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a CuET na shlukovani téchto proteinli v mistech 1ézi. Zaroven byla testovana kombinace
inhibitoru P97 CB-5083 s ionizujicim zafenim a latkami indukujicimi poskozeni DNA jako je
cisplatina, doxorubicin a inhibitor ATR kinazy AZD6738.
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1 UVOD

Eukaryotickd homeostdza proteinti, tvz. proteostaza, je pro bunécny vyvoj zcela zasadni
a jeji integrita je neustale sledovana. Rakovinné buniky jsou Vv diisledku genomickych abnormalit
vystaveny silné akumulaci chybné sloZzenych bunéénych proteind. Aby si rakovinné bunky
zachovaly proteostazi, maji zvySené mechanismy degradace proteinti, na nichZ jsou silng zavislé.
Vyvoj 1é€iv, které narusuji odbouravani bilkovin a indukuji tak proteotoxicky stres, ma znacny
potencial pro protirakovinnou terapii. Nejvyznamngjsim mechanismem kontroly kvality proteini
je ubikvitin-proteazomovy systém. Ubikvitin je maly protein, ktery se vaze na lysinové zbytky
proteinovych substratd prostiednictvim tfistupfiové enzymatické kaskady zvané ubikvitinace.
Generované polyubikvitina¢ni signaly jsou rozpoznavany regulacnimi casticemi proteazomu.
Retézce polyubikvitinu jsou z téchto proteinti regulaénimi &asticemi odstranény a zachycen je jen
samotny substratovy protein, ktery je nasledné rozvolnén a translokovan do centralni katalytické
casti proteazomu K proteolyze. Dulezitost cileni ubikvitin-proteazomového systému byla
v klinickém prostfedi prokazana uspéchem inhibitorti proteazomu pii 1é€bé hematologickych
malignit. Nedostate¢na aktivita téchto inhibitorti U ostatnich typi nador( a vznikajici rezistence

vSak podporuje potiebu vyvijet inhibitory dalSich regulatortt homeostazy bilkovin.

Dal$im nezbytnym proteinem zachovavajicim bunétnou proteostazu je protein P97.
Tento molekularni chaperon se prostfednictvim kofaktord NPL4-UFD1 rozpoznavajicich
polyubikvitinaéni signal vaZe na proteinové substraty, extrahuje je a transportuje k recyklaci nebo
proteazomalni degradaci. Siroké zapojeni proteinu P97 do regulace proteostazy naznacuje, Ze je
jeho inhibice slibnou cestou v 1écbé rakoviny, ktera ma potencial piekonat i nedostatky
proteazomovych inhibitoril. V poslednich letech se vyzkum zamétuje také na roli P97 pti oprave
poskozené DNA. Skrze své kofaktory je tato segregaza schopna rozpozndvat polyubikvitinacni
signal histonti poSkozené DNA. Potencial v cileni tohoto proteinu Vv ramci protinadorové terapie

tak roli P97 a jeho kofaktort pfi opraveé poskozené DNA jesté vice zdlraziuje.



2 CILE PRACE

Diplomova prace se snazi pojmout zakladni teoretické znalosti 0 roli proteinového
komplexu P97/NPL4 pii opravé poskozené DNA. Shrnuje vsak i jeho dilezitost v zapojeni do
ubikvitin-proteazomové degradace. Dale shrunuje dosavadni poznatky 0 cileni tohoto komplexu

vyvijenymi inhibitory V rdmci protirakovinné terapie.

V experimentalni ¢asti prace je studovana dynamika GFP-znacenych proteinti ubikvitinu,
P97 a NPL4 pro objasnéni jejich zapojeni do opravy poskozené DNA. Prace se zabyva také
vlivem inhibitort riznych slozek ubikvitin-proteazomového systému na rekrutovani téchto GFP-
znac¢enych proteintt do mist poSkozeni DNA. Zamétuje se také na vliv inhibitoru P97 CB-5083

na viabilitu bunék, a to jak samostatng, tak v kombinaci s béZn¢ pouzivanymi chemoterapeutiky.



3 LITERARNI PREHLED
3.1 Ubikvitin-proteazomovy systém (UPS)

Eukaryotické buiiky se béhem svého Zivota musi potykat s nepietrzitym proudem chybné
slozenych proteinti, K jejichz vzniku casto dochazi v dasledku stochastickych fluktuaci,
pritomnosti destabilizujicich mutaci, stresovych stavli nebo jedine¢nych metabolickych problému
a starnuti bunky (Chen et al., 2011a). Tyto abnormalné sloZzené nebo poskozené proteiny jsou pro
bunku potencialn€ nebezpecné, jelikoz ztraceji svou piirozenou funkci a maji tendenci se v bufice
agregovat, ¢imzZ narusuji rovnovahu homeostazy bunécnych proteinii a ohrozuji zivotaschopnost
bunék (Lecker et al., 2006; Huang et Chen, 2009; Amm et al., 2014). Eukaryoticka proteinova
homeostaza, tzv. proteostaza, je pro vyvoj bunék zasadni. Koriguje bunééné starnuti, chrani buniky
pted poskozenim, onemocnénim, a jakékoliv jeji nedostatky vedou k metabolickym, onkogennim,
neurodegenerativnim a kardiovaskularnim porucham (Bedford et al, 2010). Integritu proteomu
neustale sleduje audrzuje propracovana sit molekuldrnich chaperoni a faktori degradace
proteind. Kontrola kvality bunécnych proteinti se opira 0 tii odlisné, ale vzajemné propojené
strategie, pfiCemz chybné slozené proteiny mohou byt bud’ znovu slozeny, degradovany nebo
doruceny do odlisnych oddéleni pro kontrolu kvality, které odd€luji potencidln€ skodlivé Spatné
slozené druhy. Rozhodujici roli pii ur€ovani osudu chybné slozenych proteini v buiice hraji prave

molekularni chaperony (Chen et al., 2011).

Nejvyznamnéj$imi mechanismy kontroly kvality proteinti jsou ubikvitin-proteazomovy
systém a autofagicky vakuolarni (lysozomalni) systém (Huang et Chen, 2009; Amm et al., 2014).
Autofagie je nespecificka degradacni draha, ktera je rozhodujici pifi rozkladu proteint
dostavajicich se do bunék endocytdzou, a pti rozkladu cytoplazmatickych proteini a poSkozenych
organel (Chen et al., 2011). Ubikvitin-proteazomovy systém (UPS) zprostfedkovava degradaci
cytozolickych proteint eukaryot (Nandi et al., 2006) a zahrnuje sit’ enzymn, ktera je zodpovédna

za udrZzovani homeostazy buné¢nych proteint (Hershko et Ciechanover, 1998; Hyer et al., 2018).

Pied objevenim UPS bylo znamo, ze Kkurcité degradaci intracelularnich proteint
prosttednictvim lysozomalni degradace (autofagie) dochazi. Tento mechanismus vSak
nevysvétloval vSechny aspekty regulace a kontroly intracelularnich proteinti, zejména jejich
rozdilnou rychlost degradace (Esseltine et Mulligan, 2012). Protoze na pocatku 70. let nebylo
prakticky nic znamo 0 cestach proteinového katabolismu v burnikach, rozhodlo se mnoho védci
zaméfit svij vyzkum pravé na biochemické mechanismy degradace proteinti (Goldberg, 2012).
S prvnim tGspéchem prisel A. L. Goldberg, ktery se svym vyzkumnym tymem prokazal existenci
nové nelysozomalni proteolytické drahy zavislé na ATP, selektivné eliminujici Spatné slozené
proteiny (Goldberg et Dice, 1974; Goldberg et St John, 1976). Nezavisle na jejich pozorovani
objevil J. H. Harris v buiikach cylindricky proteinovy komplex 0 délce 170A a sedimentaénim
koeficientem 22,5S (Harris, 1971). Dulezitym se stal také objev ubikvitinu, ktery prvné
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identifikoval roku 1975 G. Goldstein, a ktery poslouZil jako znacka pro identifikaci substratovych
proteinii ur¢enych K proteolytické destrukci, a nasledné také samotné proteazy (Esseltine et
Mulligan, 2012; Kumari et al., 2018). Zasadni pokrok piiSel na zacatku 80. let s objevem ATP-
dependentni degradace intracelularnich proteint, jejiz specifita je urCena interakci s proteiny
znafenymi polyubikvitinovym fetézcem (Besse et al.,, 2014). Za timto objevem stoji
A. Ciechanover, A. Hershko a I. Rose, ktefi za identifikaci ubikvitin-proteazomového systému
ziskali roku 2004 Nobelovu cenu za chemii (Esseltine et Mulligan, 2012). V roce 1987 Goldberg
a dalsi vyzkumné skupiny popsali velmi velky proteazomovy komplex zavisly na ATP
degradujici proteiny konjugované s ubikvitinem, ktery nasledné nazvali 26S proteazom
(Goldberg, 2012). Cestou ATP-dependentni degradace prostfednictvim proteazomu je
degradovano vice nez 80 % bunécnych proteinti, vcetné téch, které se podileji na regulaci
dalezitych bunéénych a fyziologickych funkci, jako je bunéény cyklus a apoptodza, transkripce
nebo oprava DNA (Besse et al., 2014). B&hem procesu degradace prostiednictvim UPS jsou
bunécné proteiny uréené Kk degradaci znaeny multimery evoluéné konzervovaného proteinu
ubikvitinu, anasledné jsou degradovany velkou cytosolickou proteazou, 26S proteazomem
(Nandi et al., 2006).

3.1.1 Ubikvitin a ubikvitinace

Ubikvitin (Ub) je protein slozeny ze 76 aminokyselin ajako takovy nese mnoho
potencialnich mist pro dalsi posttransla¢ni modifikace, ¢imz se vytvaii velké mnozstvi odlisnych
signald s odliSnymi bunéEnymi vystupy, ozna¢ovanych jako ,,ubikvitinovy koéd*. Proto je samotna
ubikvitinace (pfipojeni ubikvitinu k proteinu) dynamickou posttransla¢ni modifikaci. Ubikvitin je
ptripojen K substratim sofistikovanou tfistupniovou enzymatickou kaskadou (Obr. 1 a?2)
vyuzivajici ubikvitin aktivujici (E1), ubikvitin konjugujici (E2) a fadu ubikvitin ligujicich (E3)
enzymu (Komander et Rape, 2012; Swatek et Komander, 2016). Tyto enzymy kovalentné
pfipojuji ubikvitin na lysinovy zbytek substratu nebo na predchozi molekulu ubikvitinu v fetézci
za vzniku polypeptidu ubikvitinu (Borissenko et Groll. 2007). Ubikvitinovy polypeptid obsahuje
7 lysinovych zbytka (K6, K11, K27, K29, K33, K48 a K63) a kazdy z nich mtze slouzit jako
vazebné misto pro spojeni S dal$i molekulou ubikvitinu. V zavislosti na zbytku lysinu, ktery se
podili na tvorbé polyubikvitinového fetézce, existuje nekolik typt ubikvitinovych fetézcl majici
rizné fyziologické funkce. Polyubikvitinované fetézce vazajici lysin v pozici 48 (K48-
polyubikvitinované fetézce) jsou znamé pro svou roli Vcileni proteinli na proteazomalni
degradaci, zatimco fetézce vazajici lysin v pozici 63 (K63-polyubikvitinované fetézce) jsou
zapojeny do oprav DNA, replikace DNA apfenosu signalu. Bunééné funkce K11-
polyubikvitinoavnych fetézcti jsou méné dobie znadmy, avSak nékteré studie odhalily jejich

zapojeni pii kontrole buné¢ného cyklu (Shen et al., 2013).
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Tvorba fetézce ubikvitinu mize byt rozdélena do dvou klicovych krokil: zaprvé iniciace
konjugace prvniho ubikvitinu Kk substratu; a za druhé prodlouzeni fetézce (Heride et al., 2014).
Konjugace ubikvitinu je u savcu iniciovana dvéma kli¢ovymi enzymy, ubikvitin aktivujicimi
enzymy UAE (také znamymi jako UBA1) a UBAG, které jsou spoleéné oznacovany jako enzymy
El. UAE katalyzuje vSechny bunééné ubikvitin-konjugaéni enzymy E2, s vyjimkou E2 USEI, jez
je katalyzovan UBAG6. Enzymy E2 spolupracuji s bunéénymi E3 ligdzami, které dale sméfuji
ubikvitinaci k cilovému proteinu (Hyer et al., 2018). Polymerni ubikvitinace vedou k degradaci

nebo recyklaci daného proteinu proteazomem 26S (Pye et al., 2007).

PPi +

Obr. 1: Schématicky proces ubikvitinace substratu. Molekula ubikvitinu (Ub) je
prostednictvim t¥istupiiové enzymatické kaskady zajistované ubikvitinujicimi enzymy (E1-E3)
pfipojena K molekule substratu. Substrat s polyubikvitinovanymi fetézci podléha degradaci
v proteazomu. Molekula Ub mize byt zpétné vyuzita v dalsi kaskadovité reakci. Vytvoreno

v BioRender.com dle Nabavi et al., 2018.

Enzymy aktivujici ubikvitin (E1) vyuZivaji ATP k vytvofeni thioesterové vazby mezi
karboxylovym koncem ubiktvitinu (Ub) a sulfoskupinou cysteinu aktivniho mista E1. Klicovym
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rysem téhle reakce je tvorba meziproduktu Ub-AMP, ktery reaguje S cysteinem. Nasledné je
vytvofen druhy Ub-AMP, ktery zlstdva nekovalentné vdzan na enzym azvysSuje tim jeho
uéinnost. Takové strukturalni piestavby zvySuji afinitu ubikvitinu K ubikvitin konjuga¢nim
enzymum (E2). Timto je usnadnén pienos ubikvitinu na sulfoskupinu cysteinu v aktivnim misté
E2 prostiednictvim trans-thioesterifika¢ni reakce, béhem které se vytvaii nova vysokoenergeticka
thioesterova vazba. Ubikvitin ligazy (E3) katalyzuji kovalentni pfipojeni ubikvitinu k cilovému
substratu pomoci isopeptidové vazby (Gong et al., 2016). Lidsky genom kdduje vice nez 600 E3
(Weber et al., 2019). Tyto E3 lze rozd¢lit nékolika skupin v zavislosti na jejich ubikvitina¢nich
doménach. Nejpocetnéjsimi skupinami jsou E3 ligazy typu RING (Really Interesting New Gene)
a HECT (Homologous to the E6-AP Carboxyl Terminus). Zatimco RING E3 ligazy funguji jako
alosterické aktivatory E2, HECT E3 ligazy katalyzuji ubikvitinaci substratu ve dvoustupiiové
reakei, béhem které dochazi ke vzniku meziproduktu Ub-E3 (Ciechanover et Kwon, 2017; Weber
etal., 2019).

@y &
™

@ L . @ @

O = @Y%~ @°

SUBSTRAT
SUBSTRAT |~

Obr. 2: Detailni proces ubikvitinace. Ubikvitin aktivujici enzymy (E1) vytvaii
thioesterovou vazbu s ubikvitinem v reakci, ktera vyzaduje ATP. Ubikvitin se dale pfenasi na
ubikvitin konjugujici enzymy (E2), se kterymi tvoii novou vysokoenergetickou thioesterovou
vazbu. Ubikvitin ligacni enzymy (E3) zajisti rozpoznani substratu a katalyzuji kovalentni
pfipojeni  ubikvitinu K cilovému  substratu  prostfednictvim  izopeptidové  vazby.
Polyubikvitinovany substrat je posléze dopraven do 26S proteazomu K degradaci. Vytvoieno

v Biorender.com dle Gong et al., 2016.

Ucinek ubikvitinujicich enzymti mtze byt revertovan pisobenim deubikvitinujicich
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enzymu (DUBs), které jsou schopné odstranit ubikvitin z polyubikvitinovanych substrati
(Borissenko et Groll, 2007). Enzymy DUBs mohou byt volné, ale fada z nich je také soucasti
neékterych komplexti, naptiklad 26S proteazomu. Nékteré z deubikvitinanich enzymi jsou
soucasti regulacni podjednotky proteazomu, kde hraji dilezitou roli pti degradaci proteind.
Polyubikvitinovy fetézec proteinového substratu je t€émito DUBs rozpoznavan a je preveden na
monomery ubikvitinu. Deubikvitinace zprostfedkovana témito enzymy hraje dulezitou regulacni
roli v riznych bunéénych udalostech (Tsukamoto et Yokosawa, 2010). Polyubikvitinované
fetézce  generované de novo  ubikvitin-ligaénimi  enzymy nebo  uvoliiovanim
z polyubikvitinovanych substratli prostfednictvim DUBs se Vv bunkach spolecné s volnym
ubivitinem vyskytuji ve vyznamném mnozstvi. Akumulace nadmémych hladin téchto
ubikvitinovych fetézcti vSak muze inhibovat procesy zavislé na ubikvitinu, zejména
proteazomalni proteolyzu. Proto je nezbytna regulace v mnozstvi ubikvitinu, na kterém se rovnéz

podili deubikvitina¢ni enzymy (Amerik et Hochstrasser, 2004).

3.1.2 Proteazom

26S proteazom je protedza zavisla na ATP, ktera se nachazi ve vSech eukaryotickych
bunikach. Tento proteinovy komplex je centralni proteazou ubikvitin-dependentni drahy
degradace proteinti, ajako takovy ma kli¢ovou roli v mnoha buné¢nych procesech, vletné
kontroly bunééného cyklu, regulace transkripce a prezentace antigeni (Walz et al., 1998; Bedford
et al., 2010). Proteazom se nachazi v jadru a cytozolu vSech bunék a tvofi pfiblizné 1 az 2%
bunécné hmoty (Lecker et al., 2006). Sklada se ze dvou komplexti (Obr. 3A) — katalytické
centralni ¢asti s molekulovou hmotnosti pfiblizné¢ 750 kDa (CP, core particle; také znamé jako
20S proteazom) a jedné nebo dvou terminalnich 19S regulac¢nich podjednotek (RP, regulatory
particle(s)) s molekulovou hmotnosti ptiblizné 700 kDa, které slouzi jako aktivatory proteazomu.
Regula¢ni podjednotky se vazi na jeden nebo oba konce latentniho 20S proteazomu za vzniku

enzymaticky aktivniho 26S proteazomu. (Walz et al., 1998; Tanaka, 2009).

20S proteazom degraduje ubikvitinované proteiny na oligopeptidy 0 délce 3—15 zbytka
aminokyselin. Vysledné peptidové produkty jsou nasledné hydrolyzovany na aminokyseliny
oligopeptiddzami nebo aminokarboxylovymi peptiddzami (Tanaka, 2009). Sestaveny 20S
proteazom (Obr. 3A a B) ma tvar valce, ktery je vysledkem slozeni dvou vnitinich S-krouzkt
a dvou vn¢jsich a-krouzku, které jsou tvoreny sedmi strukturné podobnymi podjednotkami a a j.
Krouzky jsou uskupeny do kompaktni struktury Vv potadi podjednotek
o 157 P 157 P 157 @ 157 (Tanaka, 2009; Bedford et al., 2010). 20S proteazom je klasifikovan jako
threoninova protedza, ktera obsahuje dva pary tii riznych katalytickych mist (Obr.
4). Podjednotky B1, P2 ap5 obsahuji katalytickd mista Skaspazam podobnou aktivitou,
s trypsinem podobnou aktivitou a chymotrypsinem podobnou aktivitou. Tyto aktivity jsou

schopné hydrolyzovat proteiny na oligopeptidy (Tsukamoto et Yokosawa, 2010).



Regulaéni &astice rozpoznavaji polyubikvitinované proteiny. Retézce polyubikvitinu jsou
z téchto proteini regulaénimi Casticemi odstranény a zachycen je jen samotny substratovy
protein. Ten je nasledné prostiednictvim regula¢nich podjednotek rozvolnén a dale translokovan
do 20S proteazomu k destrukci (Borissenko et Groll, 2007; Tanaka, 2009). Strukturné jsou
regulacni ¢astice tvofeny z priblizn€ 20 riznych podjednotek, které mohou byt rozdéleny do dvou
skupin dle obsahu ATPaz na RPT aRPN podjednotky (Obr. 3B). Vétsina RPN
(Regulatory Particle of Non-ATPase) podjednotek vytvaii komplex tzv. vika, ktery se podili na
zachyceni substratu a deubikvitinaci. Zbylé RPN podjednotky spolu s podjednotkami RTP
(Regulatory Particle of Triple-ATPase) vytvaii zakladni komplex, tzv. bazi, kterd ma kromé
funkce zachyceni a rozloZeni substratu za tikol otevtit vstup do 20S proteazomu prostiednictvim
interakce s jeho a- krouzkem (Tanaka, 2009; Bedford et al., 2010).

A
[ 195 tzv. viko
regulaéni (RPN3, 5-9, 11, 12 a 15)
Castice
tzv. baze
265 205 (RTP1-6 + RPN1, 2, 10 a 13)

proteazom| proteazom

a-krouzek (a;-a;)
19S
regulaéni
Castice

B-krouZek (B1-B-)

Obr. 3: Struktura proteazomu. (A) 26S proteazom se sklada ze 2 ¢asti — 20S
proteazomu, ktery tvofi jeho jadro, a 19S regulacnich ¢astic, které jsou jeho aktivatory. (B) T¢€lo
20S proteazomu je tvoreno a- a B-krouzky a u 19S regulaéni Castice rozliSujeme strukturu
tzv. vika (sméfujiciho vné proteazom) a tzv. baze (nasedajici na 20S proteazom). Vytvofeno

v BioRender.com dle Murata et al., 2009.



kaspazam podobna
aktivita trypsinu podobna
aktivita

chymotrypsinu
podobna aktivita

Obr. 4: Proteolyticka mista v proteazomu 20S. V proteazomu 20S jsou tfi typy
proteolytickych mist a kazdy p-krouzek tato tii aktivni mista (s kaspazam podobnou aktivitou,
s trypsinu podobnou aktivitou a s chymotrypsinu podobnou aktivitou) obsahuje. Vytvoteno

v Biorender.com dle Goldberg, 2012.

3.1.3 Dalsi dilezité slozky UPS

Vsechny aspekty homeostazy bunécnych proteinti zavisi na molekularnich chaperonech.
Chaperony podporuji skladani nové syntetizovanych polypeptidd, jejich translokaci pies
membrany a op&tovné slozeni substrati denaturovanych stresem. Hraji také kliCovou roli pfi
prevenci agregace apii cileni $patné slozenych proteinti pro degradaci. Specializovana tfida
chaperonil, hexamerické AAA-ATPazy, mohou extrahovat chybné slozené proteiny z agregati
zpusobem zavislym na ATP (Chen et al., 2011a). ATPazy asociované S riznymi buné¢nymi
aktivitami (znamé pod zkratkou AAA+ proteiny; ATPases Associated with diverse cellular
Activities) tvoii velkou a rozmanitou rodinu nachazejici se ve vSech organismech. Je to pocetna
rodina NTPaz (nukleosid trifosfataz), ktera je charakterizovana konzervovanou nukleotid-
vazebnou a katalytickou doménou, tzv. AAA+ doménou (Snider et al., 2008). Jednim
z nejstudovangjsich proteini AAA+ rodiny je ATPaza P97, znama také pod zkratkou VCP
(Valosin-Containing Protein) nebo jako CDC48 v kvasinkach, ktera se podili na velkém mnozstvi

bunécnych aktivit ve spolupraci s riznymi adaptorovymi proteiny (Meyer et al., 2000).

Protein P97 byl poprvé objeven J. M. Petersem et al. roku 1990 a od t¢ doby mu bylo
ptifazeno mnoho funkci aroli (Peters et al., 1990; Boom et Meyer, 2018). Je ustfedni slozkou
v UPS, kde ptisobi jako molekularni chaperon, ktery ve spolupréci s dal§imi kofaktory umoziiuje
transport  polyubikvitinovych  proteinovych  substratd  krecyklaci nebo degradaci
v 26S proteazomu. (Kloppsteck et al., 2012; Meyer et al., 2012). Kazdy protomer P97 ve své
struktufe (Obr. 5) obsahuje N-terminalni doménu (N-doména), dvé ATPazové domény
v tandemu (D1 a D2) akratkou C-koncovou oblast (Le et al., 2016). P97 se sestavuje do
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homohexamerické struktury, ve které jsou domény D1 a D2 naskladany na sebe a tvoii ttvar
podobny barelu. Axialni kanal vyplyvajici z hexamerické organizace se pouziva K translokaci
substratii. Doména D1 zprostiedkovava sestaveni hexameru a vykazuje velmi nizkou aktivitu
ATPazy, naopak doména D2 pfispiva k hlavnimu podilu aktivity ATPazy v tomto proteinu.
Spojovaci oblast (linker) mezi doménami D1 a D2 je dilezita pro aktivitu ATPazy a soucasné

umoziuje asymetrické sestaveni P97 (Vekaria et al., 2016).

N1-D1 linker D1-D2 linker
v -~ @D—

Obr. 5: Architektura proteinu P97. Vlevo schéma architektury P97 doplnéné

0 organizaci domén (C-terminalni oblast neni v obrazku znazornéna). Vpravo boc¢ni a horni
pohled na strukturu P97 z kryo-elektronové mikroskopie. Vytvoieno v BioRender.com dle Stach
et Freemont, 2017.

P97 vyuziva fadu kofaktort, které napomahaji jeho bunéénym funkcim (Vekaria et al.,
2016). Piimo, nebo nepiimo skrze pomocné proteiny, se na n& vaze asi 30 kofaktorovych
proteint. Kofaktory funguji jako substratové a ubikvitinové adaptory, regulatory nebo modulatory
riznych metabolickych aktivit (Boom et Meyer, 2018). Adaptorové proteiny se vazi pievazné do
N-terminani domény, v mensi mite i na C-koncovou oblast, a tim realizuji funkéni diverzitu P97
(Le et al., 2016). P97 interaguje s ubikvitinovanymi substraty prostfednictvim rozmanité sady
ubikvitinovych adaptori, které obsahuji ubikvitin vazebnou doménu (UBD), P97-vazebnou
doménu (UBX) nebo UBX-podobnou (UBX-L) doménu (Vekaria et al., 2016). Dvéma hlavnimi
a vzajemné kompetujicimi adaptory jsou protein P47 a komplex UFD1-NPL4 (Ubiquitin Fusion
Degradation 1-Nuclear Protein Localization 4; UN), pfic¢emzZ oba adaptory dramaticky zvysuji

schopnost P97 vazat se na ubikvitinované konjugaty (Meyer et al., 2000; Meyer et al., 2002).

Protein P47 se podili na opétovném sestaveni endoplazmatického retikula, jaderného
obalu a Golgiho aparatu (Meyer et al., 2000). Jeho vazba na ubikvitin je zprostfedkovana

doménou UBA (s ubikvitinem asociovana doména) nachazejici se na N-konci proteinu. Tento
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UBA motiv je pro vazbu ubikvitinu nezbytny. Protein P47 v§ak muze ubikvitin vazat pouze tehdy,
je-li sam ptitomen v komplexu s P97, coz naznacuje, ze vazba na P97 aktivuje v proteinu P47
vazebné misto pro ubikvitin. Komplex P97-P47 ma vysokou specificnost zejména pro

monoubikvitinované substraty (Meyer et al., 2002).

Vazba ubikvitinu komplexem UFD1-NPL4 je od vazby samotnym P47 regulovana
odlisné. Na rozdil od P47 se mize komplex UFD1-NPL4 vazat na polyubikvitinované proteiny,
a muze tak navic ¢init nezavisle na P97, ktery miize byt posléze do konjugatu navazan (Meyer et
al., 2002). NPL4 a UFD1 vsak mohou tvofit heterodimer také Vv nepfitomnosti P97 nebo
polyubikvitinovaného substratu (Sato et al., 2019). UFD1-NPL4 byl ptivodné charakterizovan pii
degradaci spojené s endoplazmatickym retikulem (ERAD; Endoplasmic Reticulum Associated
Degradation). S rostoucim poc¢tem studii se vSak ukazalo, Ze je zapojen do proteazomalni
degradace nejen proteint z endoplazmatické membrany, ale také proteinti pochazejicich z jadra,
mitochondrialni membrany, ribozomut nebo cytozolu (Le et al., 2016). Elektronovou mikroskopii
bylo prokazano, ze se UFD1-NPL4 vaze s P97 v poméru 1:6 (Obr. 6), kdy jeden podlouhly
heterodimer UFD1-NPL4 naseda na periferni oblast hexamerového kruhu P97 (Pye et al., 2007).
Sav¢i protein NPL4 obsahuje specifickou ubikvitin vazebnou doménu, tzv. NZF (NPL4 Zinc
Finger) motiv, prostfednictvim které rozpoznava fetézce ubikvitind pfipojené K proteinovému
substratu, a tim zprostfedkovava prvni reakéni krok (Sato et al., 2019). Dale disponuje putativni
doménou zinkového prstu (ZF-NPL4) v konzervativni oblasti od 113-255 aminokyseliny. Tato

oblast je zodpovédna pro vazbu proteinového kofaktoru UFDI1 (Lass et al., 2008).

UFD1

Obr. 6: Model pro aktivitu P97. P97 tvoii komplex sUDF1-NPL4
a polyubikvitinovanym substratem. Ubikvitin je odstranén pfidruzenym kofaktorem s DUB
aktitivou (napt. ATX3) a ponechany jsou pouze K48-polyubikvitinové fetézce udavajici znacku

pro degradaci substratu. Substrat je provlecen stiedovym poérem P97 arozlozen. Vytvoreno
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v Biorender.com dle Vaz et al., 2013 a Stach et Freemont 2017.

3.2 UPS jako terapeuticky cil pti 1é¢bé rakoviny
3.2.1 Role proteazomu béhem rakoviny

UPS hraje dalezitou roli jak v bunécné proliferaci, tak v pieziti bun¢k. Reguluje pteménu
klicovych proteini podilejicich se na progresi buné¢ného cyklu, jako jsou cykliny, p27 nebo p53,
(Nuklearni Faktor Kappa B) (Shen et al., 2013). Vzhledem k duleZitosti proteazomu ve vicero
bunéénych procesech je ziejmé, Ze jeho aktivace nebo inhibice ovlivni mnoho Zivotné dilezitych
bunéénych funkci (Huang et Chen, 2009). Aberace a defekty v UPS draze jsou spojeny s fadou
chorob vcetné rakoviny. Nektera onemocnéni jsou zpiisobena prodlouzenou zivotnosti proteind,
zatimco jina jsou zpasobena zrychlenou degradaci proteinu (Be$se et al., 2014; Kors et al.,
2019). Neurodegenerativni poruchy a srde¢ni dysfunkce souviseji s akumulaci proteinti nebo se
snizenou proteazomovou aktivitou. Naopak procesy zvysujici proteazomovou aktivitu a indukci
exprese souvisejicich proteazomovych slozek jsou zapojeny do bunééného chiadnuti a nékolika
typt rakovin (Huang et Chen, 2009; Kors et al., 2019). Rakovina je charakterizovana
nekontrolovanou bunénou proliferaci a selhanim bunék Vv apoptoze. Protoze proteazom je
dalezitym regulatorem obou téchto procesii, mohou terapeutické rezimy pro manipulaci
S proteazomalni aktivitou U nékterych pacientd Srakovinou potencialné obnovit pfirozenou

bunéénou homeostazu (Almond et Cohen, 2002).

Pro bunku je nezbytné, aby proteazomovy systém spravné fungoval, coz zduraziuje
mimo jiné i jeho vyuziti jako terapeutického cile (Huang et Chen, 2009; Kors et al., 2019). Bunky
maji vlastni ptirozené mechanismy pro inhibici aaktivaci proteazomu, pomoci nichZz se
vyrovnavaji se stresovymi podminkami. Tyto proteazomové modulace zahrnuji zmény ve slozeni
proteazomovych komplexi, posttranslacni modifikace nebo alterace na Grovni transkripce (Kors
et al., 2019). Rakovinné bunky vyuzivaji UPS kdosazeni aberantniho rustu a rezistenci
Kk apoptoze, coz déla z UPS jedinecny selektivni cil pro objevovani novych 1éka (Shen et al.,
2013). Regulatory UPS drahy zabranuji proliferaci malignich bunék (Besse et al., 2014)
a inhibitory proteazomu siln¢ indukuji apoptézu U mnoha typt rakovinnych bunék a vykazuji

snizenou cytotoxicitu V bunikach normalnich (Almond et Cohen, 2002).

3.2.2 Terapeutické pristupy v 1é¢bé rakoviny vyuZivajici inhibici UPS
JelikozZ je u rakovin detekovana zvySena proteazomalni aktivita, vyvijeji se proteazomalni

inhibitory specificky navrzené tak, aby inhibovaly enzymatickou aktivitu podjednotek 1, B2 a B5
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(Shen et al., 2013; Tsukamoto et Yokosawa, 2010).

Na konci 80. let Goldberg, objevitel proteazomu, se svou vyzkumnou skupinou prokazali,
ze nadmérna proteolyza, spojena se ztratou svalti U mnoha modell hlodavci (rakovina, svalova
atrofie, selhani ledvin), byla zptisobena pfedevsim aktivaci ubikvitin-proteazomové drahy, o které
se do té doby véfilo, ze degraduje pouze Spatné slozené nebo regulaéni proteiny. Tyto poznatky
jej vedly k navrhu, Zze by pro mnoho pacienti mohlo byt prospésné farmakologicky inhibovat
tento degradacéni proces, konkrétné ve svalu (Goldberg, 2012). V roce 1993 Goldberg a jeho
kolegové zalozili spole¢nost MyoGenetics S cilem vyvinout latky blokujici oslabujici ztratu svald
pfi rakovin€ a jinych nemocech. Nékolik sloucenin, kterymi se Goldbergova vyzkumna skupina
zabyvala, bylo hlavnimi slou¢eninami vedoucimi k syntéze Bortezomibu, napi. MG132 (Teicher
et Tomaszewski, 2015). Prvnimi syntetizovanymi inhibitory proteazomu byly jednoduché
peptidové aldehydy, analoga substratti aktivniho mista 5 podjednotky majici chymotrypsinu
podobnou aktivitu (Obr. 7). Tyto inhibitory byly syntetizovany na zaklad¢ tehdy dostupnych
znalosti substratové specificity aktivnich mist proteazomu. Jednim ze zkoumanych peptidovych
aldehydu byl pod zkratkou MG132 vySe zminény karbobenzyl-Leu-Leu-Leu-aldehyd. Pro
zvyseni ucinnosti, selektivity a stability této slouceniny zavedl Julian Adams misto aldehydu
boritanovou ,,hlavici®, ktera zvysila uc¢innost latky 50—100krat. Posléze, béhem nékolika mésicu,
byl roku 1995 dal§imi modifikacemi V peptidové pateti pod zkratkou MG341 generovan
Bortezomib (Goldberg, 2012).

kaspazam podobna
aktivita trypsinu podobna

aktivita
chymotrypsinu
podobna aktivita

MG132, Bortezomib

Obr. 7: Znazornéni inhibice aktivniho mista 5 Bortezomibem. Bortezomib a MG132
pusobi primarné na katalytické misto S chymotrypsinu podobnou aktivitou (B5 podjednotka), ale
ve vysokych koncentracich také inhibuji kaspazdm podobné misto (B1 podjednotka). Vytvoreno
v BioRender.com dle Goldgberg, 2012.

Bortezomib (Obr. 8), znamy také pod ozna¢enim PS-341 a komerénim nazvem Velcade
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(Millenium Pharmaceuticals), je po chemické strance dipeptidylovy derivat kyseliny borité se
sumarnim vzorcem C19H25BN404 (Besse et al., 2013). V fadé nadorovych bunéénych linii
prokazal zna¢nou indukéni apoptickou aktivitu, ktera byla pozorovana také na zvifecich
modelech. Roku 2003 byl Bortezomib Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA; Food and
Drug Administration) schvalen pro pacienty srecidivujicim mnohoCetnym myelomem
(MM). Pozdg&ji bylo jeho pouziti rozsifeno pro 1ébu nové diagnostikovanych pacienta s MM,
aroku 2014 také pro 1é¢bu pacientd slymfomem plastovych bunék (MCL; Mantle-Cell
Lymphoma) (Kumari et al., 2018). Po intraveno6zni injekci je Bortezomib schopen se rychle
distribuovat z plazmy téméf do vsech tkani kromé tukové a mozkové, kde se s polocasem rozpadu
vice nez 40 hodin rozklada. Bortezomib je metabolizovan primarné prostfednictvim intracelularni
oxidacéni deboronace zprostfedkované enzymy cytochromu P450. Je to pravé skupina kyseliny
boronové, ktera se vaze a tvoii komplex s hydroxylovou skupinou threoninu v aktivnim misté B5
podjednotky proteazomu, ¢imz blokuje chymotrypsinu podobnou aktivitu, ktera je zodpovédna
za indukci bunécné smrti (Accardi et al., 2015; Teicher et Tomaszewski, 2015).

O
N
= N
[])LH
2
N

Obr. 8: Chemicka struktura Bortezomibu. Pfevzato z Besse et al., 2013.

Je znamo, Ze inhibice proteazomu ovliviiuje téméf veskeré buné¢né pochody (Obr. 9).
Piivodné se predpokladalo, Ze zasadni roli hraje Bortezomibem zprostfedkovana inhibice NF-xB
(Nuklearni Faktor Kappa B). Tato domnénka byla vyvracena (Wu, 2012) a nyni je jiz znamo, Ze
zasadnim faktorem urcujicim specifickou toxicitu Bortezomibu vii¢i mnohocetnému myelomu
(MM) je naruseni proteostazy. Mnohocetny myelom se totiz vyznacuje extrémné vysokou
produkci proteinti, konktrétné imunoglobulinti. Tato extrémné rychla proteosyntéza je vsak také
spojena s tvorbou zna¢ného mnozstvi Spatné nasyntetizovanych nebo sestavenych proteint, které
je tfeba odstranit. Odstranéni takovych proteinti zprostfedkovava degradacni draha ERAD
(Endoplasmic-Reticulum-Associated Degradation), jejiz ustfedni slozkou je proteazom.
V bunkach ovlivnénych Bortezomibem dochazi k akumulaci téchto defektnich proteinti, ktera usti
ve stres endoplazmatického retikula (ER-stres) a aktivaci UPR (Unfolded Protein Response)

vedouci k apoptoze (Goldberg, 2012).
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Obr. 9: Mechanismy ucinku Bortezomibu, kterymi je indukovana smrt
v myelomovych buiikach. Zaprvé se jedna o inhibici NF-kB, ¢imz dojde K inhibici produkce
rustovych faktord a cytokinli a stimulaci apoptozy. Zadruhé se jedna 0 inhibici drahy ERAD,
ktera je nezbytna K odstranéni abnormalnich proteinli, v myelomovych buikach zejména
imunoglobulinii. Inhibici ERAD dochazi k akumulaci chybné slozenych proteint, ktera usti v ER-

stres a aktivaci UPR. Vytvoieno v BioRender.com dle Goldberg 2012 a Qi et al., 2017.

Protoze se vSak U n€kterych 1é¢enych pacientll vyvinula rezistence k Bortezomibu, byly
vyvinuty proteazomové inhibitory druhé generace, které tuto rezistenci prekonavaji. Druha
generace proteazomovych inhibitort, jako je Carfilzomib, Marizomib, Ixazomib, Oprozomib
a Delanzomib, se lisi chemickou strukturou, biologickymi vlastnostmi a mechanismy u¢inku
(Accardi et al., 2015). Carfilzomib (PR-171, komerénim nazvem Kyprolis) je tetrapeptidovy
epoxyketonovy analog epoxomicinu, ¢len rodiny piirodnich proteazomovych inhibitort
z epoxyketonu (Obr. 10). Ireverzibiln¢ se vaze na katalytické podjednotky proteazomu
s chymotrypsinu podobnou aktivitou, takze obnoveni proteazomové funkce je mozné pouze
syntézou novych jednotlivych podjednotek. Ve vysokych davkach také inhibuje katalyticka mista
podjednotek s trypsinu a kaspasam podobnymi aktivitami. Na rozdil od Bortezomibu, ktery
inhibuje i jiné serinové proteazy, se Carfilzomib ireverzibilné vaze pouze s proteazomem, ¢imz
zajistuje vetsi specifitu a selektivitu (Accardi et al., 2015). Roku 2012 byl Carfilzomib schvalen
FDA v roce 2012 pro 1é¢bu pacientt s recidivujicimi a refrakternimi MM, u kterych se vyvinula

rezistence k Bortezomibu (Kumari et al., 2018).
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Obr. 10: Chemicka struktura Carfilzomibu. Pfevzato z Perel et al., 2016.

Ackoli Bortezomib a Carfilzomib vykazuji slibné G¢inky v klinické praxi, nelze zanedbat
fakt, Ze oba vykazuji také fadu vedlejsich u¢inkt (Kumari et al., 2018). Nejéastéjsimi vedlej$imi
ucinky projevujicimi se U vice nez 30% uzivatelt po 1écbé Bortezomibem jsou astenické stavy
(inava, generalizovana slabost), gastrointestinalni ptihody (nauzea, prijem, zvraceni, Spatnd chut’
k jidlu), hematologicka toxicita (snizeny pocet krevnich desti¢ek erytrocyti), periferni neuropatie
charakterizovana parestézii (znecitlivéni a mravenceni rukou a nohou) a vyskyt pasového oparu.
Mezi méné Casté nezadouci ucinky patii bolesti hlavy, nespavost, bolest kloubd, artralgie,

myalgie, otoky obli¢eje, rukou nebo nohou (Chen et al., 2011b).

Kromé vedlejSich ucinka se inhibitory proteazomu potykaji jesté s dalsSim problémem.
Piestoze se usp&$né pouzivaji k 1é¢bé hematologickych malignit, neprokazuji klinickou ti¢innost
Vv solidnich nadorech ani samostatné, ani v kombinaci s jinymi terapiemi (Deshaies, 2014; Dou et
Zonder, 2014).

3.2.3 Role P97 v rakovinnych buiikach

Rakovinné buiky jsou zavislé na mnoha ne-onkogennich vlastnostech, které jim
umoziuji prosperovat. Proteotoxicky stres je jednim z takovych ne-onkogennich znak, kterym
jsou vystaveny vsechny nadorové bunky v dusledku zvySenych genomickych abnormalit
avysledné syntézy aakumulace mnozstvi Spatné slozenych bunéénych proteint. Tato
nerovnovaha v mnozstvi proteinii nakonec vrcholi Vv proteotoxicky stres (Vekaria et al., 2016).
Aby si rakovinné bunky zachovaly proteostazi, vyznacuji se zvySenou zavislosti na
mechanismech degradace proteini. Proto maji léky, které narusuji odbouravani bilkovin
a spoustgji proteotoxicky stres, znacny potencial pro protirakovinou terapii. Duilezitost cileni na
UPS byla vklinickém prostfedi prokazana uspéchem inhibitori proteazomu pii 1é¢bé
hematologickych malignit, zejména mnohocetného myelomu (Wustrow et al., 2013; Anderson et
al., 2015; Parzych et al., 2019). Nedostate¢na aktivita téchto inhibitorti v solidnich nadorech
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(Milano et al., 2009; Wright, 2010) vsak podporuje potiebu vyvinout inhibitory jinych regulatort
homeostazy bilkovin (Shen et al., 2013; Anderson et al., 2015; Kumari et al., 2018). Nezbytny
pro obnoveni proteostdzy, zejména ve stresovych podminkéch, je protein P97, ktery vSak

Vv burikach plni spoustu dalsich dilezitych tloh (Obr. 11) (Vekaria et al., 2016).

Jelikoz tada vnitinich ivné&jSich signalt (hypoxie, deregulace homeostazy, zvySena
rychlost syntézy proteini) vede Kk akumulaci $patné slozenych proteinti a vyvolava stres
endoplazmatického retikula (ER-stres), je jednou z dulezitych roli P97 ucast v degradaci spojené
s endoplazmatickym retikulem (ER-Associated Degradation; ERAD). Jedna se 0 proces, pii némz
jsou chybné slozené proteiny, které nemohou byt znovu slozeny v ER, pfeneseny do cytosolu
a degradovany proteazomy. P97 vyuziva svou energii hydrolyzy ATP ke strukturalni pfeméné
a extrakei substratit ERAD pies membranu ER do cytosolu, a pracuje ve spojeni s komplexem ER
membranovych proteinovych kanala (také nazyvanych dislokony) a kofaktordi UFD1 a NPL4
(UN). Kromé& ERAD se ucastni také degradace spojené s ribozomy (RAD; Ribosome-Associated
Degradation) (Ye et al., 2001; Vekaria et al., 2016). Prekladem mRNA postradajicich stop kodon
vznikaji polypeptidy vazané na ribozomy. Ve spojeni s UN podporuje uvoliiovani takovych
ubikvitinovanych polypeptidl z ribozomt a jejich degradaci v proteazomu (Verma et al., 2013).
Hromadénim aberantnich peptidii by potencialné mohlo dochazet ke snizeni poctu K translaci
kompetentnich ribozomti nebo K produkci peptidii nachylnych k agregaci (Vekaria et al., 2016).
Také proces extrakce chybné slozenych peptidd z mitochondridlnich membran pro usnadnéni
jejich proteazomalni degradace (MAD; Mitochondria-Associated Degradation) zahrnuje P97,
a pro translokaci poSkozenych mitochondridlnich proteinti vyuziva kofaktorovy komplex UN.
P97 se rovnéz podili na eliminaci poSkozenych mitochondrii mitofagii, coz je proces, ktery je
zavisly na E3 ubikvitin ligazach (Youle et Narendra, 2011; Ashrafi et Schwarz, 2013; Vekaria et
al., 2016). Dale P97-UN pozitivné reguluje alternativni signalni drahu NF-xB (Zhang et al., 2015)
tim, ze od NF-«B izoluje jeho kriticky negativni regulator IkB-a (inhibitor nuklearniho faktoru
kappa B), ¢imz umoziuje jeho degradaci proteazomem a naslednou aktivaci NF-xB (Li et al.,
2014). P97 je nezbytny také pro fuzi autofagosomu a lysozomu a tvorbu autolysosomu (Ju et al.,
2009). Krom¢ vyse uvedenych procesti se P97 podili na formovani ER a Golgiho aparatu,
remodelaci a degradaci chromatinu (CAD; chromatin asociated degradation), opravé a replikaci
DNA a regulaci bunécného cyklu (Acharya et al., 1995; Vekaria et al., 2016; Stach et Freemont,
2017). Vzhledem k jeho kli¢ové roli v butikach je tak snadné si piedstavit, ze by jeho inhibice
vyvolala akumulaci $patné slozenych proteinti nebo toxickych proteinovych agregatt (Vekaria et

al., 2016; Stach et Freemont, 2017).
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Obr. 11: Schématické znazornéni rozmanitych funkci P97. Protein P97 se kromé
degradaci spojené S proteazomovym systémem Ucastni celé fady dalSich bunécnych proces.
Zapojuje se do formovani Golgiho aparitu aER, ucCastni se degradace asociované
s endoplazmatickym retikulem (ERAD), ribosomy (RAD), mitochondriemi (MAD)
a chromatinem (CAD), rovnéz ma vliv na autofagii, regulaci bun&ného cyklu a opravu
a replikaci DNA. Vytvoieno v Biorender.com dle Meyer et al., 2012; Vekaria et al.; 2016 a Stach
et Freemont, 2017.

Prestoze byl P97 rozsahle studovan v bunéénych a zivocisnych systémech, kofaktory

NPL4 a UFDI zistavaji relativné malo prozkoumany (Byrne et al., 2017).

3.2.4  Alternativni pristupy Vv 1é¢bé rakoviny vyuZzivajici inhibici P97 a jeho kofaktori
Slozky, které tvoii UPS, predstavuji rozmanitou skupinu potencialnich protirakovinnych
cila (Shen et al., 2013; Kumari et al., 2018). Komplex P97-UN se vaZe na ubikvitinem znacené
proteiny, extrahuje je pry¢ od neubikvitinovanych partnert a dodava je do proteazomu
k degradaci. VSechny slozky komplexu P97-UN jsou vysoce konzervované napii¢ druhy a ztrata

jakéhokoli z téchto proteini narusi funkci UPS avede k akumulaci téchto ubikvitinovanych
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proteinti (Byrne et al., 2017). Siroké zapojeni P97 do regulace proteostazy naznacuje, Ze jeho
inhibice nabizi slibnou cestu jejimz prostfednictvim mize byt indukovan proteotoxicky stres
(Zhou et al., 2015), a ze by jeho inhibitory mohly ptekonat terapeuticka omezeni ptivodnich

inhibitort proteazomu (Parzych et al., 2019).

V reakci na zvySené zatizeni bunck vzniklé nadmérnou degradaci proteini je P97
u n¢kterych typu rakovinnych bun€k zvysené exprimovan a upregulovan (Stach et Freemont,
2017, Bastola et Chien, 2018). Na zakladé toho byly vyvinuty jak ATP-kompetitivni, tak
alosterické inhibitory P97 (Stach et Freemont, 2017). Inhibitory P97 jsou vyvijeny jako
protirakovinna terapeuticka Cinidla, kterd se zamétuji na proteazomalni stres rakovinnych bunek
podobnym zptsobem jako inhibitory proteazomu, a ktera v klinickych studiich vyvolavaji
naruseni proteostazy a smrt rakovinnych bunék (Shen et al., 2013; Boom et Meyer, 2018). CB-
5083 z tridy kompetitivnich inhibitord P97 se specificky vaze do D2 domény proteinu, ¢imz
inhibuje jeho aktivitu, zabranuje degradaci proteinii zavislych na ubikvitinu a zptsobuje
bunéénou akumulaci polyubikvitinovanych proteinti (Anderson et al., 2015). Ta vede k inhibici
proliferace, indukci stresu endoplazmatického retikula, aktivaci UPR a apoptické drahy bunky
(Zhou et al., 2015; Le Moigne et al., 2017). Korelace vysoké exprese gent souvisejicich s UPR
a ERAD s citlivosti na CB-5083 podporuje roli UPR jako primarniho hnaciho mechanismu
bunécné cytotoxicity tohoto inhibitoru arozsah aktivace UPR indukované CB-5083 je navic
vyrazné vys$$i nez rozsah vyvolany proteazomovym inhibitorem Bortezomibem. Vzhledem k vyse
uvedenému doslo u CB-5083 k zafazeni do dvou klinickych studii I. faze, u pacienti s relabujicim
a refrakternim mnohocetnym myelomem (NCT02223598) a u pacientl S pokrocilymi solidnimi
nadory (NCT02243917) (Anderson et al., 2015). Navzdory své slibné protirakovinové aktivité
CB-5083 v téchto klinickych testech selhal kvtli nezadoucim ucinkim, a je proto vyzadovano
dalsi zlepSeni tohoto inhibitoru (Tang et al., 2019). Také nékteré alosterické inhibitory, napiiklad
NMS873, inhibuji P97 se srovnatelnou ucinnosti jako CB-5083 a vyvolavaji v buinkach

antiproliferativni odezvy, ale doposud nemaji charakter 1é¢iv (Stach et Freemont, 2017).

Jelikoz je rakovina jednou z hlavnich pfi¢in umrtnosti na celém svété, zamétuje se
vyzkum také na vyvoj novych cilenych protirakovinnych 1é¢iv. Ten sice napomaha snizovat
umrtnost na rakovinu, ale translace takovych 1éciv do klinické praxe je velmi pomala a primérné
vyzaduje 13 let vyzkumu. Rovnéz je vyvoj novych 1éCiv a jejich uvedeni na trh finanéné nakladny
(Cvek, 2012; Zhang et al., 2020). Velkou vyzvu Vv 1é¢b¢é rakoviny pfestavuje rovnéz nadorova
rezistence. ProtoZze nékteré pokroé¢ilé nadory vykazuji rezistenci vaci standardnim 1éCivym
pripravkiim i nové se objevujicim cilenym lé¢ivam, tési se velkému zajmu opétovné vyuziti 1é¢iv
jiz schvalenych pro jiné indikace (tzv. Repurporsing drugs), které vykazuji protirakovinnou
aktivitu (Pantziarka et al., 2014; Skrott et al., 2017; Dini¢ et al., 2020). Mezi slibné 1éky

s protirakovinnou je fazen Disulfiram (tetraethylthiuramdisulfid, DSF; znamy pod komerénim
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nazvem Antabus), pouzivany pii 1é¢bé zavislosti na alkoholu (Shen et al., 2001), ktery prokazal
protinadorovou aktivitu v preklinickych modelech a nasledné i béhem klinické studie vyuZivajici
diethyldithiokarbamat (ditiokarb, DTC) jako adjuvantni imunoterapii U vysoce rizikového
karcinomu prsu (Dufour et al., 1993). V téle je DSF metabolizovan na DTC a dal$i metabolity,
z nichz nékteré inhibuji jaterni aldehyddehydrogenazu (Shen et al., 2001). Reaktivni metabolit
disulfiramu DTC vytvaii komplexy s kovy, zejména pak s médi. Komplex DTC-méd’ (CuET) se
tvoii in vivo a poskytuje koneény protirakovinny metabolit (Skrott et al., 2017). Jiz dfive bylo
zdokumentovano, ze komplex DSF-méd’ je vysoce cytotoxicky pro rakovinné buiiky, zatimco
normalni bunky neposkozuje (Jiao et al., 2016).Jednim z navrhovanych vysvétleni
protinddorovych ucink DSF je souhra CUuET s degradaci bunéénych proteind. Cytotoxicka
aktivita DSF zahrnuje rychlou pfeménu DSF na CuET, ktery se hromadi v nadorech a indukuje
fenotypové rysy sdilené s inhibitory proteazomu (napf. Bortezomib), vCetné hromadéni
polyubikvitinovanych proteinti, rychlé deubikvitnace histonu H2A a akumulace ubikvitinovanych
proteind V cytoplazmé. Po vstupu do bunék se CuET vaze na NPL4 prostiednictvim domény ZF-
NPL4 aindukuje jeho agregaci, coz nasledné¢ narusuje dilezitou drahu P97-NPL4-UFD1
a indukuje komplexni bunéény fenotyp vedouci k bunééné smrti. Interakce CUET-NPL4 vede
K rychlé tvorbé proteinovych agregatii a imobilizaci tohoto jinak velmi mobilniho multifunkéniho
proteinového komplexu. Tyto imobilizované agregaty NPL4 spoustéji reakci tepelného Soku
(HSR; Heat Shock Response), ER stres a aktivuji UPR, coz jsou charakteristické rysy indukované
CUET (Skrott et al., 2017).

Dalsi Zadouci smér vcileni na slozky UPS pfedstavuje vyvoj inhibitor proti
ubikvitinatnim enzymtm. Atraktivnim cilem takovych inhibitord je ubikvitin aktivujici enzym
UBAI, exprimovany ve vSech eukaryotickych buiikach, ktery navic v rakovinnych buiikdch
vykazuje vys§i aktivitu (Hyer et al., 2018; Boer et Biljimakers, 2019). Je nezbytny pro
zivotaschopnost bunék a disponuje dvéma enzymatickymi aktivitami (adenylaci ubikvitinu
a tvorbou ubikvitin-thioesterové vazby), které mohou byt obé potlaceny. Funkci UBA1 je tedy
aktivovat ubikvitin a zprosttedkovat tak prvni krok v ubikvitinaci (Boer et Biljimakers, 2019).
Prvnim inhibitorem UBA1 byl PYR-41 (Yang et al., 2007; Xu et al., 2010), ktery inhiboval tvorbu
thioesterové vazby mezi UBAI1 a ubikvitinem. Novéj§im a mnohem silnéj$im inhibitorem je
TAK-243 (oznacovany také jako MLN7243). Tento adenosylsulfamat inhibuje UBA1 tim, zZe se
vaze do ATP-vazebného mista, odkud napada na thioester vazany ubikvitin za tvorby ubikvitin-
TAK-243 aduktt, které nemohou byt dale uvoliiovany, ¢imZ nedochazi K dal$i aktivaci
ubikvitinu. Tento mechanismus byl nejprve objasnén pro piibuznou molekulu MLN4924
(oznacenim také Pevonedistat), vysoce selektivni inhibitor Nedd8 E1 UBA3, indukujici zastaveni
bunééného cyklu a apoptdzu (Soucy et al., 2009; Wei et al., 2014; Boer et Biljimakers, 2019).
MLN7243 zpusobuje robustni ztratu monoubikvitinace a polyubikvitinace, ¢imz narusuje
proteolyzu zavislou na ubikvitinu. To ma za nasledek nadbytek proteint v buiikach, stres ER,
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zhorSenou progresi bunééného cyklu a opravu poskozeni DNA a miize vést K apoptoze vyvolané
ER. Navic MLLN7243 vykazoval podstatnou protinddorovou aktivitu v preklinickych modelech,
a srovnavaci toxikologické studie na mysich, potkanich a psich modelech prokazaly, ze lze tuto
latku bezpecné testovat také Vv humanni klinické studii na pokrocilych solidnich nédorech
(NCT02045095). MLN7243 je cennym nastrojem pro studium ubikvitinace proteinu a poskytuje
novou prilezitost ke studiu modulace proteinové homeostazy a ubikvitinové signalizace pii 16cbé

rakoviny (Hyer et al., 2018).

Specifi¢téjsi cil by mohly rovnéz predstavovat deubikvitinaéni enzymy (DUB), jelikoz
i ty jsou nedilnou soucasti ubikvitin-proteazomového systému a vétsina rakovin prokazuje jejich
pozménénou expresi. Jejich cileni by mohlo minimalizovat toxicitu mimo terapeuticky cil, a proto

je i tento pfistup k regulaci UPS jednou ze sou¢asnych oblasti vyzkumu (Kumari et al., 2018).

3.3 Obranné mechanismy buiiky na poskozeni DNA arole UPS béhem

téchto procesii

Bunky mnohobunéénych organismil jsou neustale vystavovany rtiznym endogennim
a exogennim zdrojim, které poskozuji DNA. Tyto zdroje zahrnuji reaktivni metabolity vcetné
reaktivnich forem kysliku a dusiku (ROS, NOS), ultrafialové zateni, radiaci achemické
mutageny. Dal$im zdrojem poskozeni DNA jsou chyby, ke kterym dochazi béhem normalniho
metabolismu DNA, replikace, rekombinace aoprav DNA (Li, 2008; Smith et al., 2010).
Ubikvitin-proteazomovy systém (UPS) je jednim z hlavnich regulatorii proteostizy, atedy
i stability genomu. Jiz 15 sekund po indukci poskozeni 1ze v butice detekovat masivni akumulaci
ubikvitinu kolem mist poskozeni DNA. V reakci na poskozeni DNA aktivuji bunky vysoce
konzervovanou a komplexni signaliza¢ni sit’ béZn¢ ozna¢ovanou zkratkou DDR (DNA Damage
Response; reakce na poskozeni DNA), aby byla zajisténa genomova integrita (Feng et Chen,
2012; Brinkmann et al., 2015). Signalni drahu DDR tvofi kaskada proteinovych kinaz
a mediatorovych proteini (Maréchal et Zou, 2013). Sklada se ze souboru ptisné regulovanych
krokd, véetné detekce poskozeni DNA, akumulace faktord opravy DNA Vv misté poskozeni,

a nakonec fyzické opravy 1éze (Brinkmann et al., 2015).

Siroka rozmanitost typi 1ézi DNA vyzaduje nékolik z velké asti odlisnych mechanismii
opravy DNA (Obr. 12). Zatimco nékteré 1éze podléhaji piimé oprave zprostfedkované jedinym
proteinem, vétsSina je opravena sekvenci katalytickych dé&ju zprostfedkovanych vice proteiny
(Jackson et Bartek, 2009). Existuje pét hlavnich cest oprav DNA, které mohou byt aktivovany
Vv zavislosti na typu indukovanych poskozeni — pifima nebo reverzni oprava pomoci O°-
methylguanin DNA methyltransferazy (MGMT), oprava chybného parovani bazi (MMR;

Mismatch Mediated Repair), bazova-excizni oprava (BER; Base-Excision Repair), nukleotidova-
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excizni oprava (NER; Nucleotid-Excision Repair) a oprava dvouietézcovych zlomt (DSBR;
Double-Strand Break Repair), ktera zahrnuje opravu prostiednictvim homologni rekombinace
(HR; Homologous Recombination) nebo opravu spojenim nehomolognich koncti (NHEJ; Non-
Homologous End Joining). Regulace téchto opravnych udalosti je opravdu naro¢na, zvlasté kdyz

stresové faktory pretrvavaji po dlouhou dobu (Vlachostergios et al., 2009).
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Obr. 12: Typy poskozeni DNA a jejich opravné mechanismy. Vytvoieno
v Biorender.com.

O°%-methylguanin-DNA methyltransferazy (MGMT) jsou zasadni pro opravu piirozené se
vyskytujicich mutagennich DNA 1ézi O°-methylguaninu zpét na guanin a zabrafiuji tak
potencidlnimu nesouladu a chybam v replikaci a transkripci DNA. Oprava je zprostiedkovana
mechanismem nukleofilni substituce, pfi niz dochazi K pienosu alkylové skupiny z léze na
cysteinovy zbytek aktivniho mista proteinu MGMT (Kaina et al., 2007). Oprava chybného
parovani bazi (MMR, Mismatch Mediated Repair) se zaméfuje na chybné zarazené nukleotidy,
které ztstaly v DNA po jeji replikaci. Opravny systém rozpoznava neshody V parovani bazi na
zaklad¢ identifikace matricového fetézce obsahujici pivodni nukleotidovou sekvenci a nové

syntetizovaného fetézce obsahujici chybné vloZenou bazi (Li, 2008; Goldstein et Kastan, 2015).
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Substraty pro NER a BER jsou 1éze nachazejici se v jednom z fetézctii DNA, které jsou nasledné
odstranény mechanismem ,,cut-and-patch®. V obou piipadech slouzi neposkozené vlakno jako
vérnad Sablona pro opravu poskozeného. Substraty pro BER jsou baze S malymi chemickymi
zménami, které silné nenarusuji strukturu dvojité Sroubovice DNA. Takové abnormalni baze jsou
rozpoznavany DNA-glykosyldzami $tépicimi glykosidickou vazbu mezi poskozenou bazi a 2-
deoxyribdzou, ¢imz vytvari abazické (apurinové/apyrimidinové) misto. To je rozpoznavano AP-
endonukleazami a vystépeno (Giglia-Mari et al., 2011; Krokan et Bjoras, 2013). NER se zamé&fuje
na objemn¢jsi léze destabilizujici dvousroubovici DNA. Ty jsou u ¢lovéka rozpoznavany
proteinem XPA (Xenoderma Pigmentosum protein A), ktery se nasledné aktivuje proteiny
pottebné pro excinukleazovou aktivitu. VyStépeny oligomer véetné 1éze je 24-32 nukleotidl

dlouhy (Giglia-Mari et al., 2011; Mladenov et lliakis, 2011; Spivak, 2015).

Nekteré z mutagenit vSak ovlivituji ob& vlakna indukci dvoufetézcovych zlomi DNA
(DBS). Takové léze jsou extrémné cytotoxické a narocné na opravu, jelikoz se buika nemuze
spoléhat na pouhé kopirovani informaci z neposkozeného fetézce. Oprava DBS se spoléha na dve
odlisné cesty — HR a NHEJ (Giglia-Mari et al., 2011). NHEJ je opravna cesta nachylna k chybam,
ktera mize byt vyuzita ve vSech fazich bunééného cyklu, zatimco HR je bezchybna cesta, kterou
lze pouzit pouze V pozdni S-fazi a G2-fazi bunécného cyklu, protoze vyzaduje homologni
sesterskou chromatidu (Giglia-Mari et al., 2011; Goldstein et Kastan, 2015). NHEJ modifikuje
rozbité konce DNA a bez ohledu na homologii je liguje dohromady, ¢imz mize generovat inzerce
nebo delece (Lieber, 2008). K opétovnému spojeni dvou koncl rozbité molekuly vyuziva
koordinované akce proteintt Ku70 a Ku80, DNA-PK, Artemis, XRCC4 a DNA ligazy IV (Fan et
al., 2013). Oprava DSB pomoci HR je iniciovana resekci konct DNA kombinovanym piisobenim
proteinového komplexu MRN, CtIP, Exol a BLM helikazy, které katalyzuji generovani 3' sSSDNA
ptesahu a tvorbu nukleoproteinového vlakna s RADS51, coz je protein podilejici se na hledani
homologie. Po lokalizaci ainvazi do homologni oblasti DNA je zahajena opravna syntéza
a z kazdého konce DNA je generovano Hollidayovo spojenti, které je na konci procesu rozvolnéno

komplexem resolvazy (Mladenov et Iliakis, 2011).

Zdédéné defekty v nekteré z drah DDR obvykle predisponuji K rakoving, pfispivaji
K mutantnimu fenotypu mnoha malignit 8 mohou umoznit pfeziti a proliferaci nadorovych bunek
I pfes zvySenou miru mutaci a nestabilitu genomu. Také aberantni bunééna proliferace zptisobena
aktivaci onkogenu nebo inaktivaci ur¢itych nadorovych supresori vyvolava replikacni stres DNA,
ktery usti v poskozeni DNA (Jackson et Bartek, 2009). Zejména abnormality a nedostatky
v expresi velkého poctu faktord podilejicich se na opravé DNA, jako jsou proteiny BRCA1
(BReast CAnNcer type 1 susceptibility protein) a BRCA2 (BReast CAncer type 2 susceptibility
protein), nebo rozhodujici regulatory bunééného cyklu, jako je 53BP1 (p53-Binding Protein

1; tumor suppressor p53-Binding Protein 1), nejenze koreluji s karcinogenezi, ale odrazeji také
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narusenou a nevyvazenou sit” stavajicich mechanismi oprav DNA (Vlachostergios et al., 2009).

3.3.1 ATM-Chk2a ATR-Chk1

Aby bylo béhem bunééného deleni zajisténo piedani presné kopie genomu dcefinnym
bunkam, byla vyvinuta v zakladnim mechanismu bunééného cyklu tada kontrolnich bodu.
Celkovou funkci kontrolnich bodii buné¢ného cyklu je detekovat poskozenou nebo abnormalné
strukturovanou DNA, akoordinovat postup bunécného cyklu sopravou DNA. Aktivace
kontrolniho bodu typicky zpomaluje nebo zastavuje progresi bunééného cyklu, ¢imz poskytuje
¢as vhodnym opravnym mechanismium K opravé genetickych 1ézi pred jejich pfedanim dalsi
generaci dcefinych bun¢k (Abraham, 2001; Zhang et al., 2012). Zasadni roli v ¢asném pienosu
signalu prostfednictvim kontrolnich bodti bunééného cyklu hraji kinazy ATM (Ataxia-
Telangiectasia-Mutated) a ATR (Ataxia-Telangiectasia and Rad3-related) (Abraham, 2001;
Awasthi et al., 2015). V ATM a ATR je ptitomno nékolik S/TQ motivi, prostiednictvim kterych
se mohou tyto kinazy autofosforylovat, ¢imz dochazi k pfechodu kinaz z neaktivnich dimert na
aktivni monomery. Kazda kinaza navic vyzaduje specificky proteinovy kofaktor pro stabilni
translokaci do mista poSkozeni DNA (Blackford et Jackson, 2017). Nasledné ATR a ATM inicuji
rozsahlé bunééné reakce prostiednictvim fosforylaci efektorovych proteint (Turgeon et al.,
2018). Doposud nejlépe charakterizovanym efektorem ATR je Chk1 (Checkpoint Kinase 1), ktera
je aktivovana ATR-zprostfedkovanou fosforylaci po vytvofeni jednovlaknového zlomu v DNA
(SSB, Single-Strand Breaks). Efektorem signalizace ATM je Chk2 (Checkpoint kinase 2), kterou
akvituje ATM-zprosttedkovana fosforylace po vytvoreni dvouvlaknového zlomu (DSB, Double-
Strand Breaks) (Awashi et al., 2015; Smith et al, 2010; Weber et Ryan, 2015).

3.3.2 Role UPS pfi DDR

Z mnoha typi 1ézi DNA jsou nejvice cytotoxické pravé dvoutetézcové zlomy DNA
(DSB). V reakci na né je spusténa bunécna odpovéd’ projevujici se akumulaci mnoha signalnich
a opravnych faktori chromatinu, které obklopuji zlom DNA. Takovou bunécnou odpovéd’ lze
cytologicky sledovat, jelikoz se akumulace opravnych faktord projevuje tvorbou specifickych
subnuklearnich struktur, tzv. fokust (Luka$ et al., 2004). Shromazdéni opravnych faktort
V mistech zlomu je hierarchicky proces, ktery je do zna¢né miry zavisly na ubikvitinaci proteind
(Panier et Durocher, 2009; Al-Hakim et al., 2010). Vzhledem Kk tomu, Ze se V hadorovych
bunikach z divodu replika¢niho stresu, proteotoxického stresu a dopadu standardni 1éCby
Vv podobé radio- a chemoterapie vyskutuji 1éze DNA, zejména pak DBS, ve vyssi mife, je reakce
bunék na tento typ poskozeni pro vyvoj rakoviny zasadni (Al-Hakim et al., 2010; Chroma et al.,
2017). Odpovéd’ sav¢ich bunék na DBS je tzce spjata s ATM a DNA-PK indukovanou
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fosforylaci a ubikvitinaci proteintt (Obr. 13) na poskozeném chromatinu zprostfedkovanou
ubikvitina¢nimi ligazami RNF8 a RNF168 (Lukas et al., 2011). RNF8 se k mistim poskozeni
DNA dostava prostiednictvim vazby na fosforylovany MDCI1 (Mediator of DNA damage
Checkpoint protein 1), adaptacni protein rozpoznavajici poc¢atecni signal DSB v podobé ATM-
fosforylované histonové varianty H2AX (yH2AX) (Reinhardt et Yaffe, 2013). V navaznosti na to
ozna¢i RNF8 K63-polyubikvitinovanymi fetézci histon H1, coz podporuje navazani dalsi klicové
ligazy RNF168, ktera nasledné ubikvitinuje histony H2A a H2AX (Thorslund, 2015; Chroma et
al., 2017; Torrecilla et al., 2017). Ubikvitinace histonovych podjednotek (H2A, H2AX a H2B) je
pocatecni udalosti podporujici destabilizaci nukleozomu (Brinkmann et al., 2015) a iniciuje

rekrutovani opravnych proteint do mist poskozeni (Meerang et al., 2011).

yH2AX

HR NHEJ

Obr. 13: Pocateéni signalizace v misté poskozeni DNA. K ubikvitinaci histonti v reakci
na vznik dvoufetézcového zlomu je nezbytna koordinovana spoluprace ubikvitin-ligacnich
enzyml RNF8 a RNF168. RNF8 je do mist DBS rekrutovan prostfednictvim interakce s MDC1,
coz podporuje polyubikvitinaci histonu H1. To slouZzi jako naborovy signal pro RNF168, ktery
katalyzuje a §ifi ubikvitinaci na histon H2A. Takové ubikvitinové znaceni dava poté signal

proteinim DDR K rekrutovani do mista poskozeni. Vytvoreno v Biorender.com dle Nakada, 2016.

Ktera ze dvou cest oprav DBS je zvolena, je v zasadé ur¢eno tim, zda se na poSkozenou
oblast vazi proteiny Ku (Ku70 a Ku80) nebo RADS52. Draha NHEIJ je iniciovana, pokud
s poSkozenym mistem interaguji proteiny Ku. Paklize se pfed Ku vaZze na poskozenou DNA
RAD52, je k opravé poSkozeni zahajen mechanismus HR (Bassing et Alt, 2004). Aktivita
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RADS52, vazebného partnera rekombinazy RADS51, je vyvazovana ubikvitin selektivni segregdzou
P97, ktera brani nadbyteéné rekombinaci atim nestabilit¢ genomu (Bergink et al., 2013).
Heterodimer Ku70/80 tvoii pevné vazany kruh, ktery je po ligaci DSB stéricky zachycen na DNA
(Walker et al., 2001). K jeho otevieni a uvolnéni z DNA jsou potiebné konformacni zmény.
Uvolnovéani Ku zDNA je vyvolano modifikaci Ku80 K48-polyubikvitinovymi fetézci
generovanymi RNF8 (Postow et al., 2008; Feng et Chen, 2012; Ismail et al., 2015). Samotna
extrakce je zprostfedkovana P97, a vyzaduje ucast hlavnich adaptorovych proteini UFDI1
a NPL4. Odstranéni Ku70/80 z DSB umoziuje koncovou resekci DNA — primarni udalost HR,
a nasledné rekrutovani RAD51 a aktivace HR. Deplece adaptorGt UFD1-NPL4 snizuje rychlost
extrakce Ku80. Vycerpani samotného NPL4 ovliviiuje odstranéni Ku80 v men$i mife, coz

naznacuje, Zze NPL4 je pro proces méné kriticky nez UFD1 (van den Boom et al., 2016).

Aby byla zajisténa vyvazena oprava DSB, musi byt hladiny ubikvitina¢nich ligaz piisné
regulovany. Tato homeostaza je koordinovana P97 v komplexu s DUB Ataxinem 3 (ATX3), ktery
pisobi dvéma moznymi mechanismy regulace. Za fyziologickych podminek vytvaii P97-ATX3
funkéni komplex s RNF8 nezbytny pro udrzeni fyziologické irovné exprese této ubikvitin ligazy,
ktera je neustale auto-K48-polyubikvitinovana, coz signalizuje proteazomalni degradaci zavislou
na P97. ATX3 plsobi proti této draze a odstraiiuje K48-polyubikvitinované fetézce, ¢imz
zpomaluje rychlost degradace RNFS. Druhy mechanismus je vyuzivan za genotoxickych
podminek a projevuje se synergickym pusobenim P97-ATX3 Kk piimé extrakci RNF8
z chromatinu, ¢imz zabraiuje zvySené¢ akumulaci této ubikvitin ligdzy Vv mistech 1ézi DNA.
Témito moznymi cestami inhibuje interakce P97-ATX3 s RNF8 resekci konct a drahu HR,
specificky ovliviiuje shlukovani RNF168 a 53BP1 a tim podporuje opravnou drahu NHEJ (Singh
et al., 2019).

Dalsi proteiny kritické pro opravu DNA a genomovou integritu jsou 53BP1 (p53 vazajici
protein 1) a BRCALl. Akumulace 53BP1 dominuje v G1-fazi bunééného cyklu a podporuje
aktivaci NHEJ, zatimco akumulace BRCA1 dominuje v S-fazi a G2-fazi, kdy jsou k dispozici
sesterské chromatidy aje vyuzivano HR (Yun et Hiom, 2009; Jackson et Durocher, 2013;
Brinkmann et al., 2015). Prestoze BRCA1 neobsahuje vazebné motivy pro ubikvitin, hromadi se
na mistech DSB prostiednictvim interakce s proteiny Abraxas (CCDC98) a RAP80 (adaptacni
protein 80). RAP80 obsahuje tandemové interagujici motivy ubikvitinu, které rozpoznavaji K63-
polyubikvitinované fetézce generované RNF168 v mistech DSB (Sobhian et al., 2007; Al-Hakim,
2010). Stejné jako BRCA1, také 53BP1 neobsahuje zadné motivy vazajici ubikvitin. Neinteraguje
vsak ani s proteiny, 0 nichz je znamo, ze se specificky vazou na ubikvitin vV mistech DSB,
a i presto ke své akumulaci v mistech poskozeni DNA spoléha na RNF8/RNF168 (Al-Hakim,
2010). RNF8 a RNF168 totiz podporuji P97 zprostiedkované extrahovani polycombového
proteinu L3MBTL1 z DNA v oblasti DBS, které demaskuje vazebna mista pro 53BP1 (Obr. 14)
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(Acs et al., 2011).

HR NHEJ

Obr. 14: Rekrutovani 53BP1 a BRCA do mist poSkozeni DNA. Ubikvitinaéni signaly
poskytuji platformy pro rekrutovani fady dalezitych komponent opravnych drah DSB, véetné
53BP1 a BRCAL, které maji kli¢ové role v podpote efektivity a vérnosti oprav DSB a vybéru
opravné drahy. BRCA je rekrutovana pies proteiny RAP80 a Abraxas, 53BP1 diky extrakci
polycombového proteinu L3MBTLI. Vytvoteno v Biorender.com dle Nakada, 2016 a Smeenk et
Mailand, 2016.

3.3.3 Lécba rakoviny latkami indukujicimi poSkozeni DNA a jejich kombinace
S proteazomovymi inhibitory
JelikoZ jsou metody imunoterapie a cilené terapie stale v rannych stadiich vyzkumu, je
jejich vyuziti v praxi spise vyjimecné. Taktéz je nutno podotknout, ze S jejich vyuzivanim jsou
spojeny vysoké naklady. Hlavnim cilem 1écby proto stale zlstava eliminace nadorovych bun¢k

chirurgickym odstranénim nebo jejich usmrcenim pomoci radioterapie nebo chemoterapie
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(Kiwerska et Szyfter, 2019). V klinickém prostiedi protinadorovych strategii maji tedy terapie
zpusobujici poskozeni DNA po desetileti prominentni postaveni. Zakladnim tspéchem téchto
terapii je skutecnost, ze rakovinné buiiky reaguji na poskozeni DNA koordinovanym zptsobem
a za vhodnych farmakologickych podminek mohou vyvolat rizné reakce (Reuvers et al., 2020).
Pokud totiz poS§kozenou DNA nelze fadné opravit, mize dojit k bunééné smrti. Rakovinové
buniky maji obvykle pozménéné schopnosti detekovat/opravit poskozeni DNA, aco je
dalezitéjsi, jsou schopné ignorovat kontrolni body bunééného cyklu, coz umoziuje bunkam
dosahnout vysoké miry proliferace. Diky tomu jsou také nachylnéjsi k poskozeni DNA, protoze
replikace poSkozené DNA zvySuje pravdépodobnost bunécné smrti (Cheung-Ong et al.,
2013). Ackoli terapie indukuji poskozeni DNA jak ve zdravych, tak v rakovinnych buikach,
rakovinné bunky jsou cileny piednostné kvili specifickym zménam Vv jejich DDR drahach, které
vedou v nestabilitu genomu (Yao et Dai, 2014; Pili¢ et al., 2019; Reuvers et al., 2020). Zejména
bunky nachazejici se v S-fazi bunééného cyklu jsou na poskozeni DNA mnohem citlivéjsi (Willis
et Rhind, 2009). Pole terapii zpusobujicich poskozeni DNA zaznamenalo V poslednich
desetiletich obrovsky rozvoj a zlepSeni dopadu 1é¢by. Od objevu protinadorovych vlastnosti
radioterapie a chemoterapie bylo ziskano velké mnoZstvi znalosti 0 jejich mechanismu ptisobeni
a klinickych ucincich u riznych skupin pacientti (De Vita et Chu, 2008; Gianfaldoni et al., 2017,
Reuvers et al., 2020).

Zateni pouzivané v radiaéni terapii se nazyva zafeni ionizujici (IR), protoZe vytvafi ionty
(elektricky nabité Castice) auklada energii v burikach tkani, kterymi prochazi. Tato ulozena
energie muze rakovinné buriky zabijet nebo zpiisobit genetické zmény vedouci K jejich smrti.
Vysokoenergetické zafeni poskozuje geneticky material bunék (Obr. 16), ¢imz blokuje jejich
schopnost se dale délit a mnozit. Ac¢koli zafeni poskozuje jak zdravé buiky, tak i ty rakovinné,
cilem radiacni terapie je maximalizovat davku zafeni abnormdlnim rakovinnym buikam pfii
minimalizaci expozice bunikdm zdravym (Baskar et al., 2012). Velkym problémem radioterapie
je vsak vznikajici rezistence nékterych rakovinnych bun€k na IR zateni (Willers et al., 2013).
Kromé radioterapie bylo dosazeno velkého pokroku také v chemoterapii. Jeji princip spociva
v preferencnim cileni na vysoce proliferujici buiiky chemickymi latkami, které pfimo zptsobuji
poskozeni DNA nebo interferuji s procesy souvisejicimi S DNA, jako je naptiklad replikace. Pét
hlavnich tfid cytotoxickych chemoterapeutik zastupuji alkylacni latky, slouc¢eniny na bazi platiny,
antimetabolity, inhibitory topoizomeraz a protinadorova antibiotika (Cheung-Ong et al., 2013;
Reuvers et al., 2020). Alkylaéni ¢inidla, jako je naptiklad cyklofosmamid, reaguji pfimo s atomy
kysliku a dusiku DNA bazi za vzniku riznych adukti (Drables et al., 2004), které zastavuji
bunéénou proliferaci a aktivuji reakci na poskozeni DNA (Yimit et al., 2019). Slou¢eniny na bazi
platiny, maji podobny mechanismus u¢inku jako alkylaéni slouéeniny a jejich objev mél
vyznamny pozitivni dopad na vyzkum protinadorovych 1ékti (Cheung-Ong et al., 2013; Reuvers
et al., 2020). Lécivo cisplatina (cis-diamin-dichlor-platina") obsahuje platinové jadro se dvéma
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chloridovymi a dvéma aminovymi skupinami (Obr. 15A). Po vstupu do bunky umoziiuje plating
akvizice chloridovych skupin kovalentné vazat purinové baze za vzniku aduktd na DNA (Obr.
16), které zpusobuji intra- a interfetézcové sitovani (Eastman, 1987; Wang et al., 1996; Kelland,
2007). Ac¢koli vykazuje cisplatina Siroké spektrum protinadorové aktivity, je jeji pouzitelnost
omezena kvuli dvéma faktorim. Prvnim faktorem je ziskana bunécna rezistence na cisplatinu
vedouci K recidivité onemocnéni a druhym je znac¢na toxicita pro zdravé tkan¢ (Yimit et al.,
2019). Antimetabolity, napfiklad metotrexat, predstavuji tfidu protinadorovych 1éka, které
napodobuji normalni bunééné molekuly nezbytné pro replikaci a opravu DNA. Mnoho z téchto
sloucenin jsou antagonisté DNA, ktefi inhibuji metabolické cesty nukleotidt (Parker, 2009;
Cheung-Ong et al., 2013). Inhibitory topoizomeraz se zamétuji na topoizomerazy, enzymy,
které tesi topologické problémy spojené sreplikaci, transkripci, rekombinaci aremodelaci
chromatinu generovanim docasnych jednofetézcovych nebo dvouietézcovych zlomi v DNA
(Champoux, 2001). Topoizomerazové jedy, jmenovité naptiklad topotecan nebo etoposid, se vazi
na komplexy topoizomeraza-DNA a zachycuji je v DNA, ¢imz generuji zlomy indukujici
buné¢nou smrt (Reuvars et al., 2020). Antracyklinova antibiotika funguji rovnéz jako jedy
topoizomeraz (Obr. 16), ale maji dalsi protinadorové mechanismy, véetné schopnosti interkalace
do DNA, generovani volnych radikalt, vazani a alkylace DNA, zesitovani DNA a interference
s aktivitou helikazy. Typickym piikladem takového antibiotika je vysoce cytotoxicky doxorubicin
(Obr. 15B), odvozen od Streptomyces peucetius (Minaoti et al., 2004; Cultts et al., 2005; Cheung-
Ong et al., 2013).
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Obr. 15: Chemicka struktura cisplatiny a doxorubicinu. (A) Cisplatina. (B).

Doxorubicin.
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Obr. 16: Typy poskozeni generované vybranymi chemoterapeutiky a IR zafenim.
IR zateni zplsobuje v DNA poskozeni zejména ve formé dvouvlaknovych zlomd, cisplatina
indukuje inter- a intra-fetézcové sitovani a doxorubicin blokuje funkci topoizomerazy. Vytvoieno

v Biorender.com.

Vyvoj rezistence na l1écbu, je jednim z hlavnich omezeni Gspésnych rezimii chemoterapie.
Chemorezistence, projevujici se zejména U léfiv na bazi platiny, ale také napiiklad
u doxorubicinu, byla dfive spojovana se selhanim 1é¢iva pfi indukci apoptozy, coz je nejCasté;si
odpoveéd bunék na chemoterapeutika (Rabik et Dolan, 2007; Yu et Wang, 2012; Cox et Weinman,
2016). Chemorezitence disponuje velmi heterogenni povahou a veskeré mechanismy nebyly
zatim zcela objasnény. Mezi znamé mechanismy vzniku chemorezistence se fadi nadmérny odtok
1é¢iva z buniky, inaktivace 1é¢iva antioxidanty nebo zvySené arovné oprav DNA (Rabik et Dolan,
2007; Cox et Weinman, 2016; Ji et al., 2019). Pokrocily vyzkum ubikvitin-proteazomového
systému prokazal, ze svou roli V rustu a pieziti nadord hraje také dysregulace degradace proteint
(Dou et Zonder, 2014), a Ze po piusobeni proteazomovych inhibitort vykazuji buriky vétsi citlivost
na latky poSkozujici DNA. Cileni UPS v kombinaci s chemoterapeutiky je tedy jednim
Z moznych piistupt pro pfekonani chemorezistence (Yunmbam et al., 2001; Mitsiades et al.,
2003).

Inhibitory proteazomu narusuji fosforylaci, ubikvitinaci a degradaci IkBa, ¢imz dochazi
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K inhibici drahy NF-xB (Hideshima et al., 2002; Perkins et al., 2012). Alternativnim G¢inkem
inhibice proteazomu je indukce apoptdzy (Russo et al., 2007; Cron et al., 2013). Apoptoza je
Vv lidskych bunkach zprostiedkovavdna apoptickymi drdhami zévislymi na aktivaci kaspaz.
Bortezomib se v kombinované 1é¢bé s cisplatinou projevuje praveé vyraznou aktivaci kaspaz, ¢imz
je v bunikach schopen opét navodit apoptézu (Konac et al., 2015). PrestoZe je aktivace kaspaz
Vv mechanismu apoptozy klicova, primarnimi regulatory aktivace kaspaz jsou proteiny rodiny Bcl-
2 (Elkholi et al., 2011). Je znamo, ze nadexprese Bcl-2 blokuje apoptozu, a tak je tento protein
vyznamnym cilem Vv prevenci rezistence na 1é¢bu cisplatinou (Cho et al., 2006). Hladiny exprese
pro-apoptotickych a anti-apoptotickych proteinti rodiny Bcl-2 jsou pfimo regulovany inhibici
proteazomu (Fennell et al., 2008). Kombinovana 1écba Bortezomibu s cisplatinou vede ke
zvySenym hladinam exprese dvou pro-apoptotickych proteini Bik aBim, které tedy
zprostiedkovavaji synergicky ucinek téchto 1é¢iv indukci apoptozy (Elkholi et al., 2011; Kim et
al., 2014; Konac et al., 2015). Stejné jako cisplatina se také doxorubicin projevuje synergickym

ucinkem v kombinaci s Bortezomibem (Horton et al., 2006).

Jednim ze zédsadnich efektli inhibice proteazomu je rovnéz deplece volného ubikvitinu
Vv jadfe. Vlivem proteotoxického stresu vyvolaného proteazomovymi inhibitory, je ubikvitin
Vv burice redistribuovan, az dojde k jeho zachyceni v cytoplazmatickych proteinovych konjugatech
kvuli omezené recyklacni kapacité proteazomu. V disledku toho je hladina volného ubikvitinu
Vv jadfe vyCerpana a jaderné procesy zavislé na ubikvitinu, jako je signalizace DSB, jsou oslabeny.
Typickym fenotypovym projevem ttlumu DDR za podminek deplece ubikvitinu je neschopnost
rekrutovat proteiny 53BP1 a BRCA1 do mist poSkozeni (Dantuma et al., 2006; Jacquemont et
Taniguchi, 2007; Chrom4 et al., 2017). Sir§imu pouZiti inhibitori proteazomu v 16¢bé& rakoviny
nicméné stale brani omezena ucinnost proteazomové inhibice in vivo a Casty vyskyt rezistence na

tyto inhibitory zejména Vv solidnich nadorech (Deshaies, 2014).

3.3.4 Dalsi experimentalni pristupy v 1é¢bé rakoviny

Pro vyvoj malych molekul, slouZicich ke zvySeni citlivosti na radioterapii a chemoterapii,
byly rozsahle zkoumany také hlavni kinazy DDR (Zhang et al., 2012). Inhibice téchto kinaz se
stala atraktivni terapeutickou koncepci v 1é¢bé rakoviny hned ze dvou divodi. Zaprvé, protoze je
rezistence vaci genotoxickym terapiim spojena se zvySenou signalizaci DDR, a zadruhé, protoze
ma mnoho rakovin defekty v ur€itych slozkach DDR a cesta k preziti bunék je tak zavisla na
zbyvajicich slozkach DDR. Defekty v jednotlivych komponentaich DDR mohou poskytnout
rakovinnym butikam ristovou vyhodu, ktera jim umoziuje piezit a mnozit se navzdory genomové
nestabilité¢ a vyvolanému replikacnimu stresu. Mohou také ridit zavislost rakovinnych buné€k na
vSech zbyvajicich funk¢nich drahach DDR tak, aby buiiky poSkozeni DNA pfezily. Pro rakovinné
buniky mize byt cileni na tyto zbyvajici drahy a na bunky s mutacemi v urcitych genech DDR
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selektivné toxické (Weber et Ryan, 2015). V centru pozornosti sou¢asnych vyzkumnych aktivit
tak zlstavaji diky rolim pti opravach DNA, regulaci bunééného cyklu a apoptoze, ustiedni kindzy
ATM a ATR (Awasthi et al., 2016), kter¢ piedstavuji v ranych fazich tumorigeneze bariéru pro
progresi nadoru indukci zastavy bunééného cyklu a apoptozy (Bartek et al., 2007; Bartek et Lukas,
2007).

Mnoho z genotoxickych latek, které se v soucasné dobé pti 1é¢bé rakoviny pouzivaji, jsou
ve skutecnosti silnymi induktory replikacniho stresu (RS) a aktivace kontrolnich bodd bunécného
cyklu v rakovinnych bunkach oSetfenych témito latkami vyvolava v mnoha piipadech spise
zastaveni bunécného cyklu nez bunécnou smrt. Pfinosnym se stal vyvoj specifickych inhibitort
ATR, jejichz klicovou vyhodou je skutecnost, Ze kromé generovani RS deaktivuji také kontrolni
body bunééného cyklu, a nakonec vedou K mitotické katastrofé a bunécné smrti (Lecona et
Fernandez-Capetillo, 2018). ATR inhibitory produkuji RS tim, Zze spousti rozsahlou aktivaci
pocatkt replikace, kterd generuje nadbytek ssSDNA k vycerpani dostupnych bun&énych zasob
RPA (Toledo et al., 2013). Vy¢erpany jsou navic také buné¢né zasoby dNTP, takze DNA
polymerazy ¢eli nedostatku substratu k dokonceni replikace DNA (Zhang et al., 2009; Buisson et
al., 2015). Mimo to navysuji ATR inhibitory hladinu RS a genomové nestability tim, ze podporuji
rozbiti zastavenych replikacnich vidlic (Tercero et Diffley, 2001) a/nebo inhibuji jejich
opravu (Buisson et al., 2017). Tim na rozdil od genotoxickych latek, které funguji vyluéné
blokovanim postupu replikacnich vidlic, generuji RS nékolika nezavislymi zptisoby. Dalsim
dasledkem inaktivace ATR je ptedCasny vstup bunc¢k do faze mitdzy, ktery usti v masivni
fragmentaci mitotickych chromozomu a bunéénou smrt (Eykelenboom et al., 2013; Lecona et
Fernandez-Capetillo, 2018). Vyvoj specifickych a silnych inhibitort ATR byl naro¢ny, ato
z diivodu znacné velikosti proteinu ATR, a také kvali omezeni jeho aktivity na S- a G2- faze
buné¢ného cyklu (Lecona et Fernandez-Capetillo, 2018). V posledni dobé se vSak podafilo
vyvinout vysoce ucinné, selektivni ain vivo aktivni inhibitory ATR (Foote et al., 2015).
Zastupcem nové rodiny inhibitort ATR je slou¢enina AZ20 (Foote et al., 2013), ktera byla dale
optimalizovana pro generovani jejiho derivatu AZD6738 (Vendetti et al., 2015; Lecona et
Fernandez-Capetillo, 2018). AZD6738 je ucinny selektivni inhibitor, ktery je v soucasné dobé
sledovan v nékolika klinickych studiich jako monoterapie, ale i v kombinaci s karboplatinou
(NCT02264678), radioterapii (NCT02223923) nebo novymi cilenymi latkami, napt. Olaparibem
(NCT03462342, NCT03330847) (Foote et al., 2018).

Nezaostava ani klinicky vyvoj inhibitort ATM. Ty sice Vv preklinickych vyzkumech jako
monoterapie nevykazovaly velké protirakovinné ucinky, Vv kombinaci s cytotoxickymi
chemoterapeutiky nebo radioterapii ale napomahaji ke zvySeni poskozeni DNA. Pro klinické
studie solidnich nadort byly vybrany tii inhibitory ATM ato AZD0156 (NCT02588105), KU-
60019 (NCT03571438) a AZD1390 (NCT03423628) (Jin et Oh, 2019).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Pro experimenty byla pouzita adherentni bunécna linie U-2 OS, lidska bunécéna linie
odvozena z osteosarkomu, a H1299, lidska nemalobunééna linie plicniho karcinomu odvozena
z lymfatickych uzlin. Buniky byly ziskany od spolec¢nosti ATCC (American Tissue Culture
Collection). Pro nékteré experimenty byly zkonstruovany bunééné linie U-2 OS stabilné
exprimujici Ub-GFP, P97-GFP a NPL4-GFP, bunécné linie H1299 stabilné exprimujici P97-GFP
a mutantni bun&né linie U-2 OS-NPL4-GFP (viz Skrott et al., 2017).

4.2 Pouzité soupravy a chemikalie

Pouzité chemikalie

e 5-Brom-2’-deoxyuridin; BrdU (kat. ¢.: B9285; Sigma Aldrich, USA)

e 8-methoxypsoralen (kat. ¢.: M3501; Sigma Aldrich, USA)

o AZD6738 (kat. ¢.: S7693; Selleckchem, USA)

e (CB-5083 (kat. ¢.: S8101; Selleckchem, USA)

e Cisplatina Hospira (Pfizer)

e CUET, bis-(diethyldithiokarbamat)-méd’naty komplex (kat. ¢.: SML2675; Sigma Aldrich,
USA)

e DAPI (kat. ¢.: D9542; Sigma Aldrich, USA)

e Dimethyl sulfoxid (kat. ¢.: D8418, Sigma-Aldrich, USA)

e DMEM high glucose liquid with Sodium Pyruvate with L-Glutamine (kat. ¢.: E15-843;
PAA, The Cell Culture Company; USA)

e Doxocyklin (kat. ¢.: D9891; Sigma Aldrich, USA)

e Doxorubicin (kat. ¢.: D2975000; Sigma Aldrich, USA)

e Ethanol 70% (kat. &.: 70392-11001; Penta, Ceska republika)

e Formaldehyd 4% (kat. ¢.: 100496; Sigma Aldrich, USA)

e Geneticin (G418) (kat. ¢.: A1720; Sigma Aldrich, USA)

e Hoechst33258 (kat. ¢.: B2883; Sigma Aldrich, USA)

e Hovézi sérovy albumin (FBS; Fetal Bovine Serum), tepeln¢ inaktivovany, sterilni,
vhodny pro bunééné linie (kat. ¢: F9665, Sigma-Aldrich, USA)

e Marker relativnich molekulovych hmotnosti Precision Plus Protein™ Dual Colour
Standards (kat. ¢.: 1610374; Bio-Rad, USA)

o MILN7243 (kat. ¢.: S8341; Selleckchem, USA)

e Montovaci médium (kat. ¢.: S302380-2; Agilent Technologies, USA)

o pCMVG6-VCP-GFP (kat. ¢.: PS100010; Origene, USA)
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e Pouzité primarni protilatky:
o mouse monoclonal anti-p-actin, 1:300 (kat. ¢.: SC-47778; Santa Cruz
Biotechnology, USA)
o mouse monoclonal anti-yH2AX, 1:500 (kat. ¢.: 05-636; Merck Millipore, USA)
o rabbit monoclonal anti-VCP, 1:1000 (kat. ¢.: NB100-1557; Novus Biologicals,
USA)
e Pouzité sekundarni protilatky:
o Alexa Fluor 568 goat anti-mouse, 1:1000 (kat. ¢.: A11004; Invitrogen)
o donkey anti-rabbit IgG-HRP, 1:1000 (kat. ¢.: NA934; GE Healthcare, USA)
o goat anti-mouse IgG-HRP, 1:1000 (kat. ¢.: NA931; GE Healthcare, USA)
e Penicilin/Streptomycin 100x (kat. ¢.: P11-010; PAA, The Cell Culture Company
e Trypsin (kat. ¢.: 59427C; Sigma Aldrich, USA)
e Velcade® (Janssen-Cilag International N,V.; Belgie)

e Vodny roztok kiemicitanu sodného (kat. ¢.: 338443; Sigma Aldrich, USA)
Piiprava roztoki

e Blokovaci roztok
o susené mléko v 1xTBS (2,5 g do 50 ml)
e Fosfatovy pufr 1x (PBS; Phosphate Buffer Saline)
o 135mM NacCl; 1,3 mM KCI; 3,2 mM Na;HPO4-12 H,0; 0,5 mM KH,PO4; dH:0;
pH 7,4
e Gel separacni
o dH20; 30% akrylamid mix; 1,5 mM Tris (pH 8,8); 10% SDS, 10% APS; TEMED
e Gel zaosttovaci
o dH20; 30% akrylamid mix; 0,5 mM Tris (pH 6,8); 10% SDS, 10% APS; TEMED
e Permeabilizaéni roztok 0,5% Tritonu X
o 10% Triton X v dH.0
e Roztok krystalové violeti
o krystalova violet’; 96% methanol; dH.0
e SDS nanaseci pufr
o 250 mM Tris-HCI; 10% SDS; 30% glycerol; 0,5 M DTT; 0,02% bromfenolova
modf; pH 6
e TBS (Tris Buffer Saline) pufr 1x
o 0,05 M Tris; 0,15 M NaCl; dH.0; pH 7,65
e Tris-glycin SDS transferovy (TGS) pufr 1x
o 25 mM Tris; 192 mM glycin; 0,1% SDS; dH,0; pH 8,3
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Pouzité soupravy

e Viromer® RED kit (kat. ¢.: TT100302; Origene, USA)
e SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (kat. &.: 34577; Thermo
Fisher Scientific, USA)

4.3 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni
e Analyzér bunécné viability Vi-Cell XR (Beckman Coulter, USA)
e Aparatura pro elektroforézu Mini-PROTEAN Tetra System (Bio-Rad, USA)
e Aparatura pro transferovy pienos Trans-Blot® SD Semi-Dry Cell (Bio-Rad, USA)
e (CX3 cabinet X-RAY irradiator (XStrahl Limited, Velka Britanie)

e Detekeni systém pro kvantifikaci exprese proteinti ChemiDoc MP Imaging Systém (Bio-
Rad, USA)

e Digestof odtahovana Merci G NextGen (MERCI s.r.0., CR)

e Inkubator s prislusenstvim HERACELL 150i (Thermo Scientific, USA)
e Laboratorni vahy SBC 21 (Scaltec, USA)

e Laminarni box (Thermo Scientific, USA)

e Mikroskop invertovany IX51 (Olympus, Ceska republika)

e  Mikroskop Zeiss Axiolmager Z.1 v kombinaci s LSM 780 konfokalnim modulem (Zeiss,
Némecko)

e Termoblok ThermoMixer Comfort (Eppendorf, Némecko)

e Zdroj stejnosmérného napéti PowerPac Basic (Bio-Rad, USA)

4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1 Kultivace bunék

Bunky byly kultivovany v DMEM médiu doplnéném 10% fetalnim bovinnim sérem
(FBS) a1% antibiotiky penicilin a streptomycin, abyly udrzovany ve vlhkém prostiedi
inkubatoru pfi 37 °C a5 % CO,. Dvakrat tydné byly buiiky pasaZzovany V laminarnim boxu za
sterilnich podminek. Béhem pasédzovani bylo médium z kultivacni nadoby odsato, buiky byly
proplachnuty 1xPBS apoté byl do kultivacni lahve pfidan trypsin. Bunky s trypsinem byly
ulozeny do inkubatoru, aby doslo k jejich uvolnéni ze dna kultivaéni lahve. Po jejich uvolnéni
bylo k bunkam pfidano nové médium a po fadném propipetovani byla nechana v lahvi pouze
nasada bunék tak, aby bylo mnozstvi bunék zredukovano na desetinu az pétinu. K nasad¢ bylo

doplnéno cisté médium a bunky byly vlozeny zpét do inkubatoru.
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4.4.2 Transfekce bunécné linie

Buiiky linie U-2 OS a H1299 byly transfekovany pCMV6-VCP-GFP vektorem (Origene)
pomoci kitu Viromer® RED dle pokynt vyrobce. Buiky byly podrobeny antibiotické selekci
v Sesti-jamkové kultivaéni desce (500 000 bunék na jamku) pomoci geneticinu (G418,
400 pg-ml?t) v poméru 1:500. Médium s geneticinem bylo obnovovéno kazdé 3-4 dny, dokud

nebyla plné stanovena populace rezistentnich bunék.

4.4.3 Priprava bunécnych lyzati

Z Sesti-jamkové kultivaéni desky bylo odsito médium a transfekované bunky byly
proplachnuty 1xPBS. Po proplachnuti byl k butikam ptidan SDS nanaseci pufr (150 pl na 500 000
bungk). Vizkozni obsah byl zjednotlivych jamek pifenesen do mikrozkumavek, které byly
nasledné v termobloku 5-10 minut zahtaty na 95 °C a nékolikrat kratce zvortexovany, dokud

jejich obsah nepftestal byt vizkozni. Takto ptipravené lyzaty byly pouzity pro SDS-PAGE.

4.4.4  Polyakrylamidova gelova elektroforéza v denatura¢nich podminkach (SDS-PAGE)

Byla sestavena aparatura pro naliti gelu pro SDS-PAGE elektroforézu. Separace byla
provedena v 6% polyakrylamidovém separacnim gelu a 4% polyakrylamidovém zaostfovacim
gelu. Separaéni gel byl nalit mezi 1,0 mm skla do vySky % skla a byl pfelit tenkou vrstvou
isopropanolu. Gel byl ponechan 30 minut polymerizovat. Po ztuhnuti gelu byl isopropanol
vyplachnut vodou. Separacni gel byl pievrstven gelem zaostfovacim amezi skla byl do
zaostfovaciho gelu umistén hiebinek. Gel byl ponechan polymerizovat po dobu 30 minut. Po
ukonceni polymerizace zaostfovaciho gelu byla sestavena aparatura pro vertikalni SDS-PAGE.
Elektroforetickd vana byla naplnéna 1xTGS pufrem, hiebinek byl vytaZzen. Vzorky byly pred
samotnym napipetovanim 5 minut povaieny pii 95 °C a posléze byl do gelu nanesen také marker
relativnich molekulovych hmotnosti Precision Plus Protein™ Dual Colour Standards. Po uzavieni
aparatury byla spusSténa vlastni elektroforetickd separace, ktera probihala pii 70 v pftiblizné
15 minut a poté pii 110 v piiblizné 1 hodinu. Po separaci byla aparatura rozebrana a gel byl pouzit

pro Western blotting.

445 Western blotting

Na jeden gel bylo piipraveno 6 kusi filtraéniho papiru a 1 nitrocelulézova membrana.
Filtra¢ni papiry byly namoceny do transferového pufru, nitrocelul6zova membrana byla nejprve
namocena V destilované vod¢, posléze také v transferovém pufru. Povrch blotovaci kazety byl
navlh¢en transferovym pufrem a postupné na ni byly skladany komponenty po pienos. Na plochu
blotovaci kazety byly polozeny 3 filtra¢ni papiry, nitrocelul6zova membrana, gel z SDS-PAGE
a nakonec opét 3 filtra¢ni papiry. Po navrstveni byly komponenty uhlazeny vale¢kem, aby byly
vytla¢eny ptipadné bubliny a zamezilo se nekvalitnimu pfenosu. Blotovaci kazeta byla uzaviena
a transferova aparatura byla spusténa. Pfenos proteindi na membranu probihal 45 minut pii

konstantnim elektrickém napéti 13 V. Po 45 minutach transferu byla kazeta vyjmuta z pfistroje
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a oteviena. Membrana byla po transferu blokovana 30-60 minut v blokovacim roztoku (roztoku
suseného mléka v 1xTBS), poté byla proplachnuta roztokem 1xTBS. Po blokovani
nespecifickych proteinii byla membrana vyziznuta v oblasti vyskytu zkoumaného proteinu
a Vv oblasti referen¢niho proteinu B-aktinu. Na vyfiznuté ¢asti membrany byly aplikovany roztoky
suseného mléka v 1xTBS s primarnimi protilatkami proti zkoumanému (rabbit monoclonal anti-
VCP antibody, fedéni 1:1000) a referenénimu (mouse monoclonal anti-B-aktin antibody, fedéni
1:300) proteinu. Vytiznuté prouzky membrany byly v roztocich protilatek 1 hodinu inkubovany,
po inkubaci byly roztoky odsaty a membrany byly proplachnuty roztokem I1xTBS. Na
proplachnuté prouzky membrany byly naneseny roztoky susené¢ho mléka v 1xTBS s peroxidazou
znac¢enymi sekundarnimi protilatkami proti kralici a mysi primarni protilatce (ob¢ fedéni 1:1000)
amembrana byla 1 hodinu inkubovana. Po inkubaci byla membrana zakapana detekénim
¢inidlem SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate a vlozena do detekéniho
ptistroje ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad). Nasledné byla vyfocena a analyzovana

pomoci Image Lab 6.1.

44,6 Laserova mikroiradiace

Jeden den pied laserovou mikroiradiaci byly bunky U-2 OS stabilné exprimujici Ub-GFP,
P97-GFP a NPL4-GFP, buniky H1299 stabiln¢ exprimujici P97-GFP a mutantni buiiky NPL4-
GFP vysety na 24-jamkové destic¢ky se sklenénym dnem (Cellvis) v hustoté 8 — 10x10° bunék/ml
dle typu bunétné linie. V ptfipadé¢ mutantnich linii NPL4-GFP bylo nutné z divodu vyvolani
genové exprese NPL4 pridat k buiikam doxocyklin v koncentraci 1pg/ml. Hodinu pied laserovym
mikroozafenim byly K bunikam ptidany chemikalie v pfislusném mnozstvi a 30 minut pied
ozatovanim byly buniky navic senzitizovany na vlnovou délku UV-A pomoci 20 puM 8-
methoxypsoralenu (8-MOP). Po senzitizaci byly buiiky umistény dovnitf inverzniho mikroskopu
Zeiss Axioimager Z.1 v kombinaci s LSM 780 konfokalnim modulem. Laserové mikrozafovani
bylo provadéno pii 37 °C pies objektiv X40 s vodni imerzi (Zeiss C-Apo 403 / 1,2WDICIII) za
pouziti 355 nm 65 mW laseru nastaveného na 100% vykon K indukci DNA poskozeni. Celkova
davka laseru byla nastavena na dvacet ozatfovacich cykli. Buiky byly nasledné v nékolika

¢asovych intervalech snimany nebo U nich byla provedena imunofluorescen¢ni detekce.
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Obr. 17: Princip laserové mikroiradiace. Bunky jsou vystaveny laserovému ptisobeni.
Draha laseru (Cervené Cary) Citd v celém zorném poli 32 linedrnich pruhi, tzv. stripii. Po laserové
mikroiradiaci Ize postupem ¢asu sledovat vazbu GPF-zna¢enych proteint, zapojenych do reakce
na poSkozeni DNA, v mistech indukovanych stripti. To lze pozorovat na detailnim vyfezu po

10 minutach od indukce poskozeni (znaceno Sipkami).

4.47 Imunofluorescence

Buiky byly 5 minut po laserové mikroiradiaci fixovany vychlazenym 4% formaldehydem
po dobu 15 minut pii pokojové teplote, promyty 1xPBS a permeabilizovany 0,5% Tritonem X-
100 v 1xPBS po dobu 5 minut. Po promyti 1xPBS byly buniky imunoznac¢eny primarni protilatkou
(mouse monoclonal anti-yH2A, fedéni 1:500) po dobu 1 hodiny pfi pokojové teploté. Poté byly
bunky proplachnuty 1xPBS a barveny sekundarni protilatkou (goat anti-mouse, fedéni 1:1000)
konjugovanou s Alexa Fluor 568 po dobu 1 hodiny pii pokojové teploté. Bunééna jadra byla
vizualizovana barvenim DAPI po dobu 2 minut pii pokojové teploté. Po pisobeni DAPI byly

bunky oplachnuty vodou, osuseny a pozorovany v konfokalnim mikroskopu.

448 Koloniformni assay (CFA; Colony Formation Assay)
Bunky U-2 OS aH1299 byly vysazeny do dvanacti-jamkové kultivacni desky
v koncentraci 100 bunék/ml. Dal§i den byly kbuitkam pfidany chemikalie v piisluSnych

koncentracich, pripadné byly bunky vystaveny rentgenovému zateni, a poté kultivovany po dobu
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7-10 dni (dle typu bunécné linie). Po uplynuti doby kultivace bylo médium z jamek odsato,
kolonie byly proplachnuty 1xPBS a fixovany vychlazenym 70% ethanolem po dobu 15 minut.

Poté byly kolonie vizualizovany krystalovou violeti, skenovany a spocitany.
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5 VYSLEDKY

5.1 Konstrukce bunéénych linii stabilné exprimujicich GFP-znacené

proteiny
Pro nékteré experimenty bylo nutné zkonstruovat bunééné linie stabiln€ exprimujici GFP-
znacené proteiny. Transfekci pPCMV6-VCP-GFP byly vytvofeny bunééné linie H1299 a U-2 OS
stabiln¢ exprimujici P97-GFP a pro ovéfeni uspésné transfekce byl pouzit Western blot. Jako

referen¢ni protein pro kontrolu naneseni vzorku byl vyuzit B-aktin.

Transfekce pPCMV6-VCP-GFP vektorem byla tspé$na v obou bunéénych linich, coz
potvrzuje vyskyt produktu o velikosti mezi 100 a 150 kDa, ktery odpovida exogennimu P97
s navazanym GFP fluoroforem. V kontrolnich vzorcich parentalni buné¢né linie (znacenych jako
mock), se produkt této velikosti nevyskytuje a vzorek obsahuje pouze endogenni P97 o piiblizné
velikosti 100 kDa. Referen¢ni B-aktin (produkt o piiblizné velikosti 50 kDa) i endogenni P97 se
vyskytuji ve vSech vzorcich ve stejné mife, kdezto P97-GFP je v buné¢né linii U-2 OS zastoupen
hojné&ji (Obr. 18). Z toho lze usuzovat, Ze bude tato linie vykazovat stabilné&jsi expresi P97-GFP

a pro nasledujici experimenty bude tak vhodné;jsi.
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& &
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50 kDa s B-aktin
H1299 U-2 OS

Obr. 18: Prikaz tspésné transfekce bunéénych linii H1299 a U-2 OS vektorem
pPCMV6-VCP-GFP. Mock znaci kontrolni vzorky parentalni bunééné linie. Tyto vzorky proto
vykazuji pouze produkt o ptiblizné velikosti 100 kDa, ktery odpovida relativni molekulové
hmotnosti endogenni segregazy P97. Produkt o velikosti mezi 100 a 150 kDa odpovida exogenni
segregaze P97 s navazanou GFP znackou. Tento produkt je pfitomen V transfekovanych vzorcich

obou bunéénych linii. B-aktin ptitomny ve vSech vzorcich slouzi jako kontrola naneseni vzorkd.
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5.2 Efekt spoluptsobeni UV-A, 8-methoxypsoralenu a riznych inhibitora
sloZzek UPS na dynamiku proteinii zapojenych do DDR

K vyznamnému pokroku Vv identifikaci a charakterizaci klicovych proteint zapojenych do
odpovédi na poskozeni DNA doslo diky zavedeni dilezit¢é metody, tzv. laserové
mikroiradiace. Tato technika umoziuje v bunikach generovat mistné specifické poskozeni DNA,
véetné dvouvlaknovych zlomt (DSB), pomoci lasert spojenych s fluorescenénimi mikroskopy
(Kim et al., 2019). Muze byt doprovazena a podporovana bunénou fotosenzitizaci 8-
methosypsoralenu (8-MOP), halogenovymi analogy thymidinu (bromodeoxyuridin; BrdU) nebo
interkala¢nimi ¢inidly (Hoechst) (Polo et Jackson, 2011; Limoli et Ward, 1993). Po indukci
poskozeni ve formé stripti, viz. kapitola 4.4.6, mohou byt proteiny analyzovany V Zivych nebo
fixovanych buiikach za Gcelem studia prostorové, Casové a koordinované dynamiky proteind
zapojenych do reakce na poskozeni DNA (Kim et al., 2019). Na bunéénych liniich U-2 OS se
stabilni expresi Ub-GFP, P97-GFP a NPL4-GFP, H1299 se stabilni expresi P97-GFP
a mutantnich U-2 OS-(MUT)-NPL4-GFP bylo sledovano rekrutovani GFP-zna¢enych proteint
do laserem poskozenych oblasti v DNA.

5.2.1 P97-GFP kolokalizuje se signalem YH2AX po fotoaktivaci 8-methoxypsoralenu
P97/VCP segregaza zajistuje odstranéni polyubikvitinovanych proteinovych substrati
a je proto zasadnim faktorem regulujicim opravu posSkozeni DNA (Meyer et al., 2012; Vaz et al.,
2013). Aby byl otestovan vliv presenzitizaéniho ¢inidla 8-MOP na indukci poskozeni DNA
laserovou mikroiiradiaci a byla tak potvrzena translokace P97 do mist poskozeni, byla na bunééné
linii U-2 OS se stabilni expresi P97-GFP provedena imunofluorescence s protilatkou proti
znamému markeru poskozené DNA (YH2AX). Buiky byly vzdy presenzitizovany c¢inidlem

8-MOP 30 minut pfed samotnou laserovou mikroiradiaci.

Bylo pozorovano, ze marker poskozené DNA yH2AX (Cerveny signal) byl v oblasti drahy
laseru (stripu) ptitomen a P97-GFP se v téchto mistech rovnéz shlukoval (zeleny signal), coz
potvrzuje lokalizaci P97-GFP v mistech poskozeni (Obr. 19). Ze snimkd konfokalni
imunofluorescencni analyzy je patrné, ze kolokalizaci P97-GFP a yH2AX vykazuji az buiky
vystavené 8-methoxypsoralenu (8-MOP). Pasobenim UV-A totiZ dochazi k fotoaktivaci tohoto
¢inidla (Hovest et al., 2006; Dardalhon et al., 2007), coz zpusobuje silngjsi poskozeni DNA, jak
je patrné z intenzity signalu yH2AX. Pii slabsi mife poSkozeni DNA Vv buiikach vystavenych
pouze UV-A nedoslo K viditelné akumulaci P97-GFP v misté poskozeni (Obr. 19).
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Obr. 19: P97-GFP kolokalizuje se signalem yYH2AX po fotoaktivaci 8-
methoxypsoralenu. Bez ptisobeni 8-MOP nebylo pozorovovano viditelné rekturovani P97-GFP
do mist poskozeni, ale k signalizaci YH2AX v malé mife dochazelo. Po ptsobeni 8-MOP bylo
shlukovani P97-GFP v mist¢ drahy laseru (znaceno bilymi Sipkami) pozorovano. DNA byla navic
fotoaktivaci 8-MOP silné poskozena a dochazelo k tvorbé vyraznéjsiho signalu YH2AX. Bunécna

jadra byla dobarvena DAPI (modry signal). Méftitko ¢ini 10 pm.

5.2.2 Prostorova acasova dynamika P97-GFP pri rekrutoviani do mist laserového
poskozeni
P97 se pfipojuje K ubikvitinovanym fetézcim V mistech DSB prostfednictvim
kofaktorového komplexu UFD1-NPL4 (UN), ktery disponuje ubikvitin vazebnou doménou
(Meyer et al., 2002; Meerang et al., 2011; Asc et al., 2011) Jakmile se tedy komplex P97-UN
nachdzi v mistech poskozeni DNA, dochazi k segregaci ubikvitinovanych substratl, coz vede
Kk utlumu signaliza¢ni kaskady ubikvitinu v mistech poskozeni DNA a k vazb¢ dalSich proteint

ucastnicich se oprav DNA (Meerang et al., 2011; Torrecilla et al., 2017).

Pro pozorovani presné dynamiky proteinu bylo v 8-MOP presenzitizovanych burnkach U-
2 OS se stabilni expresi P97-GFP sledovano rekrutovani GFP-znaceného proteinu po indukci
laserové mikroiradiace. Viditelné rekrutovani P97-GFP do mist poskozeni bylo pozorovano jiz
ve treti minuté od indukce poskozeni (Obr. 20) a setrvavalo az do tficaté minuty, kdy se zacal

signal pomalu vytracet.
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Obr. 20: Casova aprostorova dynamika P97-GFP v reakci na indukované
poskozeni DNA pozorovana na bunééné linii U-2 OS. Ve tieti minuté po laserové mikroiradiaci
Ize pozorovat v 8-MOP presenzitizovanych buiikach shlukovani P97-GFP do mist poSkozeni

(znaceno Sipkami) a tento signal postupem casu slabne. Méfitko ¢ini 10 pm.

Jelikoz byl P97 hlavnim zajmovym proteinem této prace, byla jeho dynamika pozorovana
také v buné¢éné linii H1299-P97-GFP. Jak bylo jiz avizovano Vv kapitole 5.1, exprese GFP-
znaCeného proteinu nebyla tak silna, jako ve druhé pozorované linii U-2 OS-P97-GFP. Nicméné
bylo prokazano, ze translokace P97-GFP do mist poskozeni probiha iV této linii béhem tieti
minuty od laserové mikroiradiace, ale jeho signal slabne mnohem dfive, a to béhem 15 minuty od

indukce poskozeni (Obr. 21).

P97-GFP

Obr. 21: Casova aprostorova dynamika P97-GFP v reakci na indukované

poskozeni DNA pozorovana na bunécné linii H1299. Ve tfeti minuté od indukce poskozeni Ize
pozorovat v 8-MOP presenzitizovanych bunikach shlukovani P97-GFP do mist 1ézi (znaceno

Sipkami) a tento signal postupem casu slabne. Métitko ¢ini 10 um.
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523 P97-GFP se rekrutuje do mist poskozeni ip¥Fi presenzitizaci bunék BrdU
a Heochstem33258
Ve dvou bunéénych liniich se podafilo prokazat, ze po oSetieni bunék presenzitizacnim
¢inidlem 8-MOP dochazi k rekrutovani P97-GFP do mist dvouvlaknovych zlomu piiblizné po
tfech minutach od indukce laserové mikroiradiace (Obr. 20 a 21). Dale bylo zkoumano, zda bude
translokace P97-GFP do mist poskozeni probihat také po osetfeni bunék jinymi presenzitizacnimi
¢inidly. Byl studovan vliv 5-brom-2"-deoxyuridinu (BrdU) a Hoechst33258 na rekrutovani P97-

GFP v bunéeéné linii U-2 OS se stabilni expresi tohoto GFP-znaceného proteinu.

Podatilo se prokazat, ze K rekrutovani P97-GFP dochazi jak v bunkach vystavenych
puisobeni BrdU, tak v buiikach vystavenych pisobeni Hoechstu33258 (Obr. 22). Cinidlo BrdU
zpusobilo translokaci P97-GFP do mist poSkozeni po tfech minutach od indukce stripi. Bylo tedy
dosazeno stejného efektu jako po vystaveni bunék presenzitizaénimu ¢inidlu 8-MOP. Zajimavych
vysledkt vSak bylo dosazeno po vystaveni bunék ¢inidlu Hoechst33258. V téchto butikach bylo
rekrutovani P97-GFP pozorovano ihned po indukei laserové mikroiradiace. V navaznosti na to by
bylo velmi zajimavé studovat, zda by Hoechst33258 ovlivnil stejnym zplisobem rychlost

translokace dal$ich proteintl zapojenych do DDR.

. Hoechst33258 BrdU
((ri’?l?]) 0,5 3
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Obr. 22: Vliv presenzitiza¢nich ¢inidel Hoechst33258 a BrdU na rekrutovani P97-

GFP. Po vystaveni bun¢k U-2 OS se stabilni expresi P97-GFP laserové mikroiradiaci bylo
rekrutovani P97-GFP (vyznaceno Sipkami) pozozorovano V piipadé oSetfeni cinidlem
Hoechst33258 po 30 sekundach od indukce stripit a po 3 minutach od indukce stripti v ptipadé

oSetfeni bunék BrdU. Métitko ¢ini 10 pum.
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5.2.4 Rizné inhibitory slozek UPS zamezuji rekrutovani P97-GFP v misté poskozeni
DNA
Dale bylo studovano, jaky vliv budou mit na rekrutovani P97-GFP v mistech poskozeni
rizné inhibitory slozek ubikvitin-proteazomového systému. Na buiiky U-2 OS se stabilni expresi
P97-GFP pusobily inhibitory UPS 1 hodinu, konkrétné se jednalo o inhibitor 20S proteazomu
Bortezomib (1 puM), inhibitor P97 CB-5083 (5 uM), inhibitor ubikvitin-aktiva¢niho enzymu
UBA1 MLN7243 (5 uM) a inhibitor funkce NPL4 CUuET (250 nM). Poté byly bunky 30 minut

presenzitizovany ¢inidlem 8-MOP a vystaveny laserové mikroiradiaci.

Bylo pozorovano, ze Bortezomib (BTZ) oslabil oproti kontrole translokaci P97-GFP do
mist indukovaného poskozeni DNA. Oslabené rekrutovani P97-GFP do mist 1ézi bylo pozorovano
také v bunkach oSetfenych CuET (Obr. 24). Publikace Rycenga et al. (2019) uvadi, ze ztrata
ubikvitinu brani akumulaci P97. Pro simulovani deplece ubikvitinu byl v této diplomové praci
vyuzit inhibitor ubikvitin-aktiva¢niho enzymu MLN7243, po jehoz puisobeni opravdu k zadnému
rekrutovani P97-GFP v misté laserového poskozeni nedoslo (Obr. 24). Rekrutovani P97-GFP

v mistech poskozeni DNA nebylo pozorovano ani po osetieni bun¢k inhibitorem CB-5083. Tento

efekt uplné inhibice translokace P97-GFP do mist 1ézi DNA zptisobeny CB-5083 byl pozorovan
na piikladu dvou bunéénych linii, U-2 OS-P97-GFP a H1299-P97-GFP (Obr. 23 a 24).

P97-GFP

Obr. 23: Vliv CB-5083 na rekrutovani P97-GFP v misté poSkozeni na prikladu
bunééné linie H1299. Inhibitor CB-5083 (5 puM) zabranil shlukovani P97-GFP v misté

laserového poskozeni. Méfitko €ini 10 pm.
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Obr. 24: Vliv riznych inhibitora UPS na rekrutovani P97-GFP v misté poskozeni

na piikladu bunécné linie U-2 OS. Rekrutovani P97-GFP v mistech poskozeni (znaceno
Sipkami) bylo pozorovano V buitkach osetfenych 1 pM Bortezomibu (BTZ) a 0,25 uM CUuET.
Inhibitory CB-5083 (5 uM) a MLN7243 (5 uM) shlukovani P97-GFP v misté poskozeni plné

zabranily. Méfitko Cini 10 um.
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5.25 NPL4 se rekrutuje do mist poskozeni DNA

P97 je cilena na mista poSkozeni DNA prostiednictvim polyubikvitina¢nich signalu, které
jsou rozeznavany jeho vazebnym kofaktorem NPL4 (Asc et al., 2011). Na zakladé toho bylo
sledovano, zda se NPL4-GFP rektutuje do mist poskozené DNA a s jakou kinetikou. Buiiky
bunécné linie U-2 OS se stabilni expresi NPL4-GFP byly osetfeny presenzitizacnim Cinidlem 8-

MOP a poté vystaveny laserové mikroiradiaci.

Bylo pozorovano, ze ¢as rekrutovani NPL4-GFP piesné odpovida ¢asu shlukovani P97-
GFP v mistech laserového poSkozeni. Rekrutovani proteinu zaéina ve tfeti minuté od indukce
poskozeni, stejné jako ujeho vazebného partnera, asignal slabne ve tficaté minuté od
mikroiradiace (Obr. 25). To potvrzuje, Zze se P97-GFP do mist poSkozeni DNA vaze spolu
s NPL4-GFP.

v NPL4-GFP
(min) 0 3 5 10

Obr. 25: Casova aprostorova dynamika NPL4-GFP v reakci na indukované

poskozeni DNA pozorovana na bunééné linii U-2 OS. Ve tieti minuté po laserové mikroiradiaci
Ize pozorovat v 8-MOP oSetfenych butikach shlukovani NPL4-GFP do mist laserového poskozeni

(znaceno Sipkami) a tento signal postupem casu slabne. Méfitko ¢ini 10 um.

5.2.6  Vliv mutaci NPL4 na schopnost vazat ubikvitin

Jak jiz bylo zminéno V literarnim ptehledu, NPL4 je schopna vézat ubikvitin
prostfednictvim specifické domény S motivem zinkovych prsti, tzv. NZF (NPL4 Zinc Finger),
vyskytujici se v C-terminalni oblasti proteinu (Meyer et al., 2002). Dale disponuje putativni

doménou zinkového prstu (ZF-NPL4) v konzervativni oblasti od 113-255 aminokyseliny (Lass et
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al., 2008). Vyuvstala tedy otazka, jaky vliv na vazbu ubikvitinu by mutace téchto motivii mohly
mit. Byly proto pouzity dvé dfive laboratofi vytvofené mutantni bunécéné linie U-2 OS
s doxocyklinem indukovanou expresi NPL4-GPF. Prvni mutantni bunéénd linie nesla mutaci
v doméné NZF, proto byla ozna¢ena jako C-terminal NZF-MUT (zkr. C-term-MUT). V této linii
byly cysteiny v pozicich 586, 589, 600 a 603 nahrazeny alaniny. Ve druhé mutantni bunééné linii
byly cysteiny v pozicich 138 a 141 a histidiny v pozicich 161 a 165 nahrazeny alaniny a linie byla
pojmenovana putative (anglicky nazev pro ,,domné&ly) ZF-MUT (zkr. PUT-MUT) (Skrott et al.,

2017). Zmény v aminokyselinové sekvenci jsou znazornény na Obr. 26.

wild type  580---AAMWACQHCTFMNQPGTGHCEMCSLPRT---608
C-term-MUT 580---AAMWAAQHATFMNQPGTGHAEMASLPRT—--608

N-terminal—{ |PUT-ZF | | NZF }—C-terminal

130---RHGPLGKCVHCVPLEPFDEDYLNHLEPPVKHMSFHAYIRK---171 wild type
130--—RHGPLGKAVHAVPLEPFDEDYLNHLEPF’VKAMSFAAYIRK---171 PUT-MUT

Obr. 26: Sekvence aminokyselin NPL4 proteinu v mutantnich bunéénych liniich.
U C-terminalni mutanty (C-term-MUT) jsou cytosiny zinkovych prsti zaménény za alaniny,
u putative mutanty (PUT-MUT) jsou cytosiny a histidiny zinkovych prst zaménény za alaniny.
Pievzato ze Skrott et al., 2017 a upraveno.

Jelikoz se predpoklada, Ze je za rozpoznani a vazbu ubikvitinu zodovédna primarné NZF
doména (Meyer et al., 2002; Lass et al., 2008), bylo oéekavano, Ze mutace v tomto motivu bude
mit za nésledek inhibici rekrutovani NPL4 na polyubikvitinované proteiny Vv misté laserového
poskozeni. Piekvapivé v§ak k takovému efektu v C-term-MUT bunééné linii nedoslo, a v mistech
poskozeni DNA byla pozorovana pomérné silnd akumulace tohoto GFP-znaceného proteinu
(Obr. 27). Dalsi motiv zinkového prstu, oblast ZF-NPL4, je dalezity pro vazbu proteinového
kofaktoru UFD1. V publikaci Lass et al. (2008) bylo pozorovano, ze delece tohoto zinkového
prstu vede k tvorbé cytoplazmatickych a jadernych agregatu proteinu. Nebylo tedy piekvapivé,
ze mutantni linie PUT-MUT vykazovala fenotyp projevujici se tvorbou agregovanych forem
s klastry NPL4-GFP. Agregovana imobilni forma proteinu se do mist poSkozeni nerekrutovala,
a proto bylo mozno pozorovat ,,negativni stripy®, které vznikly pravdépodobné jako disledek
vysviceni (tvz. vybleachovani) lokaln¢ stabilniho signalu PUT-MUT NPL4-GFP. Kromé
agregované formy bylo v této bunééné linii moZno pozorovat signal difuzni neagregované formy,

kterd umoznila slabé rekrutovani NPL4 v misté poskozeni DNA (Obr. 27).
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Obrazek 27: Vliv mutaci NPL4 na vazbu ubikvitinu. Na mutatnich bunkach
bunécnych linii PUT-MUT a C-term-MUT byla sledovana vazba ubikvitinu do mist

indukovaného poskozeni (oznaceno Sipkami). Méfitko ¢ini 10 um.

5.2.7  VIiv riaznych inhibitora sloZek UPS na rekrutovani NPL4-GFP

Na bunécné linii U-2 OS se stabilni expresi NPL4-GFP byl pozorovén vliv akumulace
znac¢eného proteinu v misté indukovaného poskozeni. Na buniky U-2 OS se stabilni expresi NPL4-
GFP plsobily 1 hodinu inhibitory riznych slozek UPS, konkrétné inhibitor 20S proteazomu
Bortezomib (1 puM), inhibitor P97 CB-5083 (5 uM), inhibitor ubikvitin-aktivaéniho enzymu
UBA1 MLN7243 (5 uM) a inhibitor funkce NPL4 CuET (0,5 a 1 uM). Buriky byly poté 30 minut

presenzitizovany ¢inidlem 8-MOP a vystaveny laserové mikroiradiaci.

Po oSetieni bun¢k Bortezomibem doslo K rekrutovani NPL4-GFP do oblasti poskozeni
DNA, stejné jako to bylo pozorovano na ptikladu P97-GFP. Po vystaveni bunék pilisobeni

inhibitoru CB-5083 bylo pozorovano jen vVelmi slabé shlukovani GFP-zna¢eného proteinu v misté
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poskozeni. Tento slaby signal NPL4-GFP byl pozorovan také po pisobeni MLN7243 (Obr. 28).
Po pusobeni CuET (1 pM) byla indukovana tvorba proteinovych klastrti pfipominajici udalosti
pozorované V mutantnich bunikach PUT-MUT (Obr. 27). Pfi uziti 0,5 uM koncentrace CUET

k omezenému rekrutovani NPL4-GFP do mist laserového poskozeni jesté dochazelo (Obr. 28).

NPL4-GFP

MLN7243 CB-5083

CuET
(0,5uM)



Obr. 28: VIliv riznych inhibitora UPS na rekrutovani NPL4-GFP v misté poskozeni
na prikladu bunécné linie U-2 OS. Shlukovani NPL4-GFP v mistech poSkozeni (znaceno
Sipkami) bylo Vrozliénych intenzitdich pozorovano ve vSech testovanych buikach.
Nejintenzivngj$i rekrutovani NPL4-GFP probihalo v kontrolnich buiikach (mock), slabsi signal
NPL4-GFP byl pozorovan po pisobeni 1 uM Bortezomibu (BTZ) a 0,5 uM CUET. Inhibitory CB-
5083 (5 uM) a MLN7243 (5 uM) zptsobovaly v misté poskozeni jen mirné shlukovani GPF-
znacen¢ho proteinu. CuET se v1 puM koncentraci projevilo tvorbou proteinovych agregatu.

Megritko ¢ini 10 um.

5.2.8 Laserem indukované poskozeni DNA zpiisobuje akumulaci ubikvitinu v misté DBS

Fazni GFP-znacené ubikvitiny (Ub-GFP) jsou funk¢éné konjugovany se substraty
a vykazuji obdobnou lokalizaci jako endogenni ubikvitin (Qian et al., 2002). Proto byl Ub-GFP
vyuzit pro studium ubikvitina¢niho signdlu v mistech indukovaného poskozeni DNA. Buiiky
bunééné linie U-2 OS se stabilni expresi Ub-GFP byly presenzitizovany ¢inidlem 8-MOP a poté

vystaveny laserové mikroiradiaci.

Pocatecni vysviceni fluoroforu GFP v exponované oblasti pozorované V prvni minuté od
mikroiradiace nasledovalo rychlou lokalni akumulaci fluorescenéniho Ub-GFP do oblasti
vystavené laseru. Viditelna vazba Ub-GFP byla sledovana v paté minuté od indukce poskozeni
a akumulace proteinu setrvala az do devadesaté minuty (Obr. 29). Brzka akumulace Ub-GFP
vV misté¢ drahy laseru tedy jasné potrvzuje jeho dulezitou roli pii signalizaci poskozeni DNA. To

je vsouladu s diive zminovanou studii Doil et al. (2009), ktera uvadi, Ze mezi nejrychlej$imi

proteiny akumulujicimi se vV mistech DBS jsou pro ubikvitinaci nezbyté RNF ligazy.

Ub-GFP

cas
(min)




Obr. 29: Casovi a prostorova dynamika Ub-GFP v reakci na indukované poskozeni
DNA pozorovana na bunééné linii U-2 OS. Signal Ub-GFP v 8-MOP presenzitizovanych
buiikach je v mistech 1ézi (oznaceno Sipkami) viditelny v paté minuté od indukce poskozeni,

kulminuje mezi 15 a 30 minutou a ptetrvava az do 90. minuty. Métitko ¢ini 10 um.

5.2.9 Vliv inhibitora riznych sloZek UPS na rekrutovani Ub-GFP do mist poskozeni DNA

Na buniky U-2 OS se stabilni expresi Ub-GFP pusobily 1 hodinu inhibitor 20S proteazomu
Bortezomib (1 puM), inhibitor P97 CB-5083 (5 uM) a inhibitor ubikvitin-aktivujiciho enzymu
UBA1 MLN7243 (5 uM). Poté byly bunky 30 minut presenzitizovany c¢inidlem 8-MOP

a vystaveny laserové mikroiradiaci.

Oproti kontrolnim buitkam (mock), kde byl signal Ub-GFP stabilni a pozorovatelny i po
90 minutach od mikroiradiace (Obr. 29 a 30), se ptisobeni Bortezomibu (BTZ) projevilo slabsi
akumulaci GFP-zna¢eného ubikvitinu v mistech poskozeni. Tato akumulace Ub-GFP vrcholila ve
30 minutach od indukce poskozeni a nasledovala postupnym poklesem zasob GFP-znaceného
ubikvitinu z modifikovanych histond projevujicim se pomalu slabnoucim signalem v misté stripu
(Obr. 30). Na rozdil od BTZ, po jehoz ptsobeni nebylo pozorovano vyraznéjsi rekrutovani Ub-
GFP, se vbunkach osetfenych CB-5083 jevil signal Ub-GFP v mistech poskozeni oproti
kontrolnim bufikam silng&j$im a vyrazn&jsim (Obr. 30). Vlivem MLN7243, ktery je silnym
inhibitorem ubikvitin aktiva¢nich enzymu, dochazi k naru$eni ubikvitina¢ni kaskady, proto nebyl
signal Ub-GFP v mistech poSkozeni pozorovan (Obr. 30). Zajimavé je, ze kombinaci UV-A
s inhibitorem MLN7243 doslo Kk velmi vyrazné zméné bunétné morfologie naznacujici silnou

toxicitu této kombinace poskozeni DNA s inhibici ubikvitin-aktiva¢niho enzymu.
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Obr. 30: Vliv riznych inhibitori UPS na rekrutovani rekrutovani Ub-GFP v misté

poskozeni na prikladu bunééné linie U-2 OS. Oproti kontrolnim bunkam bylo Vv bunkach
oSetfenych 1 uM Bortezomibem (BTZ) pozorovano omezené shlukovani Ub-GFP (zna¢eno
Sipkami) V mistech laserového poSkozeni. Vyrazné&jsi signal oproti kontrole vsak vykazovaly
buriky po oSetieni 5 uM CB-5083. V burkach osetfenych MLN7243 (5 uM) rekrutovani Ub-GFP

pozorovano nebylo. Méfitko ¢ini 10 um.

5.2.10 Kombinace laserové mikroiradiace a CB-5083 je silné toxicka

Pii zkoumani vlivu laserové mikroiradiace bylo vypozorovano, ze u€inky samotného
UV-A zafeni nevedou Kk vyraznym zménam v morfologii bun¢k (Obr. 31). K vyraznym zménam
v morfologii nedochdzi ani pfi vystaveni bun¢k ucinkiim samotného inhibitoru P97 CB-5083. Az
po jejich spoluptisobeni jsou patrné velmi vyrazné morfologické zmény buncék (Obr. 32).
Vhledem k tomu, Ze k takovému stavu doslo az po indukci laserového poskozeni, je ziejmé, ze
kombinovany u¢inek laserové mikroiradiace a inhibitoru P97 je pro buiky silné toxicky, a lze se

domnivat, ze dochazi K jejich vzajemné potenciaci.
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Obr. 31: Vliv samotné laserové mikroiradiace na rakovinné buiiky U-2 OS se
stabilni expresi Ub-GFP. (A) Porovnani bun&tné morfologie v ¢ase 0 a60 minut po
mikroiradiaci u kontrolnich pre-treatovanych bunék. Métitko ¢ini 10 um. (B) P¥imé porovnani
bunécné morfologie bunék ozarenych mikroiradiaci se sousednimi neozatenymi buiikami v Case

70 minut.

Cas
(min) A
neozarené buriky . ozarené burky

60

Obr. 32: Vliv laserové mikroiradiace na rakovinné buiiky U-2 OS se stabilni expresi
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Ub-GFP v kombinaci s inhibitorem CB-5083. (A) Porovnani bun&tné morfologie v case
0 a 60 minut po mikroiradiaci u bunék pre-treatovanych CB-5083. M¢ftitko ¢ini 10 um. (B) Piimé
porovnani bunééné morfologie bunék ozarenych mikroiradiaci se sousednimi neozafenymi

bunkami v ¢ase 70 minut.

5.3 Efekt spolupisobeni inhibitoru CB-5083 sIR zafenim a béZnymi
chemoterapeutiky

5.3.1 CB-5083 s IR zareni se vzadjemné potencuji

Jelikoz se ukézalo, ze se kombinace inhibitoru CB-5083 s laserovou mikroiradiaci
projevuje v bunikach velmi silnym toxickym téinkem, nabizi se otazka, jaky efekt by mohla mit
kombinace CB-5083 s IR zafenim, které stejné jako laserova mikroiradiace indukuje v DNA
dvouvlaknové zlomy. Protoze P97 hraje dilezitou roli Vv signalizaci poskozeni po vystaveni
ionizujicimu zareni (Meerang et al., 2011), mohlo by ucinek inhibitoru segregazy CB-5083
potencovat. Pro stanoveni moznych interakci inhibitoru CB-5083 s ionizujicim zatenim byl vyuzit
test tvorby koloni (CFA; colony formation assay). Jedna se 0 in vitro test zaloZeny na schopnosti
bun¢k vytvaret kolonie po oSetfeni cytotoxickych latek nebo po plsobeni ionizujiciho zafeni
(Franken et al., 2006), a proto je test vhodny jak ke stanoveni u¢innosti samotného inhibitoru CB-

5083, tak pro stanoveni jeho u¢inkti v kombinaci s IR zatenim, ptipadné dal$imi latkami.

Nejdiive bylo nutné stanovit optimalni koncentraci CB-5083, se kterou bude vhodné dale
pracovat. Byl sledovan efekt riiznych koncentraci inhibitoru na relativni pocet kolonii buné¢nych
linii U2-OS a H1299 (Obr. 33). Jako nejoptimalnéjsi se jevilo rozmezi koncentraci V hodnotach
300-500 nM. Jelikoz se vSak koncentrace 500 nM projevila v bunééné linii U-2 OS pfilisSnym
ubytkem V relativnim poctu kolonii, byly pro kombinaci s IR zafenim zvoleny koncentrace
inhibitoru v hodnotach 300 a 400 nM.
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Obr. 33: Krivky preziti bunéénych linii U-2 OS a H1299 po pisobeni CB-5083
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v riznych koncentracich. Ktivky ukazuji primér hodnot relativniho poctu kolonii ze tfi

nezavislych experimentd a smérodatné odchylky téchto hodnot.

Mimo pouziti dvou riznych koncentraci CB-5083, byly pro studium efektu
spoluptsobeni inhibitoru segregazy P97 a IR zateni zvoleny také dvé davky ozafovani. Bunééna
linie U-2 OS byla oproti H1299 na samotnou radiaci senzitivngjsi (Obr. 34). Uginek samotného
CB-5083 v 300 nM koncentraci se oproti neoSettenym kontrolnim bunkdm projevil
15% poklesem Vv relativnim poctu kolonii. Pasobenim 400 nM CB-5083 doslo K témér
dvojnasobnému efektu oproti méné koncentrované davce tohoto inhibitoru, a bylo dosazeno
ptiblizné 30% poklesu v relativnim po¢tu kolonii. Tento trend byl opisovan i pii vystaveni bun¢k
IR zafeni. Vystaveni bunék davce 2 Gy se projevilo poklesem relativniho poctu kolonii pfiblizné
0 50 % ve vSech pozorovanych koncentracich inhibitoru oproti neozafenym bunkam. Davka IR
zateni 4 Gy se projevila pfiblizné€ dvojnasobnym poklesem Vv poc¢tu buné€k tvoricich kolonie oproti
mirngj$i davce ozareni.
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Obr. 34: Utinek ionizujiciho zafeni v kombinaci s CB-5083 na piikladu bunééné
linie U-2 OS. Sloupcovy graf ukazuje pramér hodnot relativniho poctu kolonii ze tii nezavislych

experimentd @ smérodatné odchylky téchto hodnot.

V bunécné linii H1299 nebyl samotny dopad IR zéafeni na bunky tak razantni jako
v bunééné linii U-2 OS (Obr. 35). Davka ozateni 2 Gy zpusobila pfiblizné 15% pokles
v relativnim poctu kolonii oproti bunkam, které IR zafeni vystaveny nebyly, ato ve vsech
pouzitych koncentracich CB-5083. Vystaveni bun¢k vyssi davce zéteni, tedy 4 Gy, se projevilo
rovnez priblizné 15% poklesem Vv poctu bunek schopnych vytvaret kolonie oproti davce 2 Gy.
Prestoze neni linie H1299 na putsobeni IR zafeni tolik senzitivni, bylo pozorovano, ze dochazi

k potenciaci u¢inku inhibitoru segregazy P97.
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Obr. 35: Utinek ionizujiciho zaFeni v kombinaci s CB-5083 na p¥ikladu buné&né
linie H1299. Sloupcovy graf ukazuje primér hodnot relativniho poctu kolonii ze tfi nezavislych

experimentd @ smérodatné odchylky téchto hodnot.

Kombinované osetfeni IR a CB-5083 vede ke sniZeni relativniho poctu bun€k tvoticich
kolonie ve srovnani s bunkami vystavenymi samotnému IR. Vysledky tedy jasné ukazuji, ze
kombinace oSetfeni bunék CB-5083 ajejich vystaveni IR pasobi na rakovinné buniky velmi

toxicky. Tato vzajemna potenciace byla prokazana na piikladu dvou bunéénych linii.

5.3.2 CB-5083 vykazuje v kombinaci s bézné vyuzivanymi chemoterapeutiky cisplatinou
a doxorubicinem synergicky u¢inek
Po potvrzeni aditivniho u¢inku IR zafeni na pusobeni inhibitoru segregazy P97 se
naskytla otazka, zda bude takovy 0éinek pozorovan také v kombinaci s bézné pouZivanymi
chemoterapeutiky. V ramci této prace byla pouzita cisplatina, typické interkala¢ni ¢inidlo,

a doxorubicin, latka z tfidy antracyklinovych antibiotik.

Pro studium interakci mezi cisplatinou a CB-5083 bylo opét nutné stanovit optimalni
koncentrace cisplatiny, které budou vhodné ke kombinaci Sjiz optimalizovanou
koncentraci inhibitoru. Pro stanoveni vhodnych koncentraci cisplatiny byl sledovan efekt
koncentra¢ni fady chemoterapeutika na schnopnost bunéénych linii U2-OS a H1299 tvotit

kolonie (Obr. 36). Za optimalni byly v obou bunéénych liniich zvoleny koncentrace 2,5-7,5 uM.
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Obr. 36: Krivky pieziti bunéénych linii U-2 OS a H1299 po pisobeni riznych
koncentraci cisplatiny. Ktivky ukazuji primér hodnot relativniho poctu kolonii ze tii

nezavislych experimentd a smérodatné odchylky téchto hodnot.

Samotny inhibitor P97 zpisobil v bunééné linii U-2 OS sniZeni relativniho poctu kolonii
ptiblizné 0 20 % oproti neoSetienym bunkam. Samotné pasobeni cisplatiny se projevilo sniZzenim
poc¢tu bunék schopnych vytvaret kolonie 0 piiblizné 30-45 % v zavislosti na jeji davce. Pii
kombinaci obou latek se pokles v relativnim poctu kolonii u vSech zkoumanych koncentraci
chemoterapeutika vyrazné prohloubil, ato 0 vice nez polovinu (Obr. 37), coz znali jejich

vzajemnou potenciaci a aditivni ucinek.
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Obr. 37: Utinek cisplatiny v kombinaci s CB-5083 na p¥ikladu bunééné linie
U-2 OS. Sloupcovy graf ukazuje prumér hodnot relativniho poctu kolonii ze tfi nezavislych

experimentd @ smérodatné odchylky téchto hodnot.
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V bunécné linii H1299 nevykazovala samotna cisplatina zadny vétsi ucinek na relativni
pocet kolonii. Piisobeni samotného inhibitoru CB-5083 se v této linii projevilo pfiblizné 30%
poklesem v poétu bunék schopnych tvofit kolonie oproti kontrole. Cisplatina ve vSech zvolenych
koncentracich potencovala u€inky inhibitoru segregazy P97. Razantni pokles V relativnim poctu

kolonii byl zaznamenan zejména u 5 a 7,5 uM koncentraci chemoterapeutika (Obr. 38).
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Obr. 38: Utinek cisplatiny v kombinaci s CB-5083 na p¥ikladu buné&né linie H1299.
Sloupcovy graf ukazuje primér hodnot relativniho poctu kolonii ze tfi nezévislych experimentt

a smeérodatné odchylky téchto hodnot.

Pro identifikaci, zda kombinace 1é¢iv vykazuje synergicky efekt, byl vypocitan
prostiednictvim softwaru CompuSyn kombinac¢ni index (CI) tohoto paru 1éciv. K synergickému
ucinku kombinovanych latek dochazi, je-li kombina¢ni index mens$i nez hodnota 1 (tj. CI<l).
z Obr. 39 je tedy ziejmé, ze v bunééné linii U-2 OS disponuji latky synergickym efektem ve
vSech zkoumanych koncentracich. V bunééné linii H1299 byla prokazana synergie CB-5083

s cisplatinou v koncentracich 5 a 7,5 uM.
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Obr. 39: Hodnoceni synergického efektu cisplatiny na ptasobeni CB-5083
vV bunéénych liniich U-2 OS a H1299. Synergie byla vyhodnocena na zakladé pramérnych

hodnot ze tfi nezavislych experimentt.

Kombinované oSetfeni cisplatinou a CB-5083 vede ke snizeni relativniho poétu bunék
schopnych vytvaret kolonie ve srovnani s butikami oSetfenymi samotnou cisplatinou a samotnym
inhibitorem segregazy P97. Vysledky z obou testovanych bunéénych linii prokazuji, Ze oSetfeni
bun¢k CB-5083 potencuje ucinek cisplatiny na rakovinné buiky. Taktéz byl v obou bunéénych

liniich prokéazan synergicky efekt obou latek.

Dale bylo studovano, zda by nemohl inhibitor CB-5083 potencovat G¢inek doxorubicinu
obdobnou cestou jako u cisplatiny. V pfipadé¢ doxorubicinu vsak byla vramci této prace
pozorovana rozdilna citlivost pouzitych bunécnych linii na toto chemoterapeutikum. Na bunécné
linii U-2 OS byl pozorovan rapidni pokles Vv relativnim poc¢tu kolonii pti koncentraci 20 nM (Obr.
40), kdezto buné&éna linie H1299 vykazovala rezistenci i pti koncentraci 40 nM (data nejsou
uvedena). Ztoho davodu byl potencialni aditivni a synergicky efekt chemoterapeutika
v kombinaci s inhibitorem P97 hodnocen pouze v linii U-2 OS. Jako optimalni pro kombinaci

s CB-5083 byly zvoleny koncentrace doxorubicinu v rozmezi 1-10 nM.
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Obr. 40: Krivka pieziti bunééné linie U-2 OS po pisobeni ruznych koncentraci
doxorubicinu. Ktivka ukazuje prumér hodnot relativniho poctu kolonii ze tii nezavislych

experimentd @ smérodatné odchylky téchto hodnot.

Samotny doxorubicin mél jen maly vliv na pokles relativniho poc¢tu kolonii. CB-5083
ve 400 nM koncentraci se projevil sniZzenim relativniho po¢tu kolonii na 87 %. Pasobil-li inhibitor
soucasné za doprovodu doxorubicinu, poklesy V relativnim po¢tu kolonii byly vice nez poloviéni.
Inhibitor ve spojeni S 1 nM koncentraci doxorubicinu zptsobil pokles relativniho poétu kolonii
na 43 %, ve spojeni S 5 nM koncentraci doxorubicinu na 25 % a ve spojeni 10 nM koncentraci

doxorubicinu na 28 % (Obr. 41).
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Obr. 41: Utinek doxorubicinu v kombinaci s CB-5083 na piikladu bun&né linie
U-2 OS. Sloupcovy graf ukazuje primér hodnot relativniho poctu kolonii ze tii nezavislych

experimentd @ smérodatné odchylky téchto hodnot.
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Stejné jako na ptikladu cisplatiny byl pro identifikaci synergického efektu doxorubicinu
a CB-5083 vypocitan prostfednictvim softwaru CompuSyn kombinaéni index. Z Obr. 42 je
ziejmé, ze Vv bunééné linii U-2 OS vykazuji latky vzajemny synergicky ucinek ve vsech

zkoumanych koncentracich.
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Obr. 42: Hodnoceni synergického efektu doxorubicinu na pisobeni CB-5083.

Synergie byla vyhodnocena na zakladé primérnych hodnot ze tii nezavislych experimentu.

Kombinované oSetfeni buné¢k doxorubicinem a CB-5083 vede ke snizeni jejich
relativniho poctu kolonii ve srovnani s buitkami oSetfenymi témito latkami separatné. Pozitivni
pusobeni CB-5083 v kombinaci s doxorubicinem se podatilo prokazat pouze V jedné testované
bunécné linii. Vysledky nicméné naznacuji, ze oSetfeni bunck CB-5083 potencuje ucinek
doxorubicinu minimalné Vv této bunééné linii. Rovnéz byl v linii U-2 OS prokazan vzajemny

synergicky efekt obou latek.

5.3.3 Inhibitor segregazy P97 CB-5083 nepotencuje u¢inek inhibitoru ATR AZD6738
P97 byl identifikovan jako novy substrat ¢lent rodiny PIKK v buiikdch vystavenych
latkam posSkozujicim DNA. Segregaza P97 totiz disponuje motivem, ktery je Vv reakci na
genotoxické 1é¢by fosforylovan (Livingstone et al., 2005). Proto se kromé studia u¢inkta CB-5083
s klasickymi metodami chemoterapie a radioterapie jevi velmi zajimavym sledovat efekt
kombinace inhibitoru segregazy P97 s inhibitorem ATR AZD6738, ktery je slibnym kandidatem

pro lécbu rakoviny generovanim replikacniho stresu.

Pro stanoveni vhodnych koncentraci inhibitoru ATR byl sledovan vliv koncentra¢ni fady

AZD6738 na relativni pocet kolonii buné¢nych linii U2-OS a H1299 (Obr. 43). Koncentrace
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v rozmezi 0,1-1 pM byly v obou buné&¢nych liniich zvoleny jako vhodné pro hodnoceni aditivniho

ucinku k CB-5083.
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Obr. 43: Krivky pieziti bunééné linie U-2 OS po piisobeni raznych koncentraci

doxorubicinu. Sloupcovy graf ukazuje pramér hodnot relativniho po¢tu kolonii ze tfi nezavislych

experimentd @ smérodatné odchylky téchto hodnot.

Jak je patrné z Obr. 44 a 45, efekt pridani CB-5083 v obou bunéénych liniich takika

nulovy. Nejvétsi vzajemna potenciace inhibitord se projevila ubunétné linie U-2 OS

pii kombinaci CB-5083 s 1 uM AZD6738.
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Obr. 44: AZD6738 v kombinaci s CB-5083 na piikladu bunééné linie U-2 OS

nevykazuje aditivni ucinek. Sloupcovy graf ukazuje primér hodnot relativniho poétu kolonii ze

tf nezavislych experimentt a smérodatné odchylky téchto hodnot.
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Obr. 45: AZDG6738 v kombinaci s CB-5083 na prikladu bunééné linie H1299
nevykazuje aditivni ucinek. Sloupcovy graf ukazuje primér hodnot relativniho poc¢tu kolonii ze

tfi nezdvislych experimentt a smérodatné odchylky téchto hodnot.
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6 DISKUZE

Zamérem této prace bylo blize specifikovat roli proteinového komplexu P97/NPL4 pii
opravé poskozené DNA. Vyvoj léCiv, které narusuji odbouravani bilkovin a indukuji tim
proteotoxicky stres, ma zna¢ny potencial pro protirakovinnou terapii (Vekaria et al., 2016). Cileni
proteinu P97, ktery je nejen zapojeny do procesu degradace bilkovin prostfednictvim ubikvitin-
proteazomového systému, ale také do rozpoznani polyubikvitinacnich signald V mistech
poskozené DNA, ma tak potencial pfekonat nedostatky proteazomovych inhibitorti, které se
potykaji s nedostate¢nou aktivitou V solidnich nadorech a vznikajici rezistenci (Milano et al.,
2009; Wright, 2010; Zhou et al., 2015; Vekaria et al., 2016). Vyvoj inhibitorti dalSich regulatort

proteostazy je tak jednim z nad&jnych sméra protinadorové terapie (Parzych et al., 2019).

V ramci experimentalni Casti této diplomové se podatilo potvrdit, ze se P97-GFP
rekrutuje do mist poskozené DNA, coz bylo prokazano kolokalizaci s markerem yH2AX, a tyto
poznatky jsou v souladu se zavéry piedchozich studii (Fujito et al., 2013; He et al., 2014; Zhu et
al., 2020; Jang et al., 2021). Pfi bliz§im studiu dynamiky P97-GFP se dale v ramci této diplomové
prace podafilo na piikladu dvou bunécénych linii prokazat, ze translokace tohoto GFP-znaceného
proteinu do mist 1ézi nastava asi ve tieti minuté od indukce poSkozeni. V bunécné linii U-2 OS-
P97-GFP zacal signadl GFP-znac¢en¢ho proteinu slabnout ve tficaté minuté po vzniku poskozeni,
kdezto U bunééné linie H1299-P97-GFP bylo pozorovano vytraceni signalu z mist 1ézi ptiblizné
Vv patnacté minuté¢ od vzniku poskozeni. Pti studiu dynamiky NPL4-GFP bylo sledovano, Ze
i rekrutovani tohoto kofaktoru P97 do mist 1ézi probiha kolem tfeti minuty od indukce poSkozeni
a signal slabne po tficaté minute. Lze se tedy domnivat, ze se P97-GFP vaze na poskozenou DNA
spolu s NPL4-GFP. Predpoklada se, ze NPL4 rozpoznava a vaze ubikvitin prostiednictvim
specifické domény S motivem zinkovych prsti, tzv. NZF (NPL4 Zinc Finger), ktera se vyskytuje
v C-terminalni doméné proteinu, ¢imz usnadnuje pristup segregaze P97 Kk polyubikvitinovanym
substratim (Meyer et al., 2002). Jednou z hypotéz bylo, Ze v buiikich mutantni buné¢né linie C-
term-MUT (Skrott et al., 2017) s mutacemi v NZF doméné nebude probihat translokace NPL4-
GFP do mist indukovaného poSkozeni, coz se ale nepotvrdilo, a signal C-term-MUT-NPL4-GFP
se Vv téchto mistech vyskytoval. Lze proto spekulovat, Ze za rozpoznavani a zachyt ubikvitinu
nemusi byt zodpovédna vyhradné¢ NZF doména a je také mozné, ze mutagenezi vytvorena zména
v aminokyselinové sekvenci zinkového prstu oblasti NZF nema na vazbu ubikvitinu vliv. Kromé
této domény se V proteinu nachazi také putativni doména zinkového prstu (ZF-NPL4) (Lass et al.,
2008), proto byl studovan také vliv mutace této domény na rekrutovani NPL4-GFP do mist 1ézi.
V buiikiach mutantni bunééné linie PUT-MUT (Skrott et al., 2017) byly pozorovany dvé formy
NPL4-GFP. Agregovana imobilni forma se do mist poskozeni nerekrutovala a v mist¢ drahy
laseru byly viditelné ,,negativni stripy*, které¢ vznikly pravdépodobné jako disledek vysviceni
pozi¢né stabilniho signalu NPL4-GFP. Mimo tuto agregovanou formu byla v PUT-MUT bunééné

linii pfitomna difizni neagregovana forma, ktera umoziovala slabé rekrutovani NPL4-GFP
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V misté poskozeni DNA.

Déle bylo testovano, zda bude rekrutovani GFP-znacenych P97 a NPL4 ovlivnéno
inhibitory ruznych slozek ubikvitin-proteazomového systému. Podle publikace Rycenga et al.
(2019) dochazi vlivem pusobeni inhibitori P97 k dramatickému nartstu hladin tohoto proteinu
vazaného na DNA. Pii studiu dynamiky P97-GFP po oSetfeni bunék CB-5083 v ramci této
diplomové prace vSak akumulace GFP-znaceného proteinu V mistech laserového poskozeni
pozorovana nebyla. Efekt uplné inhibice v translokaci P97-GFP do mist 1ézi po oSetieni bunék
CB-5083 byl navic prokazan ve dvou buné¢nych liniich. Lze se proto domnivat, ze K nartstu
hladin segregazy P97 v jadrech bunék pisobenim CB-5083 dochazet mtize, ale takto inhibovana
forma P97 nedokaze polyubikvitinované proteiny vazat, a proto neni pozorovano jeji rekrutovani
v mistech poskozeni. Protoze vazbu P97 do mist dvoufetézcovych zloml usnadnuje ubikvitinace
(Acs et al., 2011), byl otestovan vliv ztraty této ubikvitinace. Pro simulovani deplece ubikvitinu
byl v ramci mé diplomové prace vyuzit inhibitor ubikvitin-aktivaéniho enzymu UBA1 MLN7243,
po jehoz ptisobeni opravdu k Zadnému rekrutovani P97-GFP v misté poSkozeni nedoslo, ¢imz lze
potvrdit také vysledky Rycenga et al. (2019). Oslabené rekrutovani GFP-zna¢eného P97 oproti
neoSetiené kontrole (mock) bylo pozorovano v buiikich osetfenych Bortezomibem (BTZ) a velmi
slabé rekrutovani tohoto proteinu bylo viditelné také v bunkach oSetfenych CuET (250 nM).
Piestoze Vv dusledku tvorby agregatu NPL4-P97 vede CUET Kk nespravné funkci této segregazy,
jak uvadi Skrott et al., 2017, ke slabé akumulaci P97-GFP viak v misté laserového poskozeni
dochazelo. Bylo by proto vhodné otestovat také vyssi koncentraci CuET, jelikoz mlize byt ucinek

tohoto inhibitoru zavisly na jeho pouzité davce.

V ramci studia dynamiky P97-GFP byl rovnéz otestovan vliv dalsich presenzitiza¢nich
¢inidel na rekrutovani tohoto proteinu. Bylo pozorovano, ze po vystaveni bunék u¢inkim BrdU
probihala jeho translokace do mist poSkozeni se stejnou ¢asovou dynamikou, jako v ptipadé 8-
MOP, ktery byl pouzit u vSech ostatnich experimentii. V piipad€ vystaveni bunék uc¢inkim
Hoechst33258 dochéazelo k rekrutovani proteinu ihned po indukci poSkozeni DNA, coz je
zajimavé a bylo by vhodné otestovat, zda by ¢inidlo Hoechst33258 takto ovlivnilo i dalsi proteiny

zapojené do DDR.

Dale se prace zaméfuje na studium vlivu inhibitort riznych sloZzek UPS na dynamiku
NPL4-GFP. Po oSetfeni bunék Bortezomibem doslo k rekrutovani NPL4-GFP do oblasti
poskozeni DNA, stejné jako to bylo pozorovano na piikladu P97-GFP. Po vystaveni bun¢k
pusobeni inhibitoru CB-5083 bylo sledovano jen velmi slabé shlukovani GFP-znaceného proteinu
vV misté¢ poskozeni. Po piisobeni MLN7243 byl pozorovan jen velmi slaby signal NPL4-GFP
v mistech indukovaného poskozeni. Pfi pouziti 0,5 uM koncentrace CuET jesté
k omezenému rekrutovani NPL4-GFP do mist poskozeni DNA dochazelo, kdezto vlivem 1 pM
CuET byla v bunkach indukovana tvorba proteinovych klastrti pfipominajici agregaty NPL4
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mutantnich bunék PUT-MUT. Tato skute¢nost podporuje domnénku, Ze je efekt CuET zavisly na
davce, abylo by proto vhodné v dalSich experimentech Vv ramci studia dynamiky P97-GFP
studovat jesté vliv 1 pM CuET.

Vzhledem k tomu, Ze hlavnimi substraty P97 na poskozené DNA jsou ubikvitinované
proteiny, byl nasledné monitorovan Ub-GFP reportér, ktery se chové jako ubikvitin a byva tedy
rovnéz zabudovan do polyubikvitinovanych fetézct. Oproti silnému Ub-GFP signalu
Vv kontrolnich bunikdch se ptsobeni Bortezomibu (BTZ) projevilo omezenym signidlem GFP-
znaceného ubikvitinu v mistech poskozeni. Akumulace Ub-GFP v mistech 1ézi vrcholila ve
30 minutach od indukce poskozeni. V buiikach oSetienych CB-5083 se signal Ub-GFP v mistech
poskozeni oproti kontrolnim bunkam jevil siln€jsim a vyraznéj$Sim. P97 je zodpovédna za
segregaci polyubikvitinovych substratli z mist poskozeni DNA, ¢imz dava znameni pro vazbu
dal$ich signaliza¢nich a opravnych proteinti. Z diivodu extrakce polyubikvitinovanych substratii
by pfirozené¢ dochazelo Kk postupnému poklesu signalu GFP-zna¢eného ubikvitinu Vv misté
indukovanych 1ézi (Meerang et al., 2011; Puumalainen et al., 2014). Bunky s naruSenou funkci
P97 vsak vykazuji zvySenou akumulaci polyubikvitinovanych fetézcli na dvouvlaknovych
zlomech, a v souvislosti s timto dochazi také k naruseni opravnych drah DNA (Meerang et al.,
2011). Lze se proto domnivat, Ze za siln&jsi signal Ub-GFP viditelny po vystaveni bunék a¢inkiim
CB-5083, je zodpovédna pravé nadmérna vazba Ub-GFP do mist poskozeni a znemoznéni
extrakce polyubikvitinovanych substratii z poskozené DNA. Inaktivace P97 vede rovnéz ke
zvySeni celkové hladiny ubikvitin ligazy RNF8 (Singh et al., 2019), ktera pozorovanou akumulaci
ubikvitinu v misté poskozeni mize také odrazet. K simulaci naruSeni ubikvitina¢ni kaskady byl
Vv ramci této diplomové prace pouzit MLN7243, ktery je silnym inhibitorem ubikvitin aktivacniho

enzymu UBA1. Po jeho piisobeni nebyl signal Ub-GFP v mistech poskozeni pozorovéan.

Veskeré¢ bunécné fenotypy indukované laserovou mikroiradiaci a vlivem inhibitort
ruznych slozek UPS byly v ramci této diplomové prace hodnoceny pouze kvalitativné (vizualng)
s cilem ziskat pocatecni vhled do dynamiky studovanych proteinil. Pro jednozna¢nou intepretaci
vysledk by bylo potfeba provést piesnou kvantifikaci, ktera je vSak v ptfipadé stripii velmi
obtizna a naro¢na, a mohla by byt pfedmétem dalSich studii. Z dtivodu této limitace je potieba

mikroskopické vysledky Vv této praci povazovat spise za predbézné.

Dale byla v bunkach osetfenych kombinaci CB-5083 a mikroiradiaci viditelna vyrazna
zmeéna bunééné morfologie. Bylo vypozorovano, Ze ke zménam v morfologii bunék nedochazi pfi
vystaveni bunék samotnému UV-A zéfeni ani samotnému CB-5083, a vyrazny dopad na strukturu
bunky vykazuje aZ jejich kombinace. Spoluptisobeni laserové mikroiradiace a inhibitoru P97 je
pro bunky siln¢ toxicke, a tento efekt by bylo vhodné dale sledovat z hlediska jejich mozné

vzajemné potenciace.
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Jelikoz je segregaza P97 vSudypfitomnym proteinem podilejicim se na mnoha zdkladnich
bunécénych procesech, které byly nastinény V literarnim ptehledu této préce, pretrvavaji obavy
ohledné jejiho cileni z ddvodu obecné toxicity vyvijejicich se inhibitord. Bylo prokézano, ze
embryonalni delece P97 je u mysi letalni (Miiller et al., 2007) a ze mutace v tomto proteinu mize
vyvolat nékolik zavaznych neurologickych onemocnéni (Yamanaka et al., 2012; Xia et al., 2016).
Tato pozorovani naznacuji, Ze Gplna a ireverzibilni inhibice P97 miZe vyvolat zdvaznou obecnou
nebo neurologickou toxicitu. Urovné inhibice P97 pro protinadorovou terapii tedy mohou
vyzadovat reverzibilni inhibitory S nizsi toxicitou (Nishimura et al., 2019). Jelikoz CB-5083
pusobi jako ATP-kompetetivni a reverzibilni inhibitor P97, ma potencial pro vyuziti v klinické
praxi. V ramci této diplomové prace bylo prokazano, ze v CB-5083 oSetfenych buiikach dochazi
k inhibici traslokace P97-GFP ajeho kofaktoru do mist poSkozeni aze inhibitor CB-5083
vykazuje ve spojeni s UV-A zatenim silnou toxicitu. To nas pfivedlo na myslenku, zda by nemohl

CB-5083 potencovat také u¢inky chemoterapeutik a IR zafeni.

Testem tvorby kolonii (CFA; Colony Formation Assay) byl studovan vliv tohoto
inhibitoru na béZzné pouzivana chemoterapeutika a IR zafeni. Vysledky ukazuji, Ze kombinované
oSetfeni IR a CB-5083 vede v bunéénych liniich H1299 a U-2 OS ke sniZeni relativniho poétu
bun¢k tvoticich kolonie ve srovnani s buitkami vystavenymi samotnému IR, coz znamena, ze
spoluptisobeni CB-5083 s IR zafeni ptisobi na rakovinné bunky velmi toxicky. Tato vzajemna
potenciace byla prokazana na piikladu dvou bunéénych linii. Dale se prace zaméfuje na studium
efektu CB-5083 sbézné pouzivanymi chemoterapeutiky cisplatinou a doxorubicinem.
Kombinované oSetteni cisplatinou a CB-5083 vede ke sniZeni relativniho poétu bunék schopnych
vytvafet kolonie ve srovnani S bufikami oSetfenymi Samotnou cisplatinou a samotnym
inhibitorem segregdzy P97. Vysledky z obou testovanych bunécnych linii prokazuji, ze CB-5083
potencuje ucinek cisplatiny na rakovinné bunky. Taktéz byl v obou bunécnych liniich prokdzan
synergicky efekt obou latek. Uginky doxorubicinu byly hodnoceny pouze v bunééné linii U-2 OS,
protoze buniky H1299 vykazovaly vii¢i tomuto chemoterapeutiku rezistenci. Podaftilo se prokazat,
ze kombinované oSetfeni bun¢k doxorubicinem a CB-5083 vede ke snizeni relativniho poctu
kolonii ve srovnani s buikami oSetfenymi témito latkami separatné. Rovnéz byl v linii U-2 OS

prokazan vzajemny synergicky efekt obou latek.

Navzdory slibné protirakovinové aktivité CB-5083 doslo k selhani tohoto inhibitoru ve
veskerych dosavadnich klinickych testech kvili jeho nezadoucim ucinkiim (Tang et al., 2019).
Skupin¢é Roux et al. (2021), ktera testovala vliv inhibitoru P97 druhé generace CB-5339, se
podafilo prokazat, ze tento nové vyvinuty inhibitor vykazuje synergicky efekt v kombinaci
antracykliny. Navic dle dosavadnich pozorovani ptekonava nedostatky inhibitoru P97 prvni
generace a jeho silné nezadouci G¢inky, za které byla zodpovédna fosfodiesteraza 6. Vstoupil

proto do prvni faze klinickych testti U pacientt S akutni myeloidni leukemii a myelodysplastickym
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syndromem (NCT04402541) a solidnimi nadory a lymfomy (NCT04372641).

Velmi zajimavé poznatky do problematiky P97 ptinesli také Zhu et al. (2020), ktefi
charakterizovali Ser®* fosforylovanou formu P97/VCP (pSer’®-VCP) jako prognosticky
biomarker rakoviny, ktery muze potencidlné predpovidat chemoterapeutickou odpoved kvili
svému vyznamu pro DDR. Pfestoze jiz Livingstone et al. (2005) detekovali pSer’®-VCP
v oblastech poskozené DNA vV reakci na rizné genotoxické 1éCby anasledné jeji vyskyt
Vv poskozenych oblastech v reakci na IR a UV potvrdili také Matsuoka et al. (2007) a Stokes et al.
(2007), vyznam Ser’®* fosforylované formy proteinu ziistival dosud neznamy. Zjisténi Zhu et al.
(2020), ze fosforylace Ser’ specificky zvySuje aktivitu P97 v misté poSkozenti, je piekvapivé,
vzhledem K jejich dal$im poznatktim, ze pSer 784 -VCP interaguje s kofaktory NPL4 a UFD1
s niz8i afinitou. Kromé snizené interakce s kofaktory a polyubikvitinovanymi substraty se zda, ze
pSer’8-VCP asociuje s nizsi afinitou také s chromatinem. Navrhli tak, Ze fosforylace Ser’8* miize
podporovat extrakci polyubikvitinovaného substratu urychlenim disociace segregazy a jejich
kofaktorti NPL4-UFD1 v mist& poskozeni. Pfedpoklada se, ze Ser’®* mohou byt v reakci na riizné
genotoxické latky fosforylovany vSemi tfemi hlavnimi kindazami v rodiné PIKK (ATM, ATR
a DNA-PK). Byl proto v ramci této diplomové prace otestovan rovnéz vliv inhibitoru ATR na
relativni pocet kolonii v kombinaci s inhibitorem P97. Aditivni efekt CB-5083 na inhibitor ATR
AZD6738 byl v obou bunécnych liniich takika nulovy. Jejich kombinace se tak na rozdil od
kombinace CB-5083 s klasickymi chemoterapeutiky nejevi jako dobra strategie pro cileni na
protein P97.
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7 ZAVER

Diplomova prace si kladla za cil prohloubit znalosti 0roli proteinového komplexu
P97/NPL4 pti opravé poskozené DNA. Jelikoz je tento komplex nezbytnym regulatorem
homeostazy proteint, byly v prvni ¢asti literarniho piehledu sepsany soucasné znalosti 0 jeho
zapojeni do degradace bilkovin. Druhd ¢ast literarniho pfehledu byla zamétfena uz na samotnou

roli P97 a jeho kofaktort pii opravé poskozené DNA.

Podatilo se prokazat, ze se P97-GFP a NPL4-GFP rekrutuji do mist poSkozeni DNA se
stejnou casovou dynamikou a je tedy pravdépodobné, Ze se do mist 1ézi vazou spole¢né. Pti studiu
vlivu inhibitort riznych slozek UPS na translokaci GFP-znacenych protein do mist poskozeni
bylo vypozorovano, Ze nejvétsi vliv na rekrutovani P97-GFP a NPL4-GFP mél inhibitor P97 CB-
5083 a inhibitor ubikvitinaéniho enzymu UBA1 MLN7243. Po jejich ptisobeni nebyl v ptipadé
P97-GFP v buikéach se stabilni expresi pozorovan zadny viditelny signal, v ptipadé NPL4-GFP
doslo Kk velmi omezené vazbé tohoto proteinu do mist poSkozeni. Pisobenim Bortezomibu
a CuET (0,25 a 0,5 uM) doslo k oslabené translokaci obou GFP-zna¢enych proteinti do mist 1ézi
oproti kontrolnim neoSetfenym buitkam, piesto byl jejich signal dobte viditelny. Zavazny dopad
na vazbu NPL4-GFP do mist 1ézi mél CuET v 1 uM koncentraci, jehoZ ptsobeni indukovalo
tvorbu agregati tohoto proteinu. Podobny fenotyp byl pozorovatelny také Vv bunkach
exprimuyjicich PUT-MUT-NPL4-GFP. Zajimavé zjisténi bylo ucinéno pfi studiu vlivu mutace
v NZF domén¢ NPL4. Uvadi se, ze je to primarné tato doména, ktera rozpoznava a vaze ubikvitin,
proto bylo o¢ekavano, ze mutace NZF bude mit za nasledek inhibici v rekrutovani NPL4-GFP do
mist 1ézi. Tento efekt v§ak v bunkach mutantni bunééné linii C-term-MUT pozorovan nebyl, coz

muze vnést nové svétlo a dalsi poznatky do studia NPL4.

Dalsi data ziskana v této praci ukazuji silny toxicky efekt CB-5083 v kombinaci s UV-A
zatenim, IR-zafenim a chemoterapeutiky cisplatinou a doxorubicinem. Podafilo se prokazat, ze
kombinované putisobeni inhibitoru P97 alR zafeni bylo mnohem toxictéjSi nez pulsobeni
samotného inhibitoru nebo vystaveni bunék samotnému IR zatreni. Bylo rovnéz zjisténo, ze CB-
5083 potencuje Gcinky cisplatiny a prostiednictvim vypoctu kombina¢niho indexu bylo také
uréeno, ze latky vykazuji vzajemnou synergii. Synergicky ucinek byl prokazan rovnéz
u kombinace CB-5083 s doxorubicinem. Jejich synergie a vzajemna potenciace byla hodnocena

z divodu chemorezistence H1299 na doxorubicin pouze vV bunééné linii U-2 OS.

Vysledky uvadéné v této diplomové praci jasné ukazuji, Zze CB-5083 inhibuje rekrutovani
P97-GFP a NPL4-GFP do mist indukovaného poskozeni, a dale vykazuje silnou toxicitu
v kombinaci s UV-A alR zafenim a chemoterapeutiky doxorubicinem a cisplatinou. Pfestoze
v experimentech provedenych v ramci této prace vykazuje slibné vysledky, nelze piehlédnout
fakt, Zze v dosavadnich klinickych studiich tento inhibitor selhal kvuli neZadoucim ucinktm.

Vzhledem k redundanci P97 a dutilezitosti této segregazy v mnoha bunéénych procesech je tieba
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Vv ramci jejiho cileni postupovat velmi opatrné. Bude zajimavym sledovat, jak si béhem klinickych
testll povede inhibitor P97 druhé generace CB-5339, ktery do I. faze testovani vstoupil v tomto

roce.
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