto efektu dochéazelo v obou pouzitych liniich, v zavislosti na koncentraci nebo délce
aplikace. Kinetika akumulace ubikvitinovanych proteini u CuEt byla srovnatelna
s bortezomibem, klasickym proteazomovym inhibitorem. Koncentrace CuEt zpiisobujici
akumulaci byla podobna jako efektivni toxickda koncentrace, coz naznacuje, Ze inhibice
degradace proteini je pfi¢inou protinadorového uUcinku CuEt. Zajimavym utkazem je
rozdilnd molekulova hmotnost ubikvitinovanych proteini u CuEt a bortezomibu, coz mtlize
byt disledek inhibice rozdilné ¢asti UPS.

Pomoci nékolika vybranych modelovych proteint byl dale sledovan vliv CuEt na
UPS. Na TNFa indukované degradaci proteinu IkBa bylo prokdzano, ze CuEt stabilizuje
na ubikvitinu zavislou degradaci proteazomem, aniz by interferoval s fosforylaci nebo
ubikvitinaci IkBa. U modelového proteinu p53 bylo potvrzeno, ze CuEt ma vliv pouze na
degradaci zéavislou na ubikvitinu, aniz by inhiboval dikumarolem spusténou degradaci p53
samotnym 20S proteazomem bez nutnosti pfedchozi ubikvitinace. CuEt vykazoval tento
ucinek pfi 1 puM koncentraci, pii které nebylo pozorovano jeste¢ téméf zadné snizeni
aktivity 20S proteazomu.

Na umélém reportéru Ub(G76V)-GFP, ktery se hojné pouziva k méteni aktivity

proteazomu, byl potvrzen vliv CuEt na ubikvitin-dependentni degradaci. Komplex CuEt
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stabilizoval reportér jiz pii nizkych koncentracich (hodnota ICso ~ 0,1 uM), které jsou ve
shodé s koncentraci CuEt, kterda vedla k akumulaci ubikvitinovanych proteini nebo byla
toxickd. Pfi 1 uM koncentraci byla pozorovana témét uplna stabilizace Ub(G76V)-GFP
reportéru, coZ svédci o vysoké ucinnosti CuFEt.

Data ziskana v této praci tedy potvrzuji silny efekt komplexu disulfiramu s médi na
ubikvitin-dependentni degradaci proteinli proteazomem, ale spolehlivé vyvraceji moznost,
ze by cilem komplexu mohl byt samotny 20S proteazom, jak bylo diive navrhnuto. Na
zékladé¢ vysledkll je mozno spiSe usuzovat, ze by cilem CuEt mohla byt néktera
podjednotka 26S proteazomu dilezitd pro degradaci ubikvitinovanych substrati, nebo
nektery z proteinli, ktery je zodpovédny za transport a prezentaci ubikvitinovanych

proteinii proteazomu k degradaci.
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9 SEZNAM ZKRATEK

19S RP Regulacni ¢ast proteazomu

20S CP Centralni ¢ast (Core Particle) proteazomu
5-FU Fluoruracil

ALDH aldehyd dehydrogenaza

APC Anaphase-promoting complex

ATP Adenosintrifosfat

AZ1 Antizym 1

B-TrCP Beta-transducin Repeats-containing Proteins
C-like kaspaze podobna aktivita 20S proteazomu
Copl Constitutively Photomorphogenic 1

CRL Cullin-RING ubikvitin E3 ligazy

CSC nadorové kmenové bunky

CT-like chymotrypsinu podobna aktivita 20S proteazomu
CuEt Bis-(diethyldithiokarbamat) méd’naty komplex
Da dalton

DDR DNA damage response

DMEM Dulbeco’s modiffied essencail medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Deoxyribonukleova kyselina

DSB Dvouftetézcové zlomy DNA

DUB Deubikvitindza

El ubikvitin aktivaci enzym

E2 ubikvitin konjugaéni enzym

E3 ubikvitin ligaza

EGF epidermalni riistovy faktor

ERAD ER-assisted degradation

ESCRT Endosomal Sorting Complex Required for Transport
FBS Fetalni bovinni sérum

FDA Food and Drug Administration

GFP zeleny fluoreskujici protein

HECT Homologous to E6-Associated Protein C-Terminus
HIFla Hypoxii inducibilni faktor 1o

HRP kfenova peroxidaza
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Hsp Protein teplotniho Soku

ICso Half Maximal Inhibitory Concentration

IxB Inhibitor kB

IKK IxB kinédza

IL-1/8 Interleukin 1/8

JAMM Jab1/MPN/Mov34 metaloenzym doména

K lyzin

LSB Loading sample buffer

MDM2 Mouse Double Minute 2 homolog

MDMX Mouse Double Minute 4

MMP Matrix metaloproteinaza

MTT 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid
NADH Nikotinamidadenindinukleotid

Npl4 Nuclear Protein Localization 4

NQO1 NADH/NADPH chinon oxidoreduktaza 1

NF-«xB Jaderny faktor kB

ODC ornitin dekarboxylaza

PBS Phosphate buffered saline

Pirh2 pS3-induced protein with a RING H2 domain

PVDF polyvinyliden fluorid

RAD Ribosome assisted degradation

RING Really Interesting New Gene

Rpn Podjednotka regula¢ni ¢asti proteazomu (Regultory Particle non-ATPase)
Rpt Podjednotka regulacni c¢asti proteazomu (Regultory Particle Triple-A
ATPase)

SCF Skp1/Cullin/F-box E3 ligaza

SDS-PAGE Polyakrylamidova gelova elektroforéza v pfitomnosti dodecyl sulfatu
sodného

SILAC Stable isotope labeling by amino acid in cell culture

SUMO Small ubiquitin-like modifier

T-like trypsinu podobna aktivita 20S proteazomu
TNBC trojité negativni rakovina prsu

TNF-a Tumor necrosis faktor o

UBA Ubiquitin-associated domain
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UBL
UBX
UDD
UFD
Ufdl
UID

UM
UPS

VCP
WB

Ubiquitin-like domain

Ubiquitin regulatory X domain
Ubikvitin-dependentni degradace
Unfolded protein response
Ubiquitin fusion degradation 1
Ubikvitin-independentni degradace
Ubiquitin-interacting motiv
Ubikvitin-proteazomovy systém
Valosin containing protein

Western blot
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10 PRILOHY

Zna¢né mnozstvi experimentll diplomové prace bylo udélano v pribéhu stazi u
zahrani¢nich odborniki na disulfiram a ubikvitin-proteazomovy systém. Jednalo se o
laboratot prof. Q Ping Doua na Karmanos Cancer Institute, Wayne State University,
Detroit, USA a také o laboratoi prof. Raymonda Deshaiese na California Institute of

Technology, Pasadena, USA. Zvaci dopisy obou profesorti jsou uvedeny v piiloze.
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I am writing to invite you to join my laboratory from June 20, 2012 to September 20, 2012 (tentatively). You will participate in
a joint research collaborative project that has been established between Dr. Boris Cvek at Department of Cell Biology and
Genetics, Palacky University and myself in the Department of Oncology and Karmanos Cancer Institute, School of Medicine
at Wayne State University (WSU). In my understanding, this joint research project is also a part of your M.S. thesis at the
Palacky University. This collaboration has been established and Dr. Cvek and | have been working together for four years.

| have interacted with you for several times. | was impressed by your English and believe that you should have no problems
communicating with co-workers in my laboratory and our department. | also believe that you have obtained good training in
basic lab skills and knowledge required for your research project.

During the time you stay in Wayne State University, you will not pay any tuition to WSU since you are not a Wayne State
University graduate student. | also understand that Dr. Cvek’s research grant (2011-2014 OP VK CZ.1.07/2.3.00/20.0062)
will cover your round trip tickets and living expenses while you stay at Detroit.

I look forward to welcoming you in my laboratory in the near future!

Sincerely yours,

Qing Ping Dou, Ph.D.

Professor and Co-Leader

Developmental Therapeutics Program

Barbara Ann Karmanos Cancer Institute

Departments of Oncology, Phamacology and Pathology
School of Medicine

Wayne State University

540.1 Hudson Webber Cancer Research Building

Mail code HWO05A0

4100 John R Road

Detroit, Ml 48201-2013

Tel: 313-576-8301 (Office); 313-576-8299 (Adm. Assistant); 313-576-8264, -8248, -8249 (Lab)
Fax: 313-576-8307 (Office); 313-576-8928 (Adm. Assistant)
E-mail: doup@karmanos.org

4100 John R C & Eaprrbenies s
Detroit, Michigan 48201 N ] N e s
1-800-KARMANOS (1-800-527-6266)

inffo@karmanos.org | Www.karmanos.ory s



CC:

CALIFORNIA INSTITUTE OF TECHNOLOGY

OFFICE OF THE DEAN OF GRADUATE STUDIES 230-87, PASADENA, CALIFORNIA 91125-3100
TELEPHONE (626) 395-6346 ~ FAX (626) 577-9246 E-MAIL Gradofc@caltech.edu

Mr. Zdenek Skrott
zdenek.skrott@centrum.cz

February 4, 2013
Dear Mr. Skrott,

It gives me great pleasure to inform you that you have been invited to participate in the Visiting
Student Researcher program under the Biology option at the California Institute of Technology. While
visiting the Institute, you will be under the supervision of Professor Raymond Deshaies. This
invitation is effective June 24, 2013 to July 19, 2013.

In your own interests, you should have sufficient funds for living expenses totaling $1,667 per month,
as well as proof of health and accident insurance for the duration of your stay at Caltech. There will
not be any Institute funds available for your financial support. It is also required that visiting student
researchers check in with the Registrar's office upon arrival for issuance of an identification card.

If you have any questions, please feel free to contact your research supervisor, Professor Deshaies or
me.

Sincerely yours,
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Joseph E. Shepherd
Dean of Graduate Studies
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JES:hld

R. Deshaies

D. Shimoda
Registrar’s Office
ISP



