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Cile prace

Teoreticka ¢ast bakalarské prace se snazi shrnout a pojmout teoretické poznatky o UPS a
proteinovém komplexu p97-Ufd1-NPL4. Nasledné se prace zamétuje na latky narusujici

tyto drdhy a jejich cileni konkrétné na protein NPL4 v protinddorové terapii.

Experimentdlni Cast této price je zameéfena na dynamiku GFP-znaCenych proteint
NPL4 a jejich agregaci zptisobenou derivaty dithiokarbamatii v komplexu s dvojmocnou
medi. V préci je studovéna jak cytotoxicita latek, tak jejich agregacni vlastnosti na protein

NPLA4.



1. Uvod

Jednou ze zdkladnich stavebnich jednotek vSech buné€k je protein. Proteiny jsou
v bunkach syntetizovany, a zaroven poSkozené ¢i uz nevyuzité proteiny jsou
degradovany. Tato homeostdza proteinu, tzv.: proteostaza, je zasadni pro vyvoj buriky.
V rakovinnych bunkach je kvili rychlému déleni obtizné udrzet proteostizu. Maji tedy
zvySenou funkci degradac¢nich mechanismu a jsou na nich vyrazné zavislé. V dusledku
chyb vopravnych mechanismech bunék dochdzi k akumulaci chybné slozenych
bunéénych proteinti, ndslednému proteotoxickému stresu a iniciaci apoptézy. Tyto
chybné procesy jsou vyrazné zmnozené u rakovinnych bunék, kvuli jejich rychlému

déleni.

Nejvyznamnéjsim mechanismem kontroly kvality proteinit a jejich nasledné
degradace je ubikvitin-proteazomovy systém. Proteiny urcCen k degradaci jsou oznaCeny
malym proteinem ubikvitinem, ktery se pomoci tfistupfiové enzymatické kaskady vaze
na lysinové zbytky proteinovych substratl. Tento proces se nazyva ubikvitinace.
Polyubikvitinované proteiny jsou rozpoznavany regulacnimi ¢asticemi proteazomu, které
takto oznaCeny a rozvolnény substrdt sméfuji do centrdlntho poéru proteazomu

k proteolyze.

Dulezitym proteinem UPS zachovavajicim integritu proteostdzy je protein p97.
Prostednictvim svych kofaktori Ufd1-NPL4, které rozpoznavaji polyUb signal,
se segregasa p97 vaze na proteinové substraty, které nasledné extrahuje z bunéénych
struktur a transportuje je k proteozomalni degradaci. Siroké zapojeni proteinu p97 v UPS

naznacuje, ze jeho inhibice ma slibny potencidl pro protirakovinnou terapii.

V této praci byl zkouman efekt komplext dithiokarbamat s médi na rakovinné buriky

linie U20S.



2. Soucasny stav feSené problematiky
2.1 Ubikvitin proteazomovy systém (UPS)

VétSina bunéCnych proteint je neustdle syntetizovdna a degradovana po celou délku
zivota bunky. Degradaci velkého mnozstvi proteini zajistuje proteazom (Wojcik
et al., 2002) spolecné s ubikvitin proteazomovym systémem, ktery zajiStuje oznaceni

proteinti pred jejich degradaci (Finley, 2009).

Proteazom je 2,5Mda velkd proteasa, kterd modifikované proteiny rozklada.
Proteazom se nachdzi v cytoplazmé i volné v jadru vSech eukaryotickych bunék
(Baumeister et al., 1998). V cytoplazmé je proteazom propojen s centrozomem,

cytoskeletem a vnéjSim povrchem endoplazmatického retikula (ER) (Murata et al., 2009).

2.1.2 Biologické funkce
Ubikvitin proteazomovy systém (UPS) je hlavni cytosolicky proteolyticky systém

eukaryot. Mezi jeho funkce patii kontrola bunécného cyklu, apoptdzy, transkripce, prenos
signdlu, PQC (kontrola kvality proteind), vyvojové programy (Murata et al., 2009),
a skrze produkci proteint i burikou fizené imunitni odpovédi (Yu ez al., 2017). Proteazom
katalyzuje i degradaci mnoha enzymi, které jsou omezovany rychlosti pfemeény produktt
(ornithin- 2 -dekarboxylasa), transkripénich regulatori (IkB (IkappaB kinase)) a
dulezitych regulacnich proteint (cykliny) (Coux et al., 1996). UPS katalyzuje pfesnou,
rychlou a v€asnou degradaci proteint, coz zajiStuje jednostrannou posloupnost téchto

biologickych pochodii (Murata et al., 2009).

Jeho rychlost je esencidlni pro odstranéni abnormadlnich proteinti, které by mohly
zapfiCinit mutaci nebo poSkozeni buiky po replikaci. Obecné proteazom zajistuje
degradaci proteini na kratké peptidy, které jsou poté hydrolyzovany cytoplasmickymi
exopeptidasami (Coux et al., 1996).

Krome¢ role proteasy ma i funkce, které nesouvisi s jeho proteolytickou aktivitou.
Jednd se napitiklad o: bunééné procesy zahrnujici transkripci, opravu DNA, remodelaci

chromatinu, aktivitu podobnou chaperonim (DeMartino et al., 2007).

Existuji proteazomy, které jsou specifické pro urcitou tkan se specifickou funkci,

napfiiklad: imunoproteazom ¢i thymoproteazom (Kloetzel, 2004).

2.1.3 Zakladni struktura proteazomu
Proteazom existuje v mnoha isoforméach (DeMartino et al., 2007), ale vzdy se sklada

z téchto dvou multipodjednotkovych komplext:



19S regulacni -
Castice

26S proteazom 20S proteazom 1
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Obrdzek 1: Schematicky diagram 26S proteazomu. Prevzato z Murata et al., 2009.

1. jadrova castice (CP), 20S proteazom s katalytickou funkci

2. 2.regulacni ¢astice (RP), naptiklad: 19S regulacni element (Murata et al., 2009)
(Obr. 1).

Centralni astice

CP je sudovitd struktura, jejiz podjednotky jsou poskldddny do Ctyf heptamerickych
kruht (Finley, 2009), dva kruhy skladajici se ze sedmi a-podjednotek a dva kruhy
poskladané ze sedmi Bpodjednotek (Yu er al., 2017) v usporadani affo. (Tanaka, 2009)
(Obr. 2).

Vnitini prostor centrdlni Castice je tvofen B-typem p. odjednotek, ze kterych tfi tvori
aktivni mista proteolyzy (B1, B2, BS) (Finley, 2009). Tato proteolytickd mista obsahuji
threoninovy aminokyselinovy zbytek na N-konci podjednotky, ktery dodava

na peptidovou vazbu substratu nukleofil s katalytickou funkei (Yu et al., 2017).

Obrdzek 2: Snimek z elektronového mikrografu 26S proteazomu krysich jater s vyznacenymi a.a
p podjednotkami 208 proteazomu, méritko 10 nm. Prevzato z Coux et al., 1996)



Kazdé aktivni misto muaze Sté€pit velkou Skalu peptidovych sekvenci, maji ov§em
preferovand Stépna mista. B1 upfednostiiuje Stépeni na C-konci kyselych aminokyselin
(kaspasam podobna aktivita), 2 §t€pi po bazickych aminokyselindch argininu a lysinu
(Lys; K) (trypsinu podobnd aktivita), B5 S§tépi po hydrofobnich aminokyselindch
(chymotrypsinu podobnd aktivita) (Murata et al., 2009).

Jelikoz jsou aktivni mista sméfovana do vnitfniho prostoru CP, musi zde vstoupit
proteolyticky substrat (Finley, 2009), ktery se sem dostavd skrze por na cylindrickém
konci CP (DeMartino et al., 2007). Tento vstupni proces je kontrolovan RP (Finley,
2009), ¢imz RP aktivuje proteazom (Tanaka, 2009).

Regulacéni ¢astice (RP)

Jednim z moznych RP je 19S proteazom. Je slozen z 19 riznych podjednotek, které jsou

rozdeleny na 2 komplexy: bazi a viko (Schmidt ez al., 2005).

Béze se skldda ze Sesti homolognich AAA™ (ATPases associated with diverse celular
activities) ATPas, které tvori hexamericky kruh: Rptl-Rpt6 (regulatory particle triple-1
protein 1-6) (Murata et al., 2009). ATP-dependentni interakce podporuji otevirani port
a poskytuji substratu pfistup ke kandlu. ATPasové podjednotky regulacni Castice
proteazomu slouzi jako medidtory neproteolytickych funkci, jako je naptiklad aktivita

podobna chaperonim (DeMartino et al., 2007).

Béze je slozena z dalSich tfi podjednotek bez ATPasové aktivity: Rpnl, Rpn2 a Rpn13
(regulatory particle non-ATPase 1, 2, 13) (Murata er al., 2009). Mezi nejdulezitéjsi
podjednotky patfi Rpnl a Rpn2, které propojuji misto pfijmu substratu s mistem
proteolyzy. Rpn2 sousedi s 20S proteazomem. Rpnl se nachdzi nad Rpn2, a slouzi
k pfichyceni faktoru (proteinu), ktery véaze substrdt. Na Rpnl je navazdno viko
proteazomu. Rpnl-Rpn2 je spoleéné s ATPasami heterodimer nezbytny k translokaci

substratu a otevieni proteolytického kandlu (Rosenzweig et al., 2008).

Takzvané viko proteazomu tvoii podjednotky bez ATPasové aktivity — Rpn3, Rpn5-
Rpn9, Rpnll, Rpnl2 a Rpnl5 (regulatory particle non-ATPase) (Funakoshi et al., 2004).
Hlavni funkeci vika je deubikvitinovat zachycené substraty (Tanaka, 2009).

Ubikvitinové receptory

Jakmile se ubikvitinovy fetézec skladd alesponi ze Ctyt jednotek, je rozpoznan receptory

26S proteazomu (Hartmann-Petersen and Gordon, 2003). Prekvapivé velké mnozstvi



proteinlt muze zprostiedkovavat rozpoznani Ub na proteazomu (Obr. 5).
Dve¢ podjednotky RP: Rpn10 a Rpn13; a tfi reverzibilné pfidruzené k proteazomu: Rad23
(radiation sensitive 23), Dsk2 (dominant supressor of Karl 2) a Ddil

(DNA-damage-inducible 1) (Finley, 2009).

Rad23, Dsk2 a Ddil mohou UBA (ubiquitin-associated domains) doménou vizat
ubikvitinované substraty. Diky jejich N-koncové domény UBL (ubiquitin-like domains)
tyto substraty pfipojuji k Rpn10, Rpn13, nebo Rpnl podjednotkdm proteozomdlni baze,
a tim nepfimo cili na proteazom (Grabbe et al., 2011). Proteiny Rad23, Dsk2 a Ddil
se spoleCn¢ oznacuji jako UBL/UBA proteiny (DeMartino et al., 2007). UBL/UBA
proteiny slouzi jako tzv.: shuttle faktory, jelikoz dopravuji substrity ze vzdalenéjSich
lokalit buriky do proteazomu (Finley, 2009). Patrné také stabilizuji komplex substrat-
proteazom achrdni ubikvitinové fetézce pfed nepfiméfenym prodlouzenim

¢i odpoutdnim béhem transferu (Grabbe et al., 2011).

Mezi dalsi ubikvitinové receptory patfi p97/Ufdl (ubiquitin fusion degradation
1)/NPL4 (nuclear protein localization homolog 4) komplex a p62 (DeMartino et al.,
2007). P97/Ufd1/NPL4 komplex je nutny pro proteolyzu, také piesouva nékteré proteiny
na Rad23 a déle do proteazomu (Collins and Goldberg, 2017).

Funkce Rad23 a Rpnl0O se prekryvaji (Chen and Madura.,, 2001), oba slouzi
pro pifimou signalizaci cileni proteazomu (Grabbe er al., 2011). Ztrita téchto shuttle
faktori vede ke zvySené senzitivité na podminky prostfedi, které zvysuji

pravdépodobnost Spatného slozeni proteinti (Collins and Goldberg, 2017).

Rpn10

ATPasy

20S

Obrdzek 3: Struktura proteazomu s oznacenymi Ub receptory na RP. Prevzato z Collins and
Goldberg, 2017.



Rpn10 rozeznava Ub pres 2 UIM (Ub-interacting motif) (Finley, 2009). Nachdazi se ve
velké mife volné v cytosolu, tudiz se predpoklada, ze ma funkce presahujici 26S (Collins
and Goldberg, 2017). Environmentalni stres, zejména tepelny Sok (chlad, horko), ¢i tézké
kovy snizuji ubikvitinaci Rpnl0, patrné kvuli navySeni proteozomadlni degradacni
kapacity (Yuer al.,2017). Rpnl0 také muze chranit fetézec pied rozpadem.
PotlaCovanim rozkladu ubikvitiového fetézce prodluzuje dobu, béhem které je nutno
fetézec pfesunout do proteazomu, a stabilizaci komplexu proteazomsubstrat podporuje
substrdtovou degradaci (Finley, 2009). Propojeni mezi ubikvitinaci a proteolyzou

napomdha k vétsi selektivité a presnéjsi regulaci (Collin et al., 2017).

Rpnl3, také zndmy jako wvnitfni receptor proteazomu, vaze Ub pifes Pru doménu
(pleckstrin-like receptor for ubiquitin) (Finley, 2009). Vaze se na N-koncovy region RP,
ktery pfipojuje Rpn2. C-koncova oblast Rpn13 napojuje deubikvitinacni enzym Uch37
(ubiquitin carboxy-terminal hydrolase 37) a podporuje isopeptidasovou aktivitu (Husnjak
et al., 2008). Rpnl3 je schopny pojit mono- a diubikvitinované proteiny. Takovéto
substraty jsou velmi vzacné, tudiz se predpoklada, ze jsou zcela zavislé na Rpn13. Rpn10
a Rpnl3 jsou hlavni proteiny, diky kterym dochazi k pocatecni konjugaci substratu

k proteazomu (Collins and Goldberg, 2017).

2.1.4 Mechanismus
Proteazom funguje na mnoha drovnich s pfimou posloupnosti (Finley, 2009). Pro ti¢innou

degradaci proteinu je potieba, aby byl substriat oznacen Ub (pro pocatecni rozpoznani

substrtu), a je nutnd pfitomnost neslozené oblasti (Collins and Goldberg, 2017). Zda je

.....

-------

sekvence iniciacni oblasti. Aby mohl proteazom zapocit degradaci, musi mit
neorganizovany region délku alespont 20-30 aminokyselin, patrn€ aby polypeptidovy
fetézec dosahl na receptor. Jelikoz se slozené domény na koncich nespletené oblasti
nevejdou do degradacni komory, vnitini neslozeny region musi byt alespon dvakrat delsi

nez neslozené oblasti na krajich, aby byla zahdjena degradace (Yu et al., 2017).

Nasleduje navdzani substritu na RP, za ucasti ubikvitinovych receptort
(Finley, 2009), ndasledované deubikvitinaci zprostfedkovanou deubikvitina¢nimi

enzymy. Jakmile je proteazom propojen se substritovym proteinem, navaze rozpleteny



region pro zahdjeni degradace a pfesune polypeptidovy fetézec do 20S proteazomu
(Murata et al., 2009). V holoenzymu RP-CP je vstup substratu do komplexu kontrolovin
RP: navazdnim na CP otevird substratovy translokacni kandl a sméfuje do néj substrat
(Yang et al., 2004). Translokacni proces vede k rozplétani vSech kompaktnich domén
(Lee et al., 2001), které jsou vtahovany do degradac¢ni komory. Polypeptidovy fetézec
je tazen substratovym kanalem konformacnimi zménami AAA™ podjednotek a pohanén
hydrolyzou ATP (Yu et al., 2017). Proteolytickd komora je velmi tizkd, mohou do ni tedy
vstoupit pouze rozpletené polypeptidy. Prizpusobivy N-konec CP kontroluje vstup
substratu a pravdépodobné i vystup produktu. Timto zpisobem CP fyzicky omezuje
proteolyzu proteind, které jsou zamémé rozpleteny (Yang et al., 2004). Ve vnitinim
prostoru CP se nachdzi proteolyticky aktivni mista, kterd Stépi peptidové vazby
rozpleteného proteinu na jedno tlivé polypeptidy. Proteazom tedy degraduje substrity
po Castech, coz pomdha predchazet genezi produkti, které by mohly ohrozit spravné

fungovani buriky (Finley, 2009).

2.1.5 Ubikvitinace
Ubikvitin (Ub)

Ubikvitin je maly (ze 76 aminokyselin slozeny) termostabilni protein (Ciechanover,
2009). Ovliviiyje funkci a homeostiazu vSech bunécnych kompartmentti (Grabbe et al.,
2011). Ub =zéaroven slouzi jako signdl v mnoha jinych procesech, naptiklad
v membranovém transportu, signdlni kaskade, opravé DNA a remodelaci chromatinu

(Yu etal., 2017).

Mechanismus ubikvitinace a rozpoznani ubikvitinu

Proces ubikvitinace zprostfedkovava kaskdda enzymu zndmd jako El, E2 a E3
(Finley, 2009): E1 Ub-aktivaéni enzym, ktery aktivuje Ub pomoci ATP. E2
Ub-konjugacni enzym, jehoz aktivni mista cysteinu tvoii thioesterovou vazbu
s C-kocovou karboxylovou skupinou Ub (Pickard, 2001). Kdy zarovei s tvorbou této
thioesterové vazby se spojuje s E3 Ub ligasou. E3 Ub-ligasa katalyzuje tvorbu
isopeptidové vazby mezi C-koncem ubikvitinu a g-amino skupinou lysinu substratu

(proteinu ¢i nasledné do fetézce pfipojeného ubikvitinu) (Zheng et al., 2017) (Obr. 4).

Monoubikvitinovany substrat (protein) bud’ muze disociovat z E3 (Obr. 4d), nebo
nanéj mize byt navdzan dal§i Ub, ¢imz se Ub fetézec prodlouzi (Obr. 4e).

V ubikvitinovém fetézci se muze nachazet vice druhti ubikvitinovych zbytka (nejhojnéji



je zastoupeny Lys48). Monoubikvitinové a nékteré jiné typy fetézct slouzi ke zméneé
funkce modifikovaného proteinu (Obr. 4f). (Deshaies et al., 2009). Retézce
polyubikvitinované vazbou K48 odvadéji substrat k degradaci (Obr. 4g) (Freemont et al.,
1991).

U eukaryot jsou dva hlavni typy E3, které jsou definovany pfitomnosti bud’ HECT
(homologous to the E6AP carboxyl terminus) (Zheng et al., 2017), ¢i RING (really
interesting new gene) domény (Deshaies et al., 2009). RING doména Ub ligasy muze
katalyzovat pfenos Ub z E2~Ub na substrit (Grabbe et al., 2011). Pokazdé, kdyz E2
presune ubikvitin na substrdt (Ub je zde kovalentné vazan (Yu et al., 2017)), musi
disociovat od E3, aby wuvolnil misto nové molekule E2~Ub (Obr. 5)
(Deshaies et al. ,2009).
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Obrdzek 4: Schéma mechanismu ubikvitinového systému. UbR = ubikvitinové receptory). E1 pri spotiebovani ATP
aktivuje Ub (a) a presouva ho na E2 (b). Ndsledné interaguje E2~Ub s Lysinovym reziduem specifického substrdtu (c).
Prima ubikvitinace nastdvd pri preddni substrdtu enzymem E3 thioesterifikovanému E2~Ub. E3 ubikvitinovd ligasa
Fidi posledni krok transferu Ub, tedy tvorbé isopeptidové vazby (e ).Prevzato z Deshaies et al., 2009.
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Obrdzek 5: Schéma vazby ubikvitinu na substrdt enzymovou kaskddou El, E2 a E3. Po presunuti ubikvitinového
ndkladu (a) musi E2 disociovat z E3 (b), aby se mohl navdzat na EI, aby se k nému mohl znovu pripojit Ub (c) a poté
se vrdtit do bunécného bazému E2 s navdzanymi Ub (d). Nasledné se molekula E2-Ub navadzZe na E3 (e), coZ koci
sekunddrni ubikvitinact substrdtu (f). Prevzato z Deshaies et al.,2009.

V protikladu k RING, HECT E3 tvoti meziprodukt vdzany k Ub trioesterovou vazbou.
Tedy Ub transfer z E2 na E3 vyzaduje jiné chemické reakce, nez u RING E3
(transthiolace u RING a thioesterovd aminolyza u HECT). HECT obsahuji C-koncovou
katalytickou doménu (Rotin and Kumar, 2009).

C-koncova doména HECT vaze konec Ub fetézce, ktery je pfipoutan k E2 (Maspero
et al., 2013). Jakmile je donorovy Ub pfesunut do aktivniho mista HECT E3, Ub fetézec
se plné natdhne. PIné natazeny Ub fetézec pripomina aktivni formu RING E3. HECT
s navdzanym Ub na C-konci je schopen navazat E2-substrat na N-konec (Kamadurai et
al., 2013). Podobné jako RING, HECT E3 také podporuji postupnou polyubikvitinaci
substratu specifickymi vazebnymi fetézci. OvSem u HECT, neni hlavnim faktorem

urCujicim typ fetézce je C-konec E2, nybrz C-konec HECT (Zheng et al., 2017).

Posttranslaéni modifikace

Ubikvitin jako protein slozeny ze 76 aminokyselin obsahuje mnoho mist potencialné
vyhodnych pro dals§i posttranslacni modifikace. Samotny proces ubikvitinace je

povazovan za dynamickou posttranslaéni modifikaci (Swatek and Komander, 2016).

Aktivita ligas ze skupiny RING je kontrolovdna posttranslacné kovalentnimi

modifikacemi, napfiklad: fosforylaci, konjugaci s UBL proteiny (Grabbe et al., 2011)



(nejbéznéjsi zpusob posttranslacni regulace), nekovalentni vazbou proteinu nebo malé

molekuly ligandu, ¢i substratovou kompetici (Deshaies et al., 2009).

Mnoho RING E3 je ubikvitinovéno, Casto autokatalytickym procesem. Autokatalyza
byva dusledkem pozmnénéné aktivity E3 (pozmnénény funkéni vyznam, misto ligace
autokatalyza) (Galan and Peter, 1999), pfipadné také muze vést ke snizeni aktivity E3
disledkem degradace proteazomem. Autoubikvitinace pravdépodobné slouzi jako

mechanismus pro udrzeni homeostazy (Deshaies et al., 2009).

Jak je vySe zminéno, ubikvitin obsahuje lysinové zbytky, které slouzi jako kotvici
mista pro ubikvitinovou vazbu. Polyubikvitinové fetézce tvofené riznymi zbytky lysinu
vykondvaji rozli¢né fyziologické funkce. Retézce vizajici K63 jsou zapojeny do prenosu
signalu, oprav a replikace DNA a jsou necastéjsim divodem, kdy ubikvitinem oznacené

substraty nejsou degradovany proteazomem (Shen et al., 2013).

Deubikvitinace

V eukaryotnich bunkach dochdzi nevyhnutelné kromé ubikvitinace proteind i k jejich
deubikvitinaci. Za tento proces jsou zodpoveédné deubikvitinacni enzymy (DUB). Dnes
je znamo 75 DUB, které v bunkach reaguji na velké mnozstvi podnéti s riiznymi proteiny
a zastdvaji mnoho bunécnych roli (Cvek, 2011). Na proteozomadlni degradaci se podili 3
DUB: Ubp6 a Uch37 (Finley, 2009) a metaloisopeptidasa Rpnl1 (Murata et al., 2009).
Tyto tfi DUB se vazi na viko proteazomu pomoci tzv.: JAMM (JAB1/MPN/MOV34

metaloenzym) domény.

Rpnl1 odsté€puje polyubikvitinovy fetézec proximalné (Grabbe et al., 2011), kdezto
Uspl4 a Uch 17 odstrafiuji ubikvitinové zbytky z distdlniho konce fetézce. Coz usti
v progresivni redukci polyubikvitinového fetézce (Kirkin et al., 2009). Cim kratsi
polyubikvitinovy fetézec, tim ma substrat mensi afinitu k proteazomu a jeho degradace
je tedy zpomalena (Finley, 2009). Timto procesem dochézi nejen k recyklaci ubikvitinu
(Yang et al., 2004), ale zaroven pozitivné regulaci proteinové degradace (Meyer et al.,

2012).

K aktivaci hydrolyzy substritu pfed jeho deubikvitinaci dojde pfi navazani
ubikvitinového fetézce do 19S komplexu proteazomu, kdy polyubikvitinovy fetézec
interaguje s Uch37 (DUB) a volné slozena oblast polypeptidu interaguje s jednou
ATPasou (Colling and Goldberg, 2017).
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Stejné jako ubikvitinovy konjugacni systém i DUB obsahuji strukturni odli§nosti. Tyto
rozdily pfispivaji k substratové specifité, vnitrobunécné lokalizaci a protein-protein

interakcim (Grabbe et al., 2011).

2.2 p97
Lidskda AAA* ATPasa p97, také znama jako VCP (valosin containing protein) je velmi

dulezita pro siroké spektrum bunéénych funkeci:

replikaci DNA

- ERAD (degradace spojend s endoplazmatickym retikulem)
- formaci Golgiho aparétu

- autofagii

- membranovou fizi

- procesy spojené s chromatinem, které jsou fizeny ubikvitinaci, a které se ucastni

lysozomdlni degradace (Stach and Freemont, 2017).

Nachdzi se v cytoplazmé, membranach, jadru vSec h eukaryotickych buné€k (Meyer
et al., 2002). V sav€ich burikach se také nachdzi v Golgiho aparitu, jaderné membrang,
ER, mitochondriich (Sun and Qiu, 2020). Reprezentuje ~ 1 % celkovych cytosolickych
proteina (Isaacson et al., 2006). Je centralnim a vSestrannym elementem ubikvitinového
systému. Po kontrole kvality pomahd dorucovat proteinové substriaty do proteazomu,
reguluje rizné drahy afidi procesy nezdvislé na proteazomu. Ridi genovou regulaci,
aktivaci T- a B- bun&k. Ugastni se sklddéni proteint pomoci chaperont (Dai et al., 2001).
Podporuje extrakci a segregaci ubikvitinovanych proteint z bunéénych struktur, jako jsou
Endoplasmatické retikulum, Golgiho apardt ¢i chromatin. Jeho centrdlni role pfi
signalizaci, opravé DNA a bunécném cyklu jej déla jednim z hlavnich cila ve vyvinu

1éCiv (Meyer et al., 2012).

Tento enzym konvertuje energii z hydrolyzy ATP na mechanickou energii, kterou
vyuziva  k extrakci ubikvitinovanych  proteini  zlipidickych ~ membran

¢i makromolekuldrnich komplext (Stach and Freemont, 2017).

2.2.1 Zakladni stavba
p97 patii do skupiny hexamerickych AAA™ proteint (Obr. 7) (Dai et al., 2001). M4 jednu

Nkoncovou doménu (N) a 2 ATPasové domény (D1, D2) (Bodnar and Rapport, 2017).
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Obrdzek 7: Struktura ATPasy p97: N-koncovd doména (Cervené), D1 ATPasovd doména (modie) a D2 ATPasovd
doména (zelené). Prevzato z Bodnar and Rapport, 2017.

Sest VCP monomert formuje kruhovitou strukturu obklopujici centralni pér (Bodnar
and Rapport, 2017). Dokaze pouzit energii z hydrolyzy ATP pro strukturni pfeménu nebo
rozpleteni proteind. Energie je z velké Casti doddvana hydrolyzou ATP v D2, ktera
vyzaduje vazbu nukleotidi. D2 dokaze hydrolyzovat nukleotidy pouze pokud je D1 vdzan
s nukleotidy. Oproti tomu ATPasova aktivita D1 zdvisi jak na vazbé ATP, tak na
hydrolyze pomoci D2. (Ye et al., 2003).

Globularni N-doména na periferii D1 je vyznamna pro vazani substratu a kofaktora.
Dokaze stabilizovat rozpletené proteiny, muze regulovat hydrolyzu ATP. Také reguluje

adaptory vazajici se na hydrolyzu ATP (Dai et al., 2001).

2.2.2 Kofaktory p97

Dalsi funkei p97 v UPS je koordinovat ubikvitinaci. Spojuje se s mnozstvim interakcnich
proteinu a proteinovych kofaktort. Tyto interakce jsou velmi dulezité pro jeho aktivitu
a funk¢ni rozmanitost (Meyer et al., 2012). Kofaktory p97 se vazi bud’'to na N-koncovou
doménu nebo na C-koncovy ocas (Bodnar and Rapport, 2017).
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Nejvyznamnéjsi skupinou kofaktord jsou proteiny obsahujici ubikvitin-X (UBX)
doménu nebo doménu podobnou UBX (UBXL). Pfedpoklada se, ze tyto domény zajistuji
skladbu ubikvitinu a spolupracuji s N-doménou p97. VCP vaze ubikvitinové ligasy ptfimo
nebo pies adaptorové proteiny Ubxd7/UbxS5. p97 vaze faktory, které upravuji
ubikvitinovy fetézec pro ndsledné zpracovani provedenych modifikaci (Meyer et al.,
2012). p97 také vaze mnoho DUB — VCIP135, Otul, YODI, ataxin-3 (Rumpf and
Jentsch, 2006).

Pravdépodobné interaguje s jinym kofaktorem pro kazdou reakci. Tento model byl
rozSifen na hierarchicky systém, v némz p97 funguje jako centrdlni ¢astice. Tento model
jaderného komplexu se tedy skladd z p97 jako centrdlni Castice, na kterou se napojuji
vedlejsi kofaktory. Na p97 se muze vazat vicero kofaktori, jeden ma ovSem vzdy
vyznamngjsi roli a pfedurcuje aktivitu p97. Mezi tyto kofaktory patii heterodimer UFD1-
NPLA4, p47 nebo Ubxdl.

Kazdy jadrovy komplex vytvoreny spojenim p97 a hlavnim kofaktorem se poté muze
chovat riiznymi zpUsoby v zavislosti na navazanych pfidatnych proteinech, které urcuji
umisténi komplexu, ¢i poskytuji dodate¢nou enzymatickou aktivitu. Mnoho z téchto
kofaktor(i obsahuji domény vazajici ubikvitin. Slouzi tedy jako ubikvitinové adaptory

pro p97. Mimo to i p97 je schopen vézat ubikvitin (Meyer et al., 2012).

Ufd1-NPL4 (UN)

Ufd1-NPL4 je jednim z nejdalezit&jsich kofaktort p97. Ugastni se mnoha procesd, které
zavisi na p97, jako je ERAD. UN se nachdzi u vSech eukaryot a je esencidlni pro jejich

zivotaschopnost (Bodnar and Rapport, 2017).
Ufd1-NPL4 adaptor je nutny pro:
- spravnou degradaci proteina
- formaci jaderné membréany
- rozpadu vieténka po mitéze (Meyer et al., 2002).

UN nereguluje ATPasovou aktivitu p97, coz naznacuje, ze nefidi pfimo p97,
ale napomahaji pridruzeni dalSich adaptorovych domén, které jsou dulezité pro naslednou

specifickou modulaci p97-fizenych reakci (Bruderer et al., 2004).
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UN vazi p97 kooperacni vazbou a pouze heterodimer je funk¢né aktivni (Meyer et al.,

2002).

Ufd1 se sklada ze dvou funkcnich domén: N-koncovd UT3 a C-koncova UT6. UT3
strukturné pfipomina N-koncovou doménu p97 a obsahuje 2 vazebnd mista
pro monoubikvitinované a dipolyubikvitinované substraty. UT3 je pravdépodobné velmi
dulezita pti ERAD. UT6 je patrné destrukturalizovana a slouzi k vazb€ NPL4 i p97 (Pye
et al., 2007). Jelikoz Ufdl je protein obsahujici samostatnd vazebnd mista
pro monoubikvitin a polyubikvitinové fetézce, je pravdépodobné, ze hraje dulezité
signdlni v bunéCnych procesech, které vyuzivaji monoubikvitin ¢i polyubikvitin
(Isaacson et al., 2006). Ufdl miaze vazat p97 i NPL4 samostatné, je tudiz

nepostradatelnou slozkou celého komplexu (Meyer et al., 2000).

NPL4 se v nejvétsi koncentraci vyskytuje u dospélého clovéka v srdci, mozku,
kosternich svalech a ledvinach (Botta et al., 2001). NPL4 zvétSuje afinitu Ufd1 k p97
(Meyer et al., 2000).

NPL4 se zasluhuje o rozpoznani substrdtu oznaceného poly-Ub fetézcem. Sklada
se z UBXL domény, zinkové domény (NZF), MPN domény (Mprl/Padl N-koncova
doména), CTD (C-koncovd doména) (Sato et al., 2019) a UBD (ubiquitin binding
domain) (Bruderer et al., 2004). NPL4 (C-koncové) i p97 (N-koncovée) obsahuji domény
zinkového prstu (Bodnar et al., 2018). NZF domény jsou slozeny typicky z cca 30
aminokyselinovych zbytka (Sato et al., 2011). Tyto NZF vazi Ub, primarné monoUb
a polyUb konjugity (Meyer et al., 2002). Samotny NPL4 bez vazby na Ufd1 je velmi

flexibilni a nestabilni (Isaacson et al., 2006).

Propojeni p97 s Ufd1-NPL4 se uskuteCiiuje skrze dvé mista. Prvnim vazebnym
mistem je kratky hydrofobni fetézec na C-konci Ufd1. Druhé vazebné misto se nachazi
na N-konci NPL4. N-konec NPL4 — UBD je aktivovana vazbou Ufdl (Bruderer et al.,
2004).

2.2.3 Mechanismus uc¢inku
UN se vaze na cis stranu Cdc48 (Obr. 8, krok 1), coz umoziuje komplexu navazat

polyubikvitinovy fetézec (Obr. 8, krok 2), ktery jerozpoznidvian UN. Navizini
polyubikvitinu stimuluje ATPasovou aktivitu komplexu Cdc48/UN. D1 doména zlistava

navdzana na ATP spolu s N-koncovou doménou, pfic¢emz hydrolyza ATP na D2 doméné
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posouva substratovy polypeptid centrdlnim pérem Cdc48 (Obr. 8, krok 3) a pfesune jej
skrze por az na trans stranu Cdc48 (Obr. 8, krok 4) (Bodnar and Rapport, 2017).

Podle mista vazby ubikvitinu se polypeptid navaze touto oznaCenou Casti na dané

substratove specifické misto (Bodnar and Rapport, 2017).

Za pomoci ATPasového kruhu je substrat vtazen do centrdlniho péru. Vazba
polyubikvitinového fetézce s UN potlacuje dplnou translokaci pres por, i pii pokracujici
hydrolyze ATP na DI. Zaroven navdazand D1 na ATP brani pfistupu DUB
translokaci, pohybujici se N-koncovd doména navaze DUB (pomoci UBX-like domény),
pfipojena DUB je schopna redukovat polyubikvitinovy fetézec. Misto Stépeni
ubikvitinového fetézce se nachdzi mezi vazebnym mistem UN a centrdlnim pdérem

(Obr. 9, kroky 2 a 3) (Bodnar and Rapport, 2017).

UN Ub
Substrat
1 - 2 3 4
o > > R
+ATP

Obrdzek 8: Mechanismus rozkladu substrdtu pomoci Cdc48. Prevzato z Bodnar and Rapport,
2017.
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Obrdzek 9: Schéma uvolnéni substrdtu z Cdc48. Prevzato z Bodnar and Rapport, 2017.

VétSina proteind neztraci v§echen piipojeny ubikvitin, ale oligoubikvitinovy fetézec
s maximalné deseti molekulami zistava piipojen. Tyto oligoubikvitiny prochazeji pres
p6r Cdc48 rozpleteny, po translokaci jsou znovu slozeny a substrdtovy protein je poté

presunut k dalSimu zpracovani (napt. ERAD) (Bodnar and Rapport, 2017).

V jednom modelu mechanismu p97 se predpoklada, ze substrat prechodné vstupuje
do D2 kruhu ¢i se pohybuje skrze kruh D2 a odstupuje mezi D1 a D2 kruhy. Jiny model
naznacuje, ze polypeptidovy fetézec pouze povrchné vstupuje do D1 kruhu. Dalsi ndvrh
poukazuje, ze velkd konformacéni zména N-domény je schopna pohnout polypeptidovym
fetézcem. V zadné z téchto teorii neni jasné, jak by byla tato pokracujici tazna sila

produkovana (Bodnar and Rapport, 2017).

2.2.4 Funkce p97

Komplexy p97 funguji jako molekuldrni chaperony, vazi se na ubikvitinované proteiny
a katalyzuji remodelaci jejich struktury (Bruderer et al., 2004). Zména struktury spousti
extrakci proteinu z komplexu ¢i buné€ného povrchu, kterd vede k ndsledné degradaci
proteazomem. Tento mechanismus se uplatiiuje pfi ERAD a patrné i v degradacnich
procesech propojenych s chromatinem nebo v mitochondridlnich procesech, ve kterych

hraje roli p97 (Obr. 10). Dalsi komplexy s p97 (naptiklad p97-p47, ¢ p97-UBXDI)
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katalyzuji jiné remodelacni reakce, naptiklad segregaci membranovych proteinl (Meyer

etal.,2012).

Po inhibici ATPasové aktivity p97 se v butice shromazd’uji ubikvitinové konjugdty,
coz odrazi dulezitost remodelacni aktivity fizené ATP. Tato schopnost reguluje
nepfeberné mnozstvi drah fidicich bunécnou fyziologii, coz hraje dilezitou roli riznych

onemocnénich, jako je rakovina ¢i degenerativni onemocnéni (Meyer et al., 2012).

Signalizace a regulace bunécného cyklu

Aktivita p97 v ubikvitinovém systému je klicova v intraceluldrnich signélnich
pochodech. p97 fidi degradaci proteini a transkripénich faktort, které reguluji
hypoxickou bunéfnou odpovéd. Je také spojovano s regulaci bunééné proliferace

a pteziti. Inhibici p97 je béhem hodin aktivovdna apoptéza (Meyer et al., 2012).

p97 a Ufd1-NPL4 jsou dulezité pro Gi¢innou replikaci. Vypotiebovani komplexu vede
k aktivaci kontrolnich bodu, které dohlizeji na pfipadna poskozeni DNA, coz zpozdi
vstup do mitotického cyklu. p97 je béhem samotné mitézy vyzadovan pro spravnou
chromosomalni segregaci, jeho aktivace vede k inaktivaci kontrolniho bodu déliciho

vieténka. (Meyer et al., 2012).

Funkce propojené s chromatinem a poskozeni DNA
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Obrdzek 10: Schéma hlavnich funkci p97. Prevzato z Huryn et al., 2019.
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Mezi nejtoxictéjsi z typia DNA 1€z patii dvoufetézcové zlomy (double strand breaks -
DSB). Jako odpovéd na toto poSkozeni DNA jsou piivolany signaliza¢ni faktory

a opravné faktory chromatinu, se kterymi p97 interaguje (Lukas et al., 2004).

Signalizace DSB probihd rozsdhlou ubikvitinaci a fosforylaci v misté zlomu. Tyto
posttranslacni modifikace slouzi ke skladbé multiproteinovych komplexi, které jsou pro
opravu  DNA nezbytné. Komplex p97-Ufd1-NPL4 napomédha extrakci proteinu
z poSkozeného chromatinu. Tyto procesy vyzaduji rozpad proteinovych komplext
na mistech poskozené DNA sekvence a rozpad propojovaci vazby pfidruzenych
replikacnich helikas (Stach and Freemont, 2017). Komplex nasledné napomdha
odstranovani K48 konjugovanych substrati (polyubikvitinové fetézce s vazbou K48
obecné prispivaji v cileni proteind na proteozomalni degradaci (Shen et al., 2013)), pro
naslednou vazbu dalSich signalizaCnich faktort, jako jsou Rad51, BRCA1 (BReast
Cancer type 1susceptibility protein) a S3BP1 (p53 binding protein 1) (Meerang et al.,
2011).

Dohromady tato zjisténi odhaluji roli p97-Ufd1-NPL4 v zdkladnich s chromatinem
spojenych procesech, které zaji§tuji spravnou transkripci, replikaci a stabilitu genomu

(Meyer et al., 2012).

2.2.5 Kontrola kvality proteini (PQC)

Spravna skladba proteinu je dulezita pro bunénou a organelovou homeostiazu (Metzger
et al., 2020), zvlast beéhem stresovych podminek (Meyer et al., 2012). Kvali genetickému
¢i environmentdlnimu poskozeni neni tvorba biologicky funk¢ni konformace proteind
vzdy spravnd, bunky proto byly nuceny vyvinout mechanismus kontroly kvality proteint
odstratiujici tuto Spatnou skladbu. PQC rozpoznava nespravné slozené proteiny, a pokud
je nelze degradovat ¢i zabranit jejich biologické aktivité, alespon brani jejich Skodlivé
akumulaci (Metzger et al., 2020). Proteazom predchazi akumulaci téchto nefunkénich,
poskozenych & §patné slozenych, potencialng toxickych proteind (Skrott and Cvek,
2012). UPS také tidi degradaci téchto proteint v ribozomu, ER, jadru, vnitini jaderné

membrané a cytosolu (Metzger et al., 2020).

Lumindlni i membranové proteiny vyzaduji pro svou degradaci p97. Béhem inaktivace
p97 neslozené proteiny vyvolavaji reakce, které mohou spustit apoptézu zpusobenou

stresem endoplazmatického retikula. V regulacnich procesech p97 zprostiedkovava

18



degradaci individudlnich proteina v jadfe a cytosolu. Bylo geneticky prokazano, ze p97
chrani proti toxickym tc¢inkiim proteinovych skupin, které jsou nachylné ke shlukovani.
Predpoklada se, ze p97 predchazi vzniku proteinovych shlukd, a tim napomdhd
proteozomalni degradaci (Kothe ez al., 2005). P97 ma roli pi1 autofagii, tak jeji specifické

Casti — mitofagii (Meyer et al., 2012).

Degradace spojena s endoplazmatickym retikulem ERAD

Endoplazmatické retikulum (ER) je jednou z nejvétSich membranovych organel v buiice,
hraje dulezitou roli pfi syntéze proteind, proteinové skladbé a kontrole kvality proteint,
lipidickém metabolismu a Ca®* homeostize. Poskozena funkce ER je spojovéna
s buné¢nou smrti a ji predchazejicim dysfunkcim. Nejvétsi z domén ER je dvouvrstva
jadernd membrana, kterd je okolo jadra. Ostatni periferni membrany ER jsou napojeny na
tuto jadernou membrdnu a odtud propojeny s cytoplazmou, kde interaguji s jinymi
organelami, napt. mitochondriemi. Mitochondrie komunikuji s ER pfes membrany, které
jsou s ER propojeny —tzv.: MAMs (mitochondria-associated ER membranes). Poskozeni
tohoto komunikac¢niho kandlu mezi ER a mitochondriemi je spojovano s Sikorou §kélou
patogenezi: rakovina, neurodegenerativni onemocnéni, srdecni choroby a jiné (Sun and

Qiu, 2020).

ERAD slouzi jako velmi specializovany mechanismus kontroly kvality proteint v ER,
ktery katalyzuje skladbu proteini a zajistuje doruceni spravné slozenych sekretornich

proteint do jejich cilové destinace (Neuber et al., 2005).

ERAD vyzaduje pfesun vybraného substritu z membriany ER do cytosolu pro
degradaci v UPS. V lumenu ER probihd rozpoznani nespravné sloZzenych polypeptidi,

i kdyz jejich degradace probihd v cytosolu (Neuber et al., 2005).

p97 zpracovdva substraty, které jsou urCeny k proteozomdlni degradaci pred
samotnout degradaci. Proteiny, které jsou uvolnény z vazby na D1 a obsahuji alespon
4 ubikvitiny, jsou znovu poskladdny, U ERAD se substraty nevazi pfimo na proteazom,

ale nejprve interaguji s Rad23 nebo Dsk2 (Bodnar and Rapport, 2017).

Retrotranslokace je velmi energeticky nevyhodnd a p97 s navazanym UN je dulezity
pro vySe zminénou dislokaci (Stach and Freemont, 2017). Po retrotranslokaci
substratového segmentu pfes membrianu ER je polyubikvitinovy fetézec piipojen

k substratu ligasou propojenou s ER. Polyubikvitinovy fetézec se vaze na komplex p97,
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ktery je veden k membrané ER svou N-koncovou doménou membrianovym proteinem
Ubx2. p97 postupné extrahuje substrdt z ER membrany pfes svij centralni por. Jakmile
je polypeptid plné odstranén z ER, p97 disociuje z Ubx2 a difunduje pry¢ z membrany

s pfipojenym substratem.

Tento dislokacni krok vyzaduje volnou N-koncovou doménu. Déle je substrat
zpracovan pridatnymi faktory a presunut na proteazom (Bodnar and Rapport, 2017).

Pti absenci p97 dochézi k akumulaci ERAD substratd v ER (Desdhaies, 2014).

Motiv interagujici s p97 je regulovdn hlavné tfemi proteiny: E3 ubikvitinova ligasa
gp78 (Glycoprotein 78), faktor pro pfizvani E3 VIMP (sialoprotein S) a SVIP (small
VCP/p97-interacting protein). Gp78 a VIMP podporuji ERAD v rakovinnych buikach,
SVIP ma4 inhibi¢ni efekt na tento proces. U mnoha lidskych rakovind je u¢inek SVIP
potlaten, coz vyvoldvd nadprodukci p97, kterd umoziiuje ERAD vyhnout
se programované bunétné smrti. Timto mechanismem se rakovinné buriky vyhybaji

bunécné smrti vyvolané stresem ER (Sun and Qiu, 2020).

2.2.6 Nemoci spojené s p97

Vzhledem k Sirokému spektru mechanismi, ve kterych p97 pusobi, je cilen pfi iniciaci
raznych onemocnéni. p97 souvisi srozpukem rakoviny a Sirokého spektra

neurodegenerativnich onemocnéni (Haines, 2010).

ZvySena exprese p97 sice koreluje se §patnou prognézou urcitych druht rakoviny, ale
zarovenn pomédhd predchazet aneuploidii a jinym genomovym nestabilitim, coz jsou
typické pocatecni znaky pro rakovinné buriky. Diky zmirnéni cytotoxického efektu Spatné
slozenych proteint ¢i amyloidt a regulaci homeostazy proteint se p97 také poji k riznym
agregacnim nemocem (Meyer et al., 2012). Nesmyslné mutace p97 vedou ke dvéma
fatalnim proteinopatiim (nemoci zptiisobené shlukovanim proteint): IBMPFD (Inclusion
Body Myopathy with Paget’s disease of the bone and Frontotemporal Dementia) and
fALS (familial Amyotrophic Lateral Sclerosis) (Buchberger et al., 2015). Mutace p97
spojené s mutacemi jsou specificky pridruzeny pouze k jeho uritym kofaktoram (Ritz
et al., 2011), funkce p97 spojené s ostatnimi kofaktory tedy zistavaji neporuseny (Weihl
et al., 20006).

Mezi dal§i neurodegenerativni onemocnéni, kterych se p97 ucastni, patfi:
Parkinsonova choroba (PD), LBD (Lewy body disease), Huntingtovova choroba (HD),
SCAIII (spinocerebellar ataxia type III) (Hdnzelmann et al., 2011).
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Nepiimo je p97 spojovano s agregaty, které zpusobuji Alzheimerovu chorobu (AD),
Machado-Josephovu chorobu, chorobu zptisobenou priony a mnozstvi tausopathii (Sun

and Qiu, 2020).

Vysokorepetitivni aminokyselinové sekvence, jako polyglutaminy (zpusobujici
neurodegenerativni nemoci), polyalaniny (zpusobujici svalové dystrofie) ¢i opakovani
dipeptida (zpusobujici ALS) pravdépodobné poskozuji translokaci a degradaci. Tyto
ucinky a rezistence repetitivnich sekvenci k hydrolyze 20S proteazomem mohou
vysvétlovat neschopnost ubikvitinového systému ucinné degradovat tyto proteiny a jejich
akumulaci pfi nemocech zpusobenych proteotoxicitou. Exprese novych proteazomu

muze omezit GCinnost inhibitort proteazomu (Collins and Goldberg, 2017).

2.2.7 Specifické inhibitory p97
Jelikoz je ATPasova aktivita p97 nezbytnd ke spravné funkci UPS (Freemont and Stach,

2017), bylo prokdzano, Ze inhibice p97 indukuje proteotoxicky stres a apoptdzu
v rakovinnych burikach (Sun and Qiu, 2020). V buiikkdch NSCLC (non-small cell lung
carcinoma) bylo zji§téno, ze p97 byl nadregulovany a zaroven inhibice p97 zpusobila
zastaveni bunécného cyklu v Go/Gi. Obecné vzato rakovinné builky jsou snadno

ovlivnitelné inhibici p97 (Chapman et al., 2015).

V selektivni funkci bortezomibu jako proteozomdlniho inhibitoru patrné€ hraje
vyznamnou roli sekre¢ni drdha. Coz je pravdépodobneé divodem, pro¢ jsou
proteozomalné cilené terapie ucinné pii lécbe rakoviny krve, jako jsou MCL (mantle cell
lymphoma) a rakoviny kostni dien¢ (viceCetny myelom). Tyto typy rakoviny jsou
derivovany zbunék, které produkuji velké mnozstvi sekre¢nich proteind. Pacienti
rezistentni k bortezomibu mohou byt od roku 2012 léceni carfilzomibem. Lécba
bortezomibem a carfilzomibem prokdzala, Ze obecnd Ié¢ba cestou inhibice PQC by mohla

byt vhodnou volbou pii téchto typech onemocnéni (Chapman et al., 2015).

Inhibici p97 je ovlivnéno mnoho procest, vétsina z drah inhibice p97 se projevila jako
terapeutickd moznost pro 1écbu rakoviny, primarné ERAD. Burky, které produkuji
nadbytek sekrecnich proteind, jako B-buriky, maji pfirozené vytizengjsi sekrecni drahu,

coz by mohl byt potenciélni bod pro terapeutické objevy (Valle et al., 2011).

Eevarestatin I (Eerl)

Eerl by prvnim objevenym inhibitorem p97 (Ding et al., 2016). V buiikach oSetienych

Eerl se zvySuje mnozstvi nespravné slozenych proteinti, coz v ER vede k UPR (unfolded
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protein response), kterd smétuje k aktivaci apoptzy- Rrrl ve spolupréci s bortezomibem
vyvolavd  vrakovinnych  bunkach  apoptézu  zpusobenou  stresem  ER

(Chapman et al., 2015).

Chinazoliny

Inhibice chinazoliny indukuje p97 postradajici Cys aminokyselinové zbytky v aktivnich
mistech. Chinazoliny také skrze p97 inhibuji fizi autofagozomu s lysozomem. Urcité
chinazoliny také inhibuji D1 ¢i D2 domény p97 (Chapman et al., 2015). Napt.: DBeQ
(N2, N*-dibenzyl chinazolin-2,4-diamin) (Vekaria et al., 2016) cilici primarné na D2
doménu (Ding et al., 2016), a N-benzyl-2-(2-fluorofenyl) chinazolin-4-amin (Vekaria
etal., 2016).

Xantohumol

Vyse zminéné latky jsou syntetického puvodu, kdezto Xantohumol je pfirodnim
inhibitorem p97, ktery se nachdzi ve chmelu (Humulus lupulus). Inhibuje hlavné autofagii

vazbou na N-doménu p97 (Chapman et al., 2015).

Dalsi specifické inhibitory p97

CB-5083 (1-[4-(benzylamino)-5H, 7H, 8H-pyrano[4,3-d]pyrimidin-2-yl]-2-methyl-1H-
indol-4-karboxamid) je dalSim inhibitorem p97, ktery vyvoldvda UPR. Rozrusuje
proteinovou homeostazu. Korelace mezi expresi genud propojenych s UPR a ERAD
s citlivosti k CB-5083 podporuje diilezitost role UPR jako primarniho spoustéce bunécné
cytotoxicity (Anderson et al., 2015). Mezi dalsi piiklady inhibitord p97 lze uvést
2-(cyklohexylmethylamino)pyrimidiny, 2-anilino.4-aryl-1,3-thiazoly
a alkylsulfanyl-1,2,3-thiazoly (Chapman et al., 2015).

Kompetitivni inhibitory p97

Nizko molekulové inhibitory jsou dilezitou farmaceutickou pomuckou pro obecny
vyzkum. Jejich jednoduchost dopravy do téla, relativni stabilita a schopnost selektivné
a specificky vyhledat urcity enzym nebo bunécny proces z nich déla atraktivni pomucky
pro vyzkum. I pfes jejich mnohé vyhody a farmaceuticky potencidl, mohou mét vedlejsi

ucinky (Lynch et al., 2017).

ML240 a ML241 inhibuji degradaci proteint zavislou na p97 (Chou et al., 2013), jsou
kompetitivnimi inhibitory p97 (Vekaria et al., 2016). Obé¢ latky sdileji podobné strukturni
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elementy (Chou et al., 2011) a selektivné se vazi na D2 doménu p97 (Zhang et al., 2020).
Specificka schopnost téchto latek je vyvolat apoptézu inhibici autofagickych vlastnosti
p97, ¢i soubéznou blokaci autofagni drahy a UPS (Chou et al., 2013). ML240 zpusobuje
rychlejsi aktivaci UPR nez ML241 (Chou et al., 2011).

NMS-873 je vysoce selektivnim (Bouwer et al., 2021) alosterickym inhibitorem p97,
ktery indukuje akumulaci polyUb proteind, coz vede ke stresu ER a branéni maturace
autofagozomu (Vekaria et al., 2016). Alosterickd inhibice je jednou z nejselektivnéjSich,
jelikoz alosterickd mista enzymu byvaji mén€ konzervovand nez aktivni mista enzym

(Magnaghi et al., 2013).

2.3 Proteinova agregace
Proteiny jsou nejvSestrannéjsi makromolekuly. Informace urcujici specifickou strukturu

proteinu, kterd je dilezita pro jeho biologickou aktivitu, je kodovana v linedarni

aminokyselinové sekvenci nové syntetizovaného polypeptidového fetézce (Hartl, 2017).

Pocet konformaci i malého proteinu, o cca 100 AMK, muze piesahnout 100,
Biologicky aktivni konformace (pfirozeny stav), je v omezené mife stabilni pifi
fyziologickych podminkach. Neni tedy piekvapujici, ze skladani proteind je velmi

chybovy proces (Hartl, 2017).

2.3.1 Skladani proteinui

Proteiny jsou schopné v bunééném prostiedi piejimat mnoho riznych konformacénich
stavi  (Obr. 16). Konformace proteini neni urCovana pouze proteinovou
aminokyselinovou sekvenci, ale i interakcemi s jinymi proteiny (Balchin et al., 2016).
Sklddani proteinl je proces, kdy je linedrni fetézec aminokyselin konvertovan
do jedinecné funkcni 3D struktury (Johnston et al., 1998). Tento proces vyzaduje
koordinaci vice organel a proteini v riznych bunécnych kompartmentech. Jelikoz
se jednd o d¢j zavisly na energii, je mu doddvéna z vice metabolickych drah (Wang et al.,

2016).
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Obrdzek 15: Schéma konformacnich zmén proteinu v zdvislosti na uicasti chaperonii (Hartl, 2017).
Chaperony

Mnoho proteinti potiebuje pro spravné slozeni asistenci urcitych molekul — chaperont.
Riazné chaperonové proteiny doprovazeji nové syntetizovany polypeptidovy fetézec
behem translace na ribozomu a postupnym sklddanim predchazi Spatnému skladan{
a agregaci (Hartl, 2017). Chaperony nejenze asistuji pfi skldddni, ale usnadiuji

i proteinovou degradaci, kdyz spravné sklddani selze (Dikic, 2017).

Proteiny v nepfirozené konformaci vystavuji hydrofobni aminokyselinové zbytky,
ty se u proteinl ve spravné konformaci nachdzi uvniti a nemohou tak interagovat s jinymi

molekulami. Chaperony tyto aminokyseliny pfechodné stini (Hartl, 2017).

Chaperony vazou proteiny v nepiirozenych konformacich, odnimaji z cytosolu Spatné
slozené proteiny a meziprodukty majici predpoklady k agregaci (Johnston et al., 1998).
Mezi dalsi hlavni aktivity, které chaperony vykonavaji, patii pfedchazeni vzniku agregatt
schopnost znovu slozit aberantné slozené proteiny a kapacita aktivné rozvolilovat urcité
proteinové agregaty (Hipp et al., 2014). Timto mechanismem snizuji pravdépodobnost

tvorby shlukt (Johnston et al., 1998).
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Dale reguluji interakce jako je odd€lovani shluku, degradace a pohyb proteint v buice
(Labbadia and Morimoto, 2015). Nespravné slozené proteiny mohou mit mnoho

Skodlivych efektt v bunce (Sontag et al., 2017).

2.3.2 Proteinové agregaty
Peptidy a proteiny maji tendence pfemeénovat se ze svého prirozeného funkéniho stavu

do spletitych dysfunkcnich agregati (Chiti and Dobson, 2017). Proteinové agregaty jsou
definované jako asociace dvou a vice proteinovych molekul v neptirozené konformaci.
Shluky mohou nabyvat mnoho struktur, od amorfnich po vysoce organizovand vldkna
(amyloid). Nachylnost proteint k agregaci je fizena primarné chemickymi vlastnostmi
proteinu, napfiklad jeho bunéfnou koncentraci a konformacni stabilitou ve slozeném

stavu (Hipp et al., 2014).

Mechanismus proteinové agregace

Castetné slozené, & nespravné slozené proteiny vystavuji hydrofobni aminokyselinové
zbytky a regiony nestrukturalizovanych polypeptidovych vazeb cytosolu, coz vede
ke shlukovani. Béhem skldddni hydrofobni sily pohybuji celou molekulou tak, aby
stabilizovaly jeji jadro (Hartl, 2017).

V burikach dochazi k chybovému skladani z mnoha divodi: vélenéni Spatné AMK do
fetézce, chyba v transkripci ¢i translaci (Johnston er al, 1998), mutacemi,
proteotoxickym stresem Ci selhdanim molekuldrnich chaperoni (Mogk er al., 2018),
pochybenim PN (proteostazis network), chybami v posttranslacnich modifikacich,
prepravou proteinti v burice (Sami et al., 2017). Tato chybovost zplisobuje zménu
konformacniho stavu proteinu, pfi kterém vystavuje interagujici hydrofobni rezidua

niachylna k agregaci (Mogk et al., 2018).

Shlukovani proteinti pfimo interferuje s obecnou kontrolou kvality proteini a je
symptomem i pfi¢inou snizeni proteostdzy (Hartl, 2017). Ddle tvorba agregati je i
pfi¢inou nerovnovahy proteostdzy pretizenim kapacity chaperoni a degradacnich
mechanismi, coz eventuelné vede ke kolapsu proteostidzy a bunécné smrti (Hipp et al.,

2014).

Proteiny pii pocatku shlukovani tvoii klastry z malého mnozstvi molekul, které jsou
ve svém monomernim stavu. Pokud tyto shluky pochazi z proteind, které byly nespravné

slozené, CasteCné slozené nebo seskldddany z monomernich stavd, tvoii vysoce
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destrukturalizované, c¢astecné strukturalizované ¢i nativni konformaci podobné

oligomery (Chiti and Dobson, 2017).

Tyto brzké agregiaty jsou nestabilni, mohou snadno disociovat a pretvorit
se v rozpustné slouCeniny. VétSina ztéchto agregati podstoupi vnitini reorganizaci
do stabiln€j§iho B-strukturniho stavu. Pfi pokraCovani shlukovdni je tento proces

doprovazen kompaktnosti a velikosti agregata (Chiti and Dobson, 2017).

B-strukturalizované oligomery mohou dédle rast asociaci dalSich oligomert
¢i monomert. Po jejich piipojeni dochazi ke strukturni reorganizaci a k tvorbé fibril

s vysokou drovni strukturniho fadu (amyloidnich fibril) (Chiti and Dobson, 2017).
Rist agregatu
Pocatecni oligomery mohou rast do vétsich shlukt. Agregaty rostou vice mechanismy:
1. pfipojovanim monomerd
2. fetézcovou polymerizaci
3. interakci agregdtu s agregdtem
4. kondenzaci shluka
5. kombinaci predeslych moznosti (Wang and Roberts, 2018).

Potencialné lze rast agregati kontrolovat skrze konformacni stabilitu proteinu
(Borzova et al., 2015), ¢i koloidni stabilitou (protein-proteinové interakce) (Kim et al.,
2013). Rast shlukd byva nelinearné zavisly, hlavné pii formaci amyloidd. V tomto
pfipadé je rGst shlukti dokonce exponencidlni vzhledem k ¢asovému pfirastku novych

agregatl, které se mohou shlukovat (Saluja et al., 2014).

Jak proteinové agregity rostou, mohou se stit nerozpustnymi a morfologicky
rozdilnymi Casticemi (Wang and Roberts, 2018). Je nutné poznamenat, ze nerozpustné

Castice mohou ¢aste¢né disociovat do rozpustnych shluka (Kiese et al., 2010).

Toxicita agregatu

Toxicita agregat souvisi s mnoha hledisky, napftiklad reaktivnim povrchem, umisténim,
kompartmentalizaci a stabilitou agregatd. Mezi mechanismy toxicity shluku patfi fyzické
poskozeni membrdn, branéni transportnim procesim, oslabeni translace, Ci stresem

vynucené zastaveni translace, a ko-agregace s klicovymi proteiny jako jsou transkripcni
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faktory. VSechny tyto aspekty vedou k sekunddrni ztraté funkce proteint. Pfichyceni
chaperont a jinych kompartmentd PQC pfispiva ke kolapsu bunécné proteostazy, coz

vede k zachovani progresivni toxické povahy agregata (Mogk et al., 2018).

Mnoho studii potvrdilo, ze agregity mohou inhibovat proteinovou degradaci
zprosttedkovavanou proteazomem a autofagnim systémem, a mohou odstavit velmi

dulezité komponenty chaperont. (Hartl, 2017).

Uskladnéni proteinovych shluku

Nedilnou soucasti spravy Spatné spletenych proteini je jejich prostorové oddéleni.
Kompartmenty pro prechodné odd€leni Spatné slozenych proteint se nazyvaji Q-t€liska.
Q-téliska jsou malé a rychle se tvofi v misté vzniku nespleteného proteinu, naptiklad

pfi stresovych podminkach (Hartl, 2017).

Pokud degradace proteint v proteazomu selZe, shlukuji se proteiny v Juxtanuklearnim
kompartmentu pro kontrolu kvality (JUNQ) (Hartl, 2017). Agresomy a JUNQ umoziiuji
depozici agregovanych proteini v netoxické uklddaci formeé, dokud neni dostupna
kapacita pro jejich degradaci. Né&které druhy nespravné sloZenych proteini jsou

dopravovany piimo do lysozomu pomoci HSP70 (Hipp et al., 2014).

2.3.3 UPR (unfolded protein response)

ER se stard o syntézu, skladani a transport pfiblizn€ jedné tietiny proteint v eukaryotické
burice (Wang et al., 2016). Membranové a sekrecni proteiny, které nejsou schopny docilit
sprdvné konformace, jsou degradovdny na povrchu ER, kde jsou pfesunuty

retrotranslokaci (viz 2.2.6.3). (Johnston et al., 1998).

UPR je bunécna odpoveéd zalozena na ptrisné kontrole kvality protient sekrecni drahy
zvySenim hladiny chaperont propojenych s ER a snizenim obecné syntézy proteind,

muize byt vyvolana i stresem ER (Chapman ez al., 2015).

Nerovnovdha v homeostdze ER vede k akumulaci neslozenych ¢i nespravné slozenych
proteint v lumenu ER. Tato akumulace zptuisobuje stres ER, ktery vede ke spusténi UPR.
UPR nasledné podporuje preziti buitky (Wang et al., 2016). Pokud je kapacita UPR pro
udrzeni proteostazy pietizena (stres je pfili§ velky ¢i chronicky (Wang et al., 2016)),

burnka vstoupi do apoptdzy (Hetz et al., 2020).
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2.3.4 Patologie spojend s nespravné slozenymi proteiny
Proteinové agregaty jsou tézko rozlozitelné a degradovatelné (Johnston et al., 1998).

Aberantni sklddéani je spojovdno s velmi rychle rostouci patologii. Jsou rozliSovany dvé
skupiny nemoci vzniklé Spatnym slozenim proteinii: nemoci ze ztraty funkce a nemoci

ze ziskéni toxicity (Hartl, 2017).

Prvni skupina je charakteristickd dysfunk¢nimi proteiny, které jsou vysledkem SNP
(single nucleotide polymorphism) mutaci, kterd Cini proteiny metastabilni se sklony
k degradaci. Jako napftiklad pfi cystické fibréze a jinych metabolickych defektech (Hartl,
2017).

V druhé skupiné onemocnéni metastabilni proteiny podléhaji agregaci, ktera
zpusobuje bunécnou toxicitu. Tyto patologie zahrnuji neurodegenerativni onemocneéni,
hlavné AD a PD, pak diabetes typu II a urcité formy srde¢nich onemocnéni a rakoviny

(Hartl, 2017).8

Shlukovéani muze byt zpusobeno dédicnymi mutacemi v postizenych proteinech, jako
pii HD a brzo propukajicich AD a PD (Hartl, 2017). Tato onemocnéni jsou
charakteristicka intraceluldrnimi inkluzemi slozenymi z agregat(i a ubikvitinovanych
proteini (Johnston er al., 1998). Vétsina pfipadi je nahodnych a manifestuji
se v zavislosti na veéku, pravdépodobné doprovdzeném snizujici se kapacitou PN (Hartl,

2017).

2.3.5 Proteostéaza
Aby byla zachovdna integrita proteomu a zdravi buriky, musi byt v buiice dosazena

proteostaza. Proteostdza je zajiSténa koordinaci mnoha procest, které se dohromady
nazyvaji PN (proteostasis network). Mezi tyto procesy patii syntéza, sklddani, rozplétini,
degradace a udrzovani proteini. PN zahrnuje translacni aparat, molekularni chaperony a

kochaperony, UPS a autofagicky aparat.

Mezi dualezité komponenty pro spravnou funkci PN a proteostdzu lze povazovat
transkripcni faktory, metabolické faktory, signdlni drahy a reguldtory posttranslacnich
modifikaci. Velmi dulezité pro spravnou funkci PN jsou také stresové odpovédi jako HSR
(heat shock response) a UPR. PN zahrnuje vSechny subceluldarni kompartmenty, a je
nepostradatelnd pro zivotaschopnost bunek a celkové zdravi organismu (Powers et al.,

2009). S pribyvajicim vékem klesd funkce PN (Balchin et al., 2016).
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Molekularni chaperony hraji klicovou roli pro spravnou funkci PN. Mohou pusobit
samostatné nebo v riznych kombinacich s odliSnymi kochaperony. Reguluji proteinové
skladani, oddé€lovani shlukt, degradace a pohyb proteini po burice (Labbadia and

Morimoto, 2015).

PN jako cil 1é¢iv

Mechanismy, které podporuji proteostizu maji potencidl udrzet mutantni proteiny ve
funk¢nim, neagregovaném stavu. Zvyseni kapacity PN by mohlo byt vyhodné pro obé
skupiny nemoci zplisobenymi proteinovou agregaci — nemoci ze ztraty funkce a nemoci

ze ziskéni toxicity (Balchin et al., 2016).

Slozeni PN je velmi dynamické. Pro poskytnuti dodatecné ochrany proti akutnim
a chronickym Spatnym sloZenim proteini muze byt obsah molekuldrnich chaperoni,
kochaperoni a proteozomdlnich podjednotek zvySen celkoveé, nebo v zavislosti

na bunécném kompartmentu (Labbadia and Morimoto, 2015).

Oslabenim PN inhibici specifickych chaperont ¢i degradacnich drah je docileno
ucinné 1éCby rakoviny, jelikoz jsou asto onkogenni proteiny metastabilni, a tudiz vysoce

zéavislé na chaperonech (Balchin et al., 2016).

2.4 Heat shock response (HSR)

HSP chaperonovy systém, objevujici se u eukaryot i prokaryot, pro sklddani proteina
aregulace degradace je evolu¢né star§i vuc¢i napiiklad autofagii, kterd je vylucné

eukaryotickd (Dokladny et al., 2015).

HSR systém a autofdgie jsou dva nezdavislé procesy, které se navzdjem dopliuji.
Ovsem, pokud jsou oba tyto systémy aktivovany, je autofagie inhibovdna HSR (Dokladny
et al., 2015). HSR rozsituje cytosolickou a jadernou ¢ast PN, UPR endoplazmatického
retikula a mitochondrii (Labbadia and Morimoto, 2015).

2.4.1 Aktivace HSR, a HSF (heat shock factor)

HSR je zptiisobena primarné proteotoxickym stresem. Mnoho HSP piedchazi proteinové
agregaci a ucastni se opakovaného skladani proteini ¢i eliminace nenavratné

denaturovanych proteint (Pirkkala ez al., 2001).

I kdyZ existuje vice mechanismt pro regulaci Cetnosti cytosolickych a jadernych
chaperonii (Voellmy and Boellmann, 2007), je aktivace pomoci HSF nejcastéjsi

(Labbadia and Morimoto, 2015). HSF se chovaji jako inducibilni transkripcni faktory
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HSP. Ptitomnost HSF je nutnd pro expresi vét§iny HSP (Wu et al., 2016). Z téchto HSF
je nejdulezitéjsim aktivatorem HSR HSF1 (heat shock factor 1) (Voellmy and Boellmann,
2007).

Transkripcni faktory stresovych odpovédi jsou udrzovany v potlaceném ¢i inaktivnim
stavu. HSF1 je udrzovan v cytosolu ve formé inaktivovaného monomeru skrze prechodné
interakce s HSP80 a HSP90. Se zvySenou hladinou proteini mimo svou nativni
konformaci je HSF1 uvolnén z represivniho komplexu, homotrimerizuje a rychle se
presouva do jadra, kde zpusobuje expresi gent kodujicich molekularni chaperony
(Akerfelt et al., 2010). Jakmile je stres uvolnén, aktivita HSF1 je potladena acetylaci

a vazbou molekularnich chaperont (Labbadia and Morimoto, 2015).

HSP a kochaperony tvoifi multichaperovoné komplexy regulujici aktivitu HSF1
v riznych drovnich (Voellmy and Boellmann, 2007). HSF1 vyvolava transkripci HSP,

coz podporuje nové poskladani proteinti (Vekaria et al., 2016).

Pred geny HSP se na sekvenci nachdzi HSE (heat shock elements), coz jsou cis-aktivni

sekvence, na které se vazi HSF. Po navazani tedy indukuji expresi HSP (Wu et al., 2016).

2.4.2 HSP

Neékteré nespravné slozené proteiny vyzaduji chaperony fizeny transport z cytosolu do
jadra pro proteosomdlni degradaci (Balchin et al., 2016). HSP jsou také zndmé diky svym
fyziologickym a ochrannym funkcim v burice jako molekuldrni chaperony. Usnadiuji
proteinové skladani a pomdhaji proteinim zastat v pfirozené struktuie a funkci, kdyz
je burika vystavena stresu. HSP je skupina proteind, jejiz funkce predchazi, ¢i inhibuje
denaturaci ¢i rozplétini bunéCnych proteini pii stresové odpovédi na teplo Ci

proteotoxicky stres (Wu et al., 2016).

HSP jsou klasifikovany dle svych molekulovych hmotnosti: HSP27, HSP40, HSP60,
HSP70, HSP90 a velké HSP (HSP110). HSP jsou proteiny zdvislé na ATP s ATPasovou
aktivitou (Wu et al., 2016).

HSP70 a HSP90

Mezi nejlépe prostudované molekularni chaperony patii ¢leny rodin HSP70 a HSP90.
Homology HSP70 a HSP90 jsou nepostradatelné pro spravnou funkci endoplazmatického
retikula a mitochondrii. Jednd se o hojné se vyskytujici proteiny (Labbadia and Morimoto,

2015).
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Aktivita HSP70 a HSP9O0 je zajistovana hydrolyzou ATP, coz vyvolava konformacni
zmény, diky kterym se muze navédzat substrat. Uvolnéni substritu z vazebného mista
zarucuje nukleotidovd vymeéna. Pro kompletni znovusloZeni proteint je nékdy tieba i vice

cykll vazby a uvolnéni substratu (Kim et al., 2013).

Pokud je znovuslozeni proteini neucinné, HSP70 nebo HSP90 tvofi komplexy
s kochaperony, které podporuji ubikvitinaci substrdtu (Labbadia and Morimoto, 2015).
Pokud se jednd o agregéty, je nutné nejdiive shluky rozvolnit pomoci komplexu HSP70,
HSP110 a HSP40 (Balchin et al., 2016). Nasledné proteiny sméfuji z HSP70 nebo HSP90
do proteazomu (Labbadia and Morimoto, 2015) a shluky, které nelze rozvolnit jsou

odstranény selektivni autofagii a lysozomdlni degradaci (Balchin et al., 2016).

HSP70 podporuje onkogenezi, mnozeni, migraci nddorovych buné€ a metastize, navic
snizuje pravdépodobnost iniciace apoptdzy. Jeho exprese je zvySena pii ruznych typta
rakovin. HSP70 také fidi rezistenci k 1é¢ivam pfi terapii rakoviny (k bortezomib) (Wu

et al., 2016). HSP70 se také ucastni rozkladu proteinu (Hipp et al., 2014).

HSP90 podporuje adhezi nddorovych bunék, pohyblivost nadori a metastaze,
angiogenezi a snizuje pravdépodobnost iniciace apoptdzy. Jelikoz se na HSP90 vaze
mnoho riznych signalnich proteint, inhibitory HSP90 mohou simultanné cilit na vice
signalnich drah (Wu er al., 2016). HSP90 tvoii cca 1-2 % celkovych proteint
v eukaryotnich burikach (Jacob et al., 2016).

2.4.3 sHSPs (small heat-shock proteins)

sHSPs a chaperony jsou obecné ptimo zodpovédné za skladbu, protekci a obnoveni

funkc¢nosti proteind (Voellmy and Boellmann, 2007).

sHSP kooperuji s HSP70, které preskladavaji proteiny diky cyklickych interakci
vézajicich a uvolnuyjicich proteiny. Tyto interakce jsou zdvislé na ATP (Hipp et al., 2014).
sHSPs ovliviiyji proteinové skladani tvorbou velkych homo-oligomernich pasti, které
zachytdvaji nespravné slozené proteiny a predchazeji tvorbé nechténych intra- nebo

intermolekuldnich interakci v cytosolu (Labbadia and Morimoto, 2015).

sHSPs kompletné postrddaji ATPasovou aktivitu. Jsou slozeny ze 150-250 AMK

a maji pomeérne€ malou molekulovou hmotnost (Muranova et al., 2019).
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2.4.4 Kochaperony
Kochaperon CHIP (C-terminus of HSP70-interacting protein) je schopen cilit

na substraty chaperonti, usnadiiuje jejich polyubikvitinaci, a tim je ptredurCuje pro
degradaci proteazomem. CHIP obsahuje doménu TPR (tetratricopeptide repeat) a U-box
doménu. U-box md E3 Ub ligasovou aktivitu. TPR doména véze C-konec nekterych
chaperont (HSP70, HSP90). Diky E3 Ub ligasové aktivité je schopen pfipojit
polyubikvitinovy postranni fetézec k C-konci U-box domény (Voellmy and Boellmann,

2007).

Pfi normdlnich podminkdch dochdzi k dynamické rovnovdze mezi proteinovou
ochranou zavislou na chaperonech, a proteozomdlni degradaci chaperony fizenou. Tato
rovnovdha vyjadfuje pfisnost PQC. Obsah CHIP v buiice urcuje, zda chaperonovy
substrat dosdhne své konecné konformace, nebo bude polyubikvitinaci oznacen
k degradaci. K vybalancované PQC pftispiva aktivace HSF1, ndslednd HSR vyvoland
zvySenou hladinou CHIP (Dai et al., 2003).

Transkripéni mechanismus, ktery urcuje hladinu CHIP je tkanoveé specificka exprese

mRNA (Voellmy and Boellmann, 2007).

2.5 Protinddorova terapie
Rakovina je nadorové onemocnéni, které je charakteristické abnormalnim rastem

aneomezenym délenim buné€k, doprovdzenou mutagenezi a angiogenezi (Hoeller

and Dikic, 2009).

Genomické zmeény mohou nddorové buriky piimét k véts§i zavislosti na proteostaze.
Diky tomuto zjiSténi je v klinické praxi vyuzivano proteozomadlnich inhibitora. Vice
nez 90 % lidskych nddorovych bunék obsahuje vice nez dvé kopie jednoho ¢i vét§iho
mnozstvi chromozomu. Tyto pfebyvajici chromozomy jsou exprimovany a proteinova
syntéza je v takovychto aneuploidnich rakovinnych butikach v nerovnovéaze. Proteiny
ve velké mife nejsou stabilni a neudrzi stabilni konformace, tudiz jsou degradovany UPS.

Rakovinné buriky jsou tedy zavislé na PQC, UPS a mitofagii (Desdhaies, 2014).

Jelikoz p97 hraje dilezitou roli v PQC a v urcitych typech rakovin je zmutovany,
zmnoZeny, nadexprimovany, a je tedy vhodnym cilem protinddorové terapie. Po
vycCerpani enzymatické aktivity p97 buiky rychle aktivuji kaspasy a podléhaji bunééné
smrti (Desdhaies, 2014).
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2.5.1 Proteotoxicky stres rakovinnych bunék
Ndédory neustdle podléhaji onkogennim mutacim, jako je amplifikace genu, ztrita funkce

nadorového supresoru, ¢i mutace zpusobena nové ziskanou funkci. UrCité stresové
,fenotypy* znemoziiuji prosperitu v mikroprostiedi nadoru. Mezi tyto stresové fenotypy
patii: replikacni/DNA poskozujici stres, proteotoxicky stres, oxidativni stres

a metabolicky stres (Vekaria et al., 2016).

Znakem mnoha rakovinovych linii je vy$e zminény proteotoxicky stres zplisobeny
hojnosti $patné slozenych proteini. Hromadéni Spatné slozenych protein a eskalace

proteotoxického stresu je zndma metoda cileni na rakovinné buriky.

Bohuzel, rakovinné buriky dokazou prekonat tento selektivni tlak a vyvinout
si rezistenci, napfiklad zvySenim exprese proteozomdlnich podjednotek a chaperonid
(hlavné chaperonu HSP 90 (heat shock protein 90), ktery podporuje sklddani proteina

a jejich maturaci), coz proteotoxicky stres snizi (Stach and Freemont, 2017).

2.6 Dithiokarbamaty

Dithiokarbamaty (DTC) jsou chemické organosirové slouceniny. Existuji dva typy

dithiokarbamata: mono- a dialkyldithiokarbamaty (Kaila et al., 2012).

Dithiokarbamaty maji Siroké spektrum vyuziti — jako fungicidy, pesticidy, v biologii,
medicingé, pfi organické syntéze, syntéze fotostabilnich polymert, také slouzi jako
chranici prvky proti zafeni (Odularu and Ajibade, 2019), déle slouzi jako antioxidanty

(Jayaraju et al., 2015).

Jednou z dilezitych charakteristik dithiokarbamatii je jejich schopnost premény
z amfifilnich, lipofilnich az po hydrofilnich, podle navdzanych skupin (Obrazek 11)
(Viola-Rhenals et al., 2018). Kovy s dithiokarbamaty tvofi koordinacni slouceniny
(Cvek, 2011).

2.6.1 Disulfiram
Disulfiram (DSF), Antabus, neboli tetracthylthiuram disulfid (TETDS) je disulfidickym

derivitem DTC (diethyldithiokarbamét) (Obr. 13) (Viola-Rhenals et al., 2018).

Jednad se o 1ék vyuzivany po vice nez 60 let jako dopln€k 1écby alkoholové zavislych
(Cvek, 2011), pojem ,repurposing zahrnuje vyuziti 1ékli, u kterych je znama jejich
farmakokinetika, davkovani, nezadouci ucinky, stejné€ jako i vyzkum efektti daného 1éku
mimo cilenou slouc¢eninu. Tedy Antabus jako 1€k inhibujici aldehyd dehydrogenasu, kterd

pak neni schopna metabolizovat acetaldehyd na acetdt pfi metabolismu alkoholu
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(primérni cil), tedy 1écba alkoholismu (Petersen, 1992) a prokazani jeho protirakovinnych
ucinkt (tedy efekt mimo primarni cil). Jednim z hlavnich divodi pro zkoumani jiz
vyuzivanych 1ékd je mimo snizeni ceny urychleni celého procesu uvedeni na trh (diky jiz

vySe zmineéné znalosti farmakokinetiky, atd.) (Cvek, 2012).

V téle je DSF metabolizovdan na DTC a dal$i metabolity, které ireverzibiln€ inhibuji
jaterni aldehyd dehydrogenasu, kterd poté neni schopna metabolizovat acetaldehyd

na acetat pti zpracovani alkoholu (Cvek, 2011).

V zaludku (pusobenim kyselého prostiedi) nebo v krevnim fecisti (glutathion
reduktasovym systémem erytrocytl) je DSF rychle preménén (Skrott ez al., 2012) na dvé
molekuly svého redukovaného aktivniho metabolitu DTC, ktery ddle chelatuje Cu
za tvorby CuET (Obr. 14).
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Obrdzek 12: Chemickd struktura DSF (Lewis et al., 2014).
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Obrdzek 13: Schéma metabolismu disulfiramu na dithiokarbamdt v téle a ndslednd komplexace
dietyldithiokarbamdtu s pridavkem dvojmocné médi (Skrott et al., 2012).
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2.6.2 Protirakovinné u¢inky DTC a DSF
U aktivniho metabolitu DSF, CuET, byla prokdzdna jeho prokdzdna protirakovinna

aktivita. Jeho toxicita byla zaznamendna zejména v rakoviné prsu (Cvek et al., 2008).
Diky jeho vySe zminénym prokdzanym protirakovinnym ucinkiim je DSF vhodnym

lékem pro nové vyuziti jiz zndmych farmaceutik (Cvek, 2011).

Dle dat z Danského ndrodniho demografického registru, kterd odrazeji riziko umrti na
rakovinu s uzivanim DSF a bez uzivani DSF, byla u rakoviny tenkého stfeva, prostaty
a prsu zaznamendna snizena umrtnost pacientu, ktefi dfive uzivali DSF, a to i u pacientd

s metastdzujicim onemocnénim (Skrott et al., 2017).

V nadorové tkani je oproti normalni tkdni vyrazné zvysena hladina ioni Cu™ (Zhang et
al., 2016), ktera ovliviiuje angiogenezi, metastizovani nadoru (Xiao et al., 2010), rast
a invazivnost nddoru (Chen et al., 2005). Bylo prokdzano, ze urcité latky s navdzanym

ionem Cu se chovaji jako inhibitory proteazomu (Chen et al., 2006).

DTC je schopen vdzat Cu® a jeho proteozomdlni inhibi¢ni aktivita a ucinek
vyvoldvajici apoptézu u rakovinnych bunék byly také prokazany, u zdravych bunék
komplex tyto u€inky nemd (Chen et al., 2006). Antabus znatelné zvySuje vnitrobunécny

obsah médi v primarnich askocytech a melanomovych burikach (Skrott ez al., 2012).

Antabus je potencidlnim inhibitorem NF-kB (nuclear factor-xB), ktery kontroluje
matrix metaloproteinas a TNF-a (Cvek, 2011). Inhibice proteazomu podporuje ucinnost
urCitych chemoterapeutik snizenim exprese antiapoptotického proteinu TNF-a

a zvySenim hladiny proapoptotického proteinu Noxa (Li et al., 2020).

2.6.3 Komplex CuET
DTC tvoii stabilni koordinaéni komplexy s piechodnymi kovy, hlavné s Cu*? (Obr. 15).

DTC a méd’naté iony jsou velmi reaktivni slouceniny s pleiotropnim efektem na bunéény
metabolismus a preziti. Dokazou rozrusit bunécnou redoxni rovnovahu. Samy o sobé
projevuji silnou oxidacni aktivitu, coz naznacuje, ze jsou potencidlni inhibitory
dilezitého antioxidacniho enzymu SOD1 (CuZn superoxide dismutase) (Marikovsky
et al., 2002). Inhibice SOD1 zptsobuje poskozeni mitochondridlnich membran volnymi

radikdly, vypusténi cytochromu c a apoptézu nddorovych bunek (Skrott et al., 2012)
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Obrdzek 14: Vzorec komplexu DSF s Cu (1) (Lewis et al., 2014).

DTC je schopny doCasné vyvazat méd'naté ionty z aktivnich mist superoxid dismutasy
(SOD) a zformovat tak komplex CuET. Jelikoz CuET je lipofilni a velmi stabiln{
sloucenina, je to nejlépe absorbovatelnd forma DSF (Johannson and Stankiewicz, 1985),

kterd snadno prochdzi bunéénymi membranami (Viola-Rhenals et al., 2018).

Mechanismus CuET

CuET vyvoldavd podobné reakce jako inhibitory proteazomu, MG132 ¢i bortezomib.
Hromadi polyUb proteiny a akumuluje ubikvitinované proteiny v cytoplazmé. CuET
neinhibuje aktivitu 26S proteazomu, ale patrné stabilizuje ubikvitinované proteiny
blokovéanim piedeslého kroku v proteazomalni degradaci, tedy drdhu zpracvoani polyUb
proteint drahou p97. Poskozena p97 vede k fenotypu podobnému chybné funkci
proteazomu (Skrott et al., 2017).

Bylo prokdzano, ze se po oSetfeni bunék CuET snizila rychlost difuse, tedy mobilita
nahromadénych polyUb proteinti. V bunkach oSetrenych CuET zastava urcita cast
akumulovanych polyUb proteinti zistava nepohyblivd, pravdépodobné ukotvena
v bunéénych strukturdch. ZhorSena funkce p97 segregasy je spojovdna s UPR, kterd byla
potvrzena po pusobeni CuET. Predpoklada se, Ze inhibice p97 by se mohla stat
alternativni 1éCbou pro myelomové pacienty, kterym se nemoc vratila po 1écbé BTZ

(Skrott et al., 2017).

Terapie DSF v komplexaci s médi by se mohla stiat novou terapeutickou volbou pro
relapsové pacienty a pacienty rezistentni k BTZ s mnohocetnym myelomem (Skrott ez al.,

2017).

Imobilizace a vazba NPL4 pomoci CuET

CuET je pfednostné akumulovano v naddorech. Poté, co CuET vstoupi do buiiky, vaze se
na NPL4. Pro pfimy vliv CuET na NPL4 hraje velmi dilezitou roli zinkova doména

NPL4. Navazané CuET na NPL4 vede k rychlé tvorbé agregati NPL4, blokuje vitalni
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p97-NPL4-UFD1 drdhu a iniciuje komplexni bunécny fenotyp (napiiklad indukce HSR
(heat shock response)), ktery vede k bunééné smrti (Skrott et al., 2017).

CuET neméd vliv na ATPasovou aktivitu p97 (Skrott et al., 2017).

Mezi nepifimé ucinky agregace Npl4 patii HSR. CuET indukované NPL4 agregity
obsahuji proteiny, které jsou spojeny s proteotoxickym stresem (HSP70, SUMO2/3
(small ubiquitin-like modifier), polyUb fetézce a TDP-43). Shluk NPL4 také obsahuje
ATR kinasu, kterd je velmi dulezita pro spravnou bunéénou odpoveéd’ na replikacni stres

(Majera et al., 2020).
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3. Experimentalni ¢ast
3.1 Material
- 1,5 ml mikrozkumavky (Eppendorf)
- 2 ml mikrozkumavky (Eppendorf)
- 15 ml centrifugacni zkumavky (GenFollower)
- Kultivacni ldhev s filtrem (Techno Plastic Products)
- Kultivacni desticky, 96 jamkové (Techno Plastic Products)

- Kultivacni desticky, 12 jamkové (Techno Plastic Products)

- Sada Spicek na pipety

3.1.1 Biologicky materiél
Pro experimenty byla pouzita adherentni rekombinantni bunécna linie U20S, lidska

bunécna linie odvozena z osteosarkomu epitelidlnich bunék. Buiky byly ziskany od
spoleCnosti ATCC (American Tissue Culture Collection). Pro experimenty byly dfive
zkonstruovany bunééné linie U-2 OS stabilné exprimujici NPL4-GFP, kterd byla popsdna
v publikaci Skrott et al., 2017.

3.1.2 Pouzité soupravy a chemikalie
- 4’,6-diamindin-2-fenylindol (DAPI)

- CuET, bis(-diethyldithiokarbamat)-méd’naty komplex (Sigma Aldrich)
- Chlorid méd’naty (Sigma Aldrich)

- Dibenzyldithiokarbamat (TCI Chemicals)

- Dimethyldihtiokarbamat (sigma Aldrich)

- Dimethyl sulfoxid (DMSO) (Pancreac Quimica S.L.U.)

- Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) high glucose liquid with
Sodium Pyruvate with Stable Sglutamine, sterile filtered, 500 ml (Biosera)

- Ethanol 70%

- Formaldehyd 4%
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Fosféatovy pufr (PBS) 10x zdsobni roztok, 1 litr (pH 7,4): NaCL 80,1 g, KCl

2 g, NaHPOq4 14,4 g, KH2PO4 2,7 g, HCI pro stanoveni pH, deionizovand  voda;

1x pracovni roztok = rozfedéni zdsobniho roztoku 10:1

Hovézi sérovy albumin (FBS, Fetal Bovine Serum), tepelné inaktivovany,

sterilni, vhodny pro bunécné linie (Sigma-Aldrich)

Penicilin/Streptomycin (100x), P11-010 PAA (The Cell Culture Company)
Pyrrolidindithiokarbamét (Sigma Aldrich)

Triton X-100 (Tx-100; 0,2 % v PBS)

Trypsin (1x), TrypLEtm Express 12605-028 (Gibco)

Voda deioonizovand (pomoci pfistroje Aqua osmotic)

XTT aktivator (elektron-vézajici reagent fenazin methosulfét), zdsobni roztok

50x v dH20 (Applichem)

XTT reagent
[2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolinum-5-karboxanilid],
v koncentraci 0,9 mg/ml v RPMI médiu (Applichem)

3.1.3 Seznam pouzitych pristroji

Analyzér bunécné viability Vi-Cell XR (Beckman Coulter, USA)
Mrazici box (-86 °C) (New Brunswick Scientific Innova U725)
Centrifuga LabogeneScanspeed 1236R

Inkubator s prislu§enstvim HERACELL 150i (Thermo Scientific, USA)
Laboratorni véahy SBC 21 (Scaltec, USA)

Laminérni box (Thermo Scientific, USA)

mikroskop Zeiss Axioimger Z.1 vybaveny LSM780 modulem se softwarem Zeiss

Zen 11
Sada pipet

Spektrofotometr (program I-control) (Tecan, Svycarsko)
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- Tiepatka VORTEX 3 (IKA)

- Vodni lazeri Memmert

3.2 Metodika

3.2.1 Kultivace buné&cné linie
Burky byly kultivovany v DMEM médiu doplnéném 10% fetdlnim bovinnim sérem

(FBS) a 1% antibiotiky penicilin a streptomycin, a byly udrzovany ve vlhkém prostiedi
inkubdétoru pii 37 °C a 5 % CO».

3.2.2 Pasazovani a pocitani bunék

Dvakrat tydné byly burniky pasazovany v laminarnim boxu za sterilnich podminek. Béhem
pasazovani bylo médium z kultivacni nddoby odséto, buriky byly propldchnuty 1xPBS a
poté byl do kultivaéni lahve pfidan trypsin. Bunky s trypsinem byly ulozeny
do inkubdétoru, aby doslo k jejich uvolnéni ze dna kultivacni lahve. Po jejich uvolnéni
bylo k buiikdm pfidano nové médium a po fadném propipetovéani byla nechdna v lahvi
pouze ndsada bunék tak, aby bylo mnozstvi bun¢k zredukovédno na desetinu. K nasadé

bylo doplnéno ¢isté médium a buriky byly vlozeny zpét do inkubatoru.

Pocitani bunék bylo provadéno na pfistroji Vi-CELL XR Cell Viability Analyzer, kdy
do specidlni zkumavky urCené pro tento pfistroj bylo napipetovdno 500 ul bunécné
suspenze a pristroj nasledné€ spocital zivé buiky, zjejichz poctu vychédzely dalsi
experimenty.

3.2.3 Zamrazovani a rozmrazovani bunécné linie

Pfi zmrazovani bunék byla bunééna kultura nejprve zcentrifugovana (200 RCF, 5 minut),
retentdt byl odsét a pelet byl rozsuspendovan v roztoku mraziciho média (roztok FBS a
DMSO 9:1). Smeés byla po jednom mililitru odpipetovdna do kryozkumavek, a ty byly
uskladnény v mrazédku (-80 °C).

Pfi rozmrazeni byly kryozkumavky rozmrazeny ve vodni 1azni a jejich obsah byl poté
smichan s 9 ml DMEM média a centrifugovéan (200 RFC, S5minut), médium bylo nasledné
odsiato a pelet rozmichan v 1 ml DMEM, nakonec byly buiiky piepipetovany do
kultivacni lahve, do které bylo pfidano 9 ml DMEM. Pred dalsi praci byly butiky

umistény v unkubdtoru (37 °C, 5% koncentrace CO»).
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3.3 Urceni vlivu zkoumanych latek na viabilitu bunék

3.3.1 Ptiprava komplexi
Derivaty dithiokarbamatt (dibenzyldithiokarbamat, dimethyldithiokarbamat,

pyrrolidindithiokarbamat) byly nejdfive namichany jako zdsobni roztoky v koncentraci
250 mmol-1"!. Didle byl piipraven zdsobni roztok chloridu médnatého (CuCl,)
vkoncentraci 1 mol-I"". Pfi slouteni médi s dithiokarbamdty vznikaji komplexni
slougeniny. U téchto komplexi je tieba dvojnasobného mnozstvi ligandu kviili po&tu Cu*?
vazeb. Komplexy byly tedy tvofeny 20 ul dithiokarbamétu, 2,5 ul CuClza 980 ul DMSO.
Ddle byly takto pripravené komplexy pridany k bunécné suspenzi. Prasek bis(-
diethyldithiokarbamat)-méd'natatého komplexu (1,8 mg) byl rozsuspendovan ve 2 ml
DMSO, pro tvorbu zdsobniho roztoku s konecnou koncentraci 2,5 mmol- 1"l Pro kontrolu
vlivu rozpoustédla bylo pouzito DMSO natfedéné DMEM médiem stejné jako ve vzorcich

s testovanymi l4tkami.

Pii zjistovani vlivu testovanych latek na zivotnost a déleni bunék byla pouzita
cytotoxickd analyza pomoci testu tvorby tetrazoliové soli 2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-
sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-karboxanilid (XTT) a déle byla provedena fluorescencni

analyza.

332 XTT

Pti cytotoxické analyze XTT byly bunécné suspenze vysazeny na 96 jamkové kultivacni
desticky (100 pl do kazdé jamky). V okrajovych jamkéch bylo pouze DMEM médium.
Pti experimentu bylo pouzivano 5 000 U20S-NPL4-GFP bunék na jamku.

K suspenzim byly ptidavany rozpusténé a naredéné latky: CuET, CuP, CuMT a CuBZ
v §esti pozadovanych koncentracich: 1 umol-1", 500 nmol-1"!, 250 nmol-1"!, 125 nmol-1*!
a 63 nmol-I"". Kazda koncentrace byla pouzita v triplikdtu. V prvni fadé bunécné
suspenze byl mock, tzn. Zadna ze studovanych litek, pouze DMSO pro negativni

kontrolu.

Po kultivaci v inkubdtoru (48 hodin) byly bunééné kultury na destickach

zkontrolovdny mikroskopicky a pak bylo provedeno samotné XTT.

XTT se pouziva pro spektroskopické méfeni viability bunék. Je to relativné rychld a
citlivd metoda, pfi které je zluta tetrazoliova stl pfeménéna pomoci sukcinatetrazolium

reduktdzy (ta je lokalizovdna v mitochondriich metabolicky aktivnich bunék)
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na oranzovy formazan. Formazan je detekovan spektrometricky pii 450-490 nm (Roehm

etal., 1991).

XTT reagent byl smiSen s aktivatorem fenozin methosulfatem (na 1 ml reagentu 20
ul), a nasledné bylo ptidano 50 pl do jamek s buiikami a studovanymi latkami. Poté byly
desticky inkubovény piiblizn€ 60-90 min. Kdyz XTT zménilo barvu (tvorba formazanu),
na spektrofotometru Tecan (program I-contron) byl azméfena absorbance buné¢k
a kontrolnich jamek pfi hodnotdch 630 nm a 475 nm. VInova délka 630 nm byla pouzita

pro eliminaci rusivé absorbance pozadi (475 nm je specifickd absorbance formazanu).

3.3.3 Fluorescen¢ni mikroskopie
Pro fluorescen¢ni analyzu byly builky vysazeny na plastové inserty. Do 12 jamkové

kultivacni desticky byly vysazeny buiiky. Do kazdé jamky bylo pfidano 2 ml suspenze
bunék (50 000 bunek do jedné jamky). Probehla kultivace v kultivatoru (cca 24 hodin).

Po nartstu kultury byla do kazdé jamky pfidana suspenze studované latky (2 ml)
v pozadovanych koncentracich (1 pmol-1"!, jedna jamka jako kontrola, tedy bez oSetfeni

bunék).

Po dalsi kultivaci v inkubatoru (3 hodiny) byly promyty PBS (1x). Buriky byly posléze
zafixovany formaldehydem (4%, 4 °C, 15 min pfi pokojové teplot€) a nasledné znovu
promyty 1xPBS. Ddle byly buiiky permeabilizovdny pomoci Triton-X 100 (0,2% ve
vodé, 5 min) a znovu promyty v PBS. Buné¢na jadra byla vizualizovdna barvenim DAPI
(roztok1 pg/ml ve vodé, 2 min pii pokojové teplot€). Po pusobeni DAPI byly buiiky

oplachnuty destilovanou vodou a osuSeny.

Na podlozni sklicko byl polozen insert s fluorescencné obarvenou bunécnou kulturou.,
na kulturu byly kdpnuto Vectashield mounting médium. Skli¢ko s kulturou bylo
k podloznimu sklicku ptfidélano bezbarvym lakem. Takto pfipravené preparity byly
nasnimany.

3.4 Zpracovani vysledki
U fluorescencni mikroskopie byly inserty nasnimany mikroskopem Zeiss Axioimger Z.1
vybavenym LSM780 modulem se softwarem Zeiss Zen 11. Vyhodnoceni téchto vysledku

bylo provedeno v programu MS Office Excel, grafické zpracovani v programu Image].

U XTT byla odectena absorbance pozadi a primér z absorbance média. Pro zivotnost

bunék pfi raznych koncentracich studovanych latek byla vypoctena, aritmeticky prumér
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i smérodatna odchylka, to vSe i grafické zpracovani bylo provedeno v programu MS

Office Excel.

4. Vysledky

4.1 XTT
Pti cytotoxické analyze pomoci XTT mely dvé ze zkoumanych liatek (CuMT a CuP)

podobné chemické vlastnosti jako CuET. Posledni zkoumand latka (CuBZ)

neprojevovala nésledujici cytotoxické vlastnosti.

Na grafu vitality po oSetfeni bunék CuET (Obr. 15) lIze pozorovat pokles
zivotaschopnych (vitdlnich) bunek ve vSech koncentracich, byt pfi koncentraci 63 nmol- 1’

! nenf pokles signifikantni. CuET bylo pouzito jako kontrolni l4tka.

K signifikantnimu poklesu vitality bun€k dochdzi u CuET a CuMT pfi koncentracu
125 nmol-1"!. Zatimco u CuP k poklesu dochdzi az pfi 250 nmol-1"! , coz znadi nizsi

aktivitu. CuBZ je bez vyznamnéjsi aktivity (Obr. 18).
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Obrdzek 15: K¥ivka preZiti bunécné linie U20S po piisobeni riiznych koncentraci CuET. K¥ivka ukazuje priimér
hodnot relativni viability bunék ze tFi opakovdni experimentu a smérodatné odchylky téchto hodnot.
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Obrdzek 16: Krivka preziti bunécné linie U20S po piisobeni riiznych koncentraci CuMT. K¥ivka ukazuje priimer
hodnot relativni viability bunék ze tri opakovdni experimentu a smérodatné odchylky téchto hodnot.

CuP

120

. \

80

60 -

40

Viabilita bunék %

20

0 63 125 250 500 1000
Koncentrace CuP [nmol-I'" ]

Obrdzek 17: Krivka preZiti bunécné linie U20S po piisobeni riiznych koncentraci CuP. Krivka ukazuje priimer
hodnot relativni viability bunék ze tri opakovdni experimentu a smérodatné odchylky téchto hodnot.
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Obrdzekl8: Krivka preZiti bunécné linie U20S po piisobeni riiznych koncentraci CuBZ. K¥ivka ukazuje priimer
hodnot relativni viability bunék ze tFi opakovdni experimentu a smérodatné odchylky téchto hodnot.

4.2 Fluorescenc¢ni analyza NPL4-GFP

Pti fluorescencni analyze byl sledovan vliv latek na agregaci NPL4-GFP proteinu v jadru
buriky. Diky rekombinantni probe zeleného fluorescencniho proteinu (GFP) bylo mozno
pozorovat pod fluorescencnim mikroskopem NPL4 v bunécné linii U20S. Jadra bunék

byla zvyraznéna barvivem DAPL

Na obrédzku 19 na kontrole (tedy buriky oSetfeny pouze DMSO) nelze pozorovat zadné
klastry, protein NPL4-GFP je tedy volné difundovany v cytoplazmé i jadru. Dal$i v sérii
je vizualizace bunék oSetfenych CuET, kde lze pozorovat agregaci v oblasti jader.
Podobnou agregacni aktivitu vykazuji i buiiky oSetfreny CuMT a CuP, tedy u latek, jez
vykazovaly cytotoxickou aktivitu (coz je sekunddrni reakce na shlukovani NPL4). U
bunék oSetfenych CuBZ nelze pozorovat zadné shluky, snimek je porovnatelny
s kontrolou a latka tedy nevykazuje zaddnou agregacni aktivitu (coz koreluje i s taktka

zadnou cytotoxicitou).
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Obrdzek 19: Vliv riiznych komplexii derivatii dithiokarbamditii
s médi na komplex NPL4-GFP v bunécné linii U20S,, mé¥itko 10 um.
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5. Diskuze

Tato bakalaiska prace byla zaméfena na ovéfeni cytotoxicity derivatd dithiokarbamata
(diethyldithiokarbamat, pyrrolidindithiokarbamat, dibenzyldithiokarbamat,
dimethyldithiokarbamat) v komplexu s dvojmocnou médi na rakovinné buiky bunécné
linie U20S ajejich agregacni aktivity na protein NPL4. Diky podobné chemické strukture
by mély mit vS§echny latky podobné chemické vlastnosti, coz bylo tieba otestovat. Tento
teoreticky predpoklad byl pii experimentech vyvracen, jelikoz ne vSechny latky mély

protirakovinné ucinky.

Vyvoj a optimalizace proteotoxickych 1é¢iv, tedy medikaci, které narusuji
odbourdvani bilkovin a tim indukuji proteotoxicky stres md velky potencidl pro
protirakovinnou terapii (Vekaria et al., 2016). Rakovina navzdory veskerému
medicinskému pokroku zistava jednou z hlavnich pficin dmrti ve svéte (skoro 10 miliona

umrti za rok 2020) (Ferlay et al., 2020).

Ve vyzkumu je vyuzivano skutecnosti, ze rakovinné buriky nadprodukuji organely a
jiné bunécné prvky slozené z proteint, coz potiebuji k rychlému déleni bunek. Cileni na
NPLA4 protein nasledné ovliviiuje drahu p97-Ufd1-NPL4, coz zasahuje do spravné funkce
UPS, a tedy znemoziuje spravné odbourani proteint ustici v proteotoxicky stres. Toto
cileni ma potencidl pfekonat nedostatecnou selektivitu a asto vznikajici rezistenci pii
uzivani proteozomalnich inhibitort, které se navic potykaji s nedostateCnou aktivitou

v pevnych nddorech (Vekaria et al., 2016).

Jiz dfive byla prokazdna cytotoxickd aktivita dithiokarbamati (Tsai er al., 1996),
diethyldithiokarbamatu, dimethyldithiokarbamatu (Ujjani er al., 1990) a pyrrolidin
dithiokarbamdtu (Chen et al., 2000), bylo tfeba otestovat, zda se tyto latky podili na

proteotoxickém stresu cilenim na protein NPL4, ¢imz jsou sekundarné cytotoxické.

Prestoze jsou dithiokarbamaty schopny chelatovat rizné kovy (za tvorby lipofilniho
komplexu DTC-kov (Thorn and Ludwig, 1962)), bylo prokazano, ze jiné kovy nez Cu?*
nezesiluji cytotoxicky efekt dithiokarbamati (Chen et al., 2000).

I kdyz byla prokdzéana cytotoxickd aktivita latek CuP a CuMT, bylo potieba prokézat,
zda tyto latky zpusobuji bunénou smrt skrze agregaci proteinu NPL4, dale tedy
sekunddrnim narusenim drdhy p97-NPL4 tak indukuji bunééné fenotypové rysy sdilené
s inhibitory proteazomu (napf.: Bortezomib), v¢etné¢ hromadéni polyubikvitinovych

proteini a akumulaci ubiktitinovych proteini v cytoplazmé, coz bylo dle vysledka
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experimentu potvrzeno. Zatimco u komplexit CuMT a CuP byla prokdzana cytotoxicka
aktivita a schopnost agregace NPL4, ndsledné rozruSeni drdhy p97-Ufd1-NPL4 vedouci
k iniciaci apoptdzy, tato teze byla u laitky CuBZ vyvriacena. Komplex nevykazoval témét

zadné cytotoxické, protirakovinné ani agregacni ucinky.

Do budoucna je tfeba provézt fadu klinickych testd k ovéreni stability komplexi CuP
a CuMT in vivo, s ohledem zejména na jejich polocas rozpadu v krevnim ob&hu pacienta.
Dal$im krokem ve vyzkumu by bylo tfeba zvazit Cu jako vyznamného polutanta

zivotniho prostiedi, jeho piijem z okoli a vliv na 1écbu.

Pokud by vyhlidky mély nabyt pfiznivého charakteru, mohlo by se jednat o rychleji
vyvinutou (diky , repurposing”), jednodussi a dostupnéjsi terapii rakoviny s méné

vedlejsich ucinkd i u relapsovanych pacientu.

6. Zavér
Teoretickou ¢ast bakalarské prace tvori literarni reSerSe, kterd se snazi shrnout dosavadni
poznatky ohledné UPS a jeho jednotlivych soucasti. Hlavné je popsdna segregasa p97,
jeji kofaktory Ufd1-NPL4 a jejich funkce pfi kontrole kvality proteind. Nasledné jsou

popsany role segregasy p97 jako molekuldrniho chaperonu a funkce pii bunécnych
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odpovédich UPR a HSR. Dile jsou zminény inhibitory proteazomu a jejich pouziti pfi
1é¢bé rakoviny, kdy je vyuzivano rozruSeni proteostidzy. Hlavni pozornost je vénovana
dithiokarbamatiim, primarné ucinné latce léku pro alkoholové zdvislé Antabusu
diethyldithiokarbamatu, kde se ukdzalo, Zese tato l14tka vaze na protein NPL4 pomoci ZF-
NPL4, ¢imz indukuje jeho agregaci, kterd sekundarné rozrusuje ddhu p97-Ufd1-NPL4 a
indukuje bunécny fenotyp vedouci k bunécné smrti a vykazuje tedy protirakovinné
vlastnosti. Tato latka je v krvi komplexovdna s dvojmocnou meédi za tvorby bis-
(diethyldithiokarbamat)-méd’natého komplexu. Latka zatim kvili nizké stabilit€é neni
vyuzitelnd pro klinické vyuziti. Bakalafskd price se diale zaméfuje na derivity
dithiokarbamatt, konkrétné se jedna o dimethyldithiokarbamat, dibenzyldithiokarbamat
a pyrrolidindihtiokarbamdt, a jejich potencidlni protirakovinné ucinky vyuzitelné

v protinddorové terapii.

V experimentdlni Casti bakalarské prace jsou vysledky cytotoxickych experimentu
provedenych s vyse zminénymi komplexy dithiokarbamat, CuET jako kontrolou a
neoSetfenymi buiikami jako kontrolou viability. XTT experimenty byly provedeny ve
ttech opakovanich na bunécné linii lidské rakoviny osteosarkomu U20S. Byla potvrzena
cytotoxicita CuMT a CuP. V porovnani s cytotoxickou kontrolou CuET byl komplex
CuMT ucinngjsi a CuP na podobné urovni cytotoxicity. CuBZ oproti ostatnim
testovanym dithiokarbamatim nevykazoval témér zadnou cytotoxickou aktivitu, jeho

vysledky byly porovnatelné s neoSetfenymi buiikami.

Dalsi data v experimentdlni ¢asti bakalarské prace zaznamendvaji agregacni aktivitu
testovanych latek na protein NPL4 a nasledné rozruSeni vitdlni drahy p97-Ufd1-NPLA4,
zpusobujici shlukovani proteind indukujici proteotoxicky stres a naslednou iniciaci

apoptozy.
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8. Seznam zkratek
3D struktura

53BP1

AAA proteiny.

AD
AMK
ALP
ATP
B-buriky
BRCAI1
Ca*

CAD

CB-5084

CDC48.
C-konec
CP
CTD
Cu*
Cu™?
CuBZ
CuET

CuMT

Trirozmérna struktura

Tumor Supressor pS3 Binding Protein 1

ATPases associated with diverse cellular activities
;ATPasy asociované s riznymi bunécnymi funkcemi
Alzheimer disease; Alzheimerova choroba
Aminokyselina
Autophagy-lysosome pathway
Adenosin trifosfat
Lymfocyty produkujici protilatky
Breast Cancer type 1 susceptibility protein
Vépenaté ionty
Chromatin-Associated Degradation;
degradace spojend s chromatinem

1-[4-(benzylamino)-5H, 7H, 8H-pyrano[4,3-d]pyrimidin-
2-yl]2-methyl-1H-indol-4-karboxamid

Homolog p97 u Archea

Karboxylovy konec

Core particle; jadrova Castice

C-terminus Domain; C-koncova doména
Méd'né ionty

Médnaté ionty
Bis-(dibenzyldithiokarbamat)-meéd'naty komplex
Bis-(diethyldithiokarbamét)-méd’naty komplex

Bis-(dimethyldithiokarbamat)-méd'naty komplex
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CuP Bis-(pyrrolidindithiokarbamat)-méd'naty komplex

D1 Globularni doména ATP

D2 Hydrolytickd doména ATP

DAPI 4¢,6°-diamindin-2-fenylindol

DBeQ N2N*-dibenzyl chinazolin-2,4-diamin

Ddil DNA-Damage-Inducible proteinl

dH20 Destilovand voda

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium

DMSO Dimethyl sulfoxid

DNA Deoxyribonukleové kyselina

DSB Double Strand Break; dvouvldknovy zlom DNA
DSF Disulfiram; antabus; tetraethylthiuram disulfid
Dsk2 Dominant supressor of Karl 2

DTC Diethyldithiokarbamat / Ditiokarb

DUB Deubikvitinaéni enzym

El Ubikvitin aktivujici enzym

E2 Ubikvitin konjugacni enzym

E3 Ubikvitin ligasa

Eerl Eeyarestatin I

ER Endoplazmatické retikulum

ERAD Endoplasmic Reticulum-Associated Degradation; Degradace

spojend s endoplazmatickym retikulem

DTC Diethyldithiokarbamat
fALS familial Amyotrophic Lateral Sclerosis
FBS Fetdlni bovinni sérum
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Go/G1
GFP
Gp78
HD
HECT
HSE
HSF1
HSP 27
HSR
CHIP
IxB

IBMPFD

JAMM
JUNQ
LBD

MAMs

MDa
MG132
MPN
NF-«B
N-konec
Noxa

NPL4

Kontrolni faze bunééného cyklu

Green Fluorescent Protein; Zeleny fluorescen¢ni protein
Glycoprotein 78

Huntington disease; Huntingtonova choroba
Homologous to the E6AP carboxyl terminus

Heat shock elements; element tepelného Soku

Heat shock factor 1; faktor tepelného Soku 1

Heat shock protein 27,... ; skupina proteina tepelného Soku
Heat shock respons; reakce na tepelny Sok

C-terminus of HSP70-interacting protein

Inhibitor of NF xB

Inclusion Body Myopathy with Paget’s disease of the bone and

Frontotemporal Dementia
JAB1/MPN/MOV34 metaloenzym
Juxtanukledrni kompartment pro kontrolu kvality
Lewy body disease

Mitochondria-associated ER membranes; Membrany ER

spojované s mitochondrif

Megadalton

Bortezomib

Mpr1/Padl N-terminus Domain; Mprl/Padl N-koncovd doména
Nuclear factor Kappa B; jaderny faktor Kappa B

Aminovy konec

Phorbol-12-Myristate-13-Acetate-Induced Protein 1

Nuclear protein localization protein 4
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NSCLC Non-small cell lung carcinoma

NZF NPLA4-Zinc finger domain; Zinkova doména NPL4 zodpovédna za
rozpoznani ubikvitinu

P97 Valosin containing protein

PBS Fosféatovy pufr

PD Parkinson disease; Parkinsonova choroba

PN Proteostazis network; proteostazni sit

polyUb Polyubikvitinace

PQC Protein quality control; kontrola kvality proteint

Pru Pleckstrin-like receptor fro ubiquitin domain

Rad 23, ... Radiation sensitive protein 23; skupina opravnych proteina
RING Really Interesting New Gene

RP Regulatory particle (s); regulacni Cast(i) proteazomu

Rpnl, ... Regulatory particle of Non-ATPase subunits; Jednotka regulacni

Castice proteazomu bez ATPasové aktivity

Rptl, ... Regulatory Particle of Triple-ATPase subunits; Jednotka

regulacni Castice proteazomu s ATPasovou aktivitou

SCAIII Spinocerebellar ataxia type I1I

sHSPs Small heat-shock proteins

SNP Single nucleotide polymorphism

SOD Superoxid dismutase

SOD1 CuZn superoxide dismutase

SUMO 2/3 Small ubiquitin-like modifier

SVIP Small VCP/p97-interacting protein

T-buiiky Lymfocyty zodpovédné za rozpoznani antigenu
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TDP-43
TNF-a
TPR
Tx-100
Ub

UBA

UBD

UBL

UBX
UBXL
Ufd1
Uch37

UIM
UN

UPR

UPS
Uspl4

VIMP

XTT

YODI1

TAR DNA-binding protein 43

Transcription Nuclear Factor a

Tetratricopeptide repeat

Triton-X 100

Ubiquitin

Ubiquitin-Associated Domain; Doména spojend s ubikvitinem
Ubiquitin-Binding Domain; Doména vézajici ubikvitin

Ubiquitin-Like Domain; Doména podobnd ubikvitinu

Ubiquitin-X Domain

UBX-Like Domain
Ubiquitin-Fusion-Degradation Protein 1
Ubiquitin-Carboxy-Terminal Hydrolase 37

Ubiquitin-Interacting Motif; Motiv interagujici s ubikvitinem

Ufd1-NPL4 komplex

Unfolded Protein Response; bunééna odpoved’ na rozvinuté
proteiny

Ubiquitin.Proteasome System;Ubikvitin-Proteazomovy Systém
Ubiquitin-Specific Protease 14

Sialoprotein S

2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-
karboxanilid

Ubiquitin Thioesterase OTU1
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