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Abstrakt

MTHI1 je protein patiici do rodiny NUDIX hydroldz. Poméaha rakovinnym bunikdm vyrovnat se
s oxidativnim stresem zplisobenym nddorovou transformaci. Hydrolyzuje oxidované formy
deoxyribonukleotidtrifosfati (dANTP) ¢imz bunku chrani pfed vznikem mutaci, pomaha
zachovat genomovou integritu a predejit senescenci a bunééné smrti. Na rozdil od rakovinnych
bunék, pro které je jeho aktivita esencialni, je ve zdravych bunikach jeho exprese velmi nizka.
Proto se o0 ném zacalo uvazovat jako o potencialnim terapeutickém cili pro 1é¢bu rakoviny. Bylo
vyvinuto n€kolik generaci inhibitort. Vysledky testovani jejich protinadorové aktivity byly ale
casto protichudné. Cilem této prace bude piiblizit funkci MTHI1 proteinu, jeho roli

v rakovinnych buiikéch a popsat cestu, ktera vedla ke vzniku uspé$nych inhibitort.

Kli¢ova slova: MTHI, rakovina, oxidativni stres, 8-0xo-dGTP, inhibitory MTH1

Abstract

MTHI is a protein belonging to the NUDIX hydrolase family. It helps cancer cells to cope with
oxidative stress caused by tumor transformation. MTH1 hydrolases oxidized forms of
deoxyribonucleotidetriphosphates (dNTPs), thus protects the cell from mutations, helps to
maintain genomic integrity and prevents senescence and cell death. Unlike cancer cells, for
which MTHI activity is essential, its expression is very low in healthy cells. Therefore, MTH1
was considered as a potential therapeutic target for the cancer treatment. Several generations of
MTHI1 inhibitors have been developed. However, the results of testing their anticancer activity
were often contradictory. The aim of this work will be to show the function of MTHI1 protein,
its role in cancer cells and to discuss the path that led to the development of successful

inhibitors.

Key words: MTHI1, cancer, oxidative stress, 8-0xo-dGTP, MTHI1 inhibitors
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1 Uvod

Rakovinné bunky vykazuji zvySenou hladinu reaktivnich forem kysliku (ROS), které jsou
generovany v disledku vysoké aktivity mitochondrii, kde probiha elektron-transportni fetézec.
ROS se z n¢j snadno uvoliiuji, a mitochondrie se tak stava jejich hlavnim zdrojem. Vyznamné
mnozstvi ROS vznikd také ptisobenim nékterych onkogenti. ROS jsou v nizké koncentraci
dualezité pro regulaci fyziologickych funkci. Maji vliv na genovou expresi a buné¢nou smrt. Pti
imunitnich reakcich jsou zdrojem oxidativniho vzplanuti. Slouzi mimo jiné jako molekuly
signalni transdukce. Nékteré tyto signalni drahy zajist'uji rakovinné buiice zna¢né proliferacni
vyhody. Na druhou stranu ROS zpiisobuji oxidativni poSkozeni makromolekul, véetné DNA a
jejich prekurzorii deoxyribonukleosidtrifosfatii (AINTP). Inkorporace oxidovanych forem dNTP
vede ke vzniku mutaci, senescenci a bunécné smrti. Buitky vyvinuly mnoho mechanismd, jak
se pfed oxidativnim poSkozenim chranit. Jednim z nich je eliminace oxidaci poskozenych
dNTP, coz zajistuje napi. protein MTH1. Katalyzuje hydrolyzu hlavniho produktu oxidace
dNTP, 8-0x0-dGTP, ktery se v DNA nespravné paruje sadeninem a zplsobuje G->T
transverzi. Dal§imi substraty MTH1 jsou 8-0xo-GTP, 2-OH-dATP, 2-OH-ATP, 8-0xo-dATP a
8-0x0-ATP, jejichz hladina v bunice je oproti 8-0x0-dGTP méné vyznamna. Produktem MTHI1
katalyzované reakce oxidovanych dNTP je ANMP, ktery uz nemize byt do nascentniho vlakna
DNA zatazen. Rakovinné buniky v porovnani se zdravymi exprimuji MTH1 v mnohem vétsi
mife. Jeho aktivita je pro né€ esencialni, coz vedlo k napadu vyuzit ho jako cil protinadorové
1é€by. V roce 2014 byly publikovany dva inhibitory MTH1, které m¢ly na rakovinné bunky
cytotoxicky efekt. To vzbudilo o MTHI velky zajem. Pozdé&ji byly syntetizovany dalsi série
inhibitord MTH]1, které vyvolaly velkou miru kontroverze. N&které z nich totiz i pres svij velky
inhibi¢ni potencidl nezpomalily riist a proliferaci rakovinnych buné€k, coz vneslo pochyby do
puvodni hypotézy, Ze inhibice MTH1 je pro rakovinné buiiky smrtelnd. DalSim studiem bylo
zjis$téno, ze inhibitory prvni generace piisobi dvojim G¢inkem, jednak inhibuji MTH1 a zaroven

negativné ovliviiuji polymeraci mikrotubul, ¢imZ prodluZzuji mitozu.



2 Reaktivni formy kysliku (ROS)

ROS, neboli reaktivni formy kysliku, je obecny nazev skupiny vysoce reaktivnich molekul
obsahujicich kyslik. Patii do ni superoxid (=O2"), peroxid vodiku (H,O.), hydroxylovy radikal
(OH"), singletovy kyslik ('0O,), ozon (Os), alkoxylovy radikal, peroxynitrit, peroxylovy radikal
a dals$i. ROS zahrnuji volné radikaly, ale i reaktivni formy kysliku, které volnymi radikaly
nejsou. Pfi nizké hladin€ sehravaji dilezitou fyziologickou funkci v redoxni signalizaci a
imunitni odpovédi, vysoka hladina ROS je pak pfi¢inou oxidativniho stresu za patologickych
podminek v buiice a vede k cetnym poSkozenim bunéénych komponent (Li and Trush, 2016).
ROS vznikaji bud’ jako vedlejsi produkt reakci nebo jako reakce buiiky na xenobiotika ¢i
cytokiny.

2.1 Vznik ROS

ROS jsou v buiice tvofeny bud’ endogenné nebo exogenné. Exogennim zdrojem mtize byt
napi. radiaéni zafeni, té¢zké kovy, koufeni, léky, strava nebo znecCisténé prostiedi.
K endogennimu vzniku dochédzi pti biochemickych reakcich probihajicich prevazné
v mitochondriich, peroxisomech nebo endoplazmatickém retikulu (Bhattacharyya et al., 2014).
V mitochondriich probihd postupna oxidace redukovanych koenzymu v elektrotransportnim
fetézci (ETC). Tim se koenzymy recykluji a protony se uvoliuji do mezimembranového
prostoru. Na konci fetézce dochazi na ATP syntaze k syntéze ATP, ktera je fizena protonovym
gradientem produkovanym ETC. Elektron se mize béhem ETC uvolnit (pfevazné z komplexii
I aIll) aredukovat O, ¢imz vznika superoxidovy radikal (=O2") (Obrazek 1). Ten je prekurzorem
vétSiny dalSich ROS a zdrojem fetézové reakce (Turrens, 2003).

Dal$im mistem vzniku ROS molekul jsou NADPH oxiddzy (NOX), které ptesouvaji
elektron z NADPH na molekulu kysliku za vzniku superoxidu (Bedard and Krause, 2007).

Cytosolic

§-§ Obrazek 1

soD1 GPX nt . K tniku mitochondrialnich ROS dochéazi na
0, —» H,0. H,0 ntermembrane v

i i 4 i T shace L. a III. komplexu ETC. Uvolnény elektron

redukuje kyslik, ¢imz vznikd superoxid.

2, 4 222292 g@ ? 299 Superoxid  dismutazou je superoxid
44 338883508838 $388 3 333238 v mitochondrialni matrix (SOD2) nebo
G - Matrix v mezimembranovém prostoru  (SODI)
NADH NAD* . FADH, FADH ' 0, H,0 ADPHATP pfeménén na peroxid vodiku, pfipadné je
K 1 dale zneskodnén glutathion peroxiddzou na
Citric acid (0L SEN " .
e 0y — W0, — HO vodu. Pevzato z (Li et al., 2013).
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2.2 Antioxidanty

Antioxidanty eliminuji hladinu ROS pfeménou na malo reaktivni molekuly, a tim bunku
chrani pted poSkozenim (viz kapitola 13). Jsou jimi napt. SOD (superoxid dismutaza), CAT
(kataldza), GPX (glutathion peroxidaza). Superoxidovy radikal je sam o sobé¢ stiedné reaktivni,
ale Haber-Weissovou reakci (1) s peroxidem vodiku vznika vysoce reaktivni hydroxylovy
radikal, ktery ma velky ni¢ivy potencial. Metaloprotein SOD (2) eliminuje mnozstvi *O," jeho
pfeménou na peroxid vodiku a kataldza (3), ptfipadné glutathion peroxidaza (4) katalyzuji
pieménu peroxidu vodiku na vodu. Glutathion peroxiddza vyzaduje glutathion (GSH)
v redukované formé&. To zajiStuje glutathion reduktdza, kterd prenasi protony z NADPH na

oxidovany glutathion GSSG (glutathion disulfid) (5) (He et al., 2017).

1 H,0, ++0, > 0,+O0H + OH
- soD

2 0, ++0, +2H > 0,+H,0,
CAT

3 2 H,0, > 0, + 2H,0
GPX

4 2GSH + H,0, » GSSG +2H,0
GR

2 GSH + NADP "

v

5  GSSG+NADPH+H
(Stone et al., 2020)

2.3 ROS a bunécna signalizace

ROS slouzi jako regulatory nékterych transkripénich faktorti dalezitych pro adhezi,
proliferaci, diferenciaci, angiogenezi, antiapoptickou signalizaci, EMT (epitelo-
mezenchymalni tranzici), fizeni imunitni odpoveédi, senescenci ¢i apoptozu. UdrZovani jejich
hladiny v rovnovéze je nezbytnou podminkou pro zdravé fungovani buniky.

Sehravaji dilezitou roli v signalizaci jakozto druzi posli (second messenger molekuly).

Oxiduji SH skupinu protein kinaz, ¢imz je aktivuji a tim spousti riizné signdlni drahy (Zhang et

11



al., 2016). Transkripcni faktor NF-xB tcastnici se regulace mnoha bunécénych procesti, véetné
vrozené imunity, ale i kontroly bunécného pieziti, je prostfednictvim ROS aktivovéan (Schreck
et al., 1991). NF-«B zéaroven zvySuje expresi antioxidantii, ¢imz je pak hladina ROS opét
snizena (Morgan and Liu, 2011). ROS déle aktivuji EGF (epidermal growth factor) a PDGF
(platelet-derived growth factor) receptory, ¢cimz stimuluji RAS protein a spousti MAPK/ERK
dréhu dulezitou v procesu bunécného déleni. Jako reguldtor oxidativniho stresu slouzi NRF2,
ktery udrzuje hladinu ROS v rovnovaze (Zhang et al., 2016). Pfi vyssi koncentraci je NRF2
aktivovan a piesouva se do jadra, kde se vaze na sekvence ARE (antioxidant respose element)
(Itoh et al., 1999) v upstream promotorové oblasti genii, napt. GSTA2 (glutathione S-
transferase A2) a NQO1 (NADPH quinone oxidoreductase 1), nezbytnych pro detoxifikaci
ROS (Nguyen et al., 2009).

ROS mohou aktivovat vapnikové kanaly a zvySovat tak hladinu vapenatych iontl (Ca>")
v bunice. Vépenaté ionty hraji vyznamnou roli v mnoha bunéénych procesech jako tzv. druzi
posli. Mimo jiné tieba aktivuji NOX, ¢imz positivné reguluji dalsi vznik ROS (Gérlach et al.,
2015). S NOX jsou asociovany membranové receptory nékterych intracelularnich rastovych
faktorii a cytokint (napi. TGFB1 nebo HGF) nebo extraceluldrnich ristovych faktorli (napf.
PDGF, HGF, insulin, VEGF, TNFa, VCAM-1) (Wu, 2007).

2.4 ROS arakovina

V rakovinnych bunkach je narusena regulace hladiny ROS. Rychlejsi déleni je energeticky
narocné, proto rakovinné bunky zvysuji svlij mitochondrialni metabolismus, a tim produkuji
vice ROS, které unikaji mitochondridlnimi pory do cytosolu. Zaroven jsou generovany
v disledku nadmérné aktivace fady onkogent a hypoxie, ktera je s nadorovym onemocnénim
spojena. Rakovinné buiiky jsou tedy neustile vystavovany oxidativnimu stresu, ktery spousti
nékteré signalni drahy (viz. ROS a bunécna signalizace) piispivajici k dalsimu rozvoji
nadoru (Weinberg et al., 2019). H2Oz slouzi jako aktivator signalnich drah, vedoucich napft.
k EMT. Bunky tak ztraci svou polaritu a schopnost adheze, coz vede k metastazi (Kim et al.,
2013). Stimulaci transkripcnich faktordt VEGF a HIF1-a se spousti signalni kaskada zakoncena
angiogenezi. ROS nemaji signaliza¢ni vliv jen v rdmci jedné buiiky, ale 1 na celé mikroprostiedi
nadoru skladajici se z Sirokého spektra riznych bunék (vaskularni, imunitni, stromélni bunky).
Rakovinna buiika uvoliiuje ROS do okoli nddoru, kde ovliviiuje funkci dalSich bunék, které pak

napi. uvoliuji signalni molekuly pfispivajici k angiogenezi (napt. IL-6) ¢i EMT, sekretuji
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antiapoptické faktory, chemokiny a interleukiny inhibujici imunitni odpovéd’ (napi. IL-10).
Vysokd hladina ROS tedy prispiva k nekontrolovanému déleni, zvySené angiogenezi,

metastdzim, rezistenci k anoikis a obecné k progresi nadorového bujeni (Weinberg et al., 2019).
3 ROS a poskozeni buinky

Druhou stranou mince ROS je ale jejich vysoka reaktivita. Mitochondridlni ROS atakuji
lipidy mitochondridlni membréany, proteiny a DNA, ¢imz narusuji jejich funkci. Kdyz
poskozeni mitochondrie dosdhne urcité hranice, spousti se proces apoptdzy. Stejné tak

poskozuje bunécné komponenty v cytosolu a v jadre (Ott et al., 2007).

3.1 Poskozeni DNA

Ze superoxidu vznika peroxid vodiku. KdyZ neni v€as zachycen antioxidanty, pronika do
jadra a tam se Fentonovou reakci (6) s kovem (pfevazné médi a Zelezem) preméiuje na jednu

z nejsilnéjsich oxidacnich molekul — hydroxylovy radikal (Wang, 2008).

6 Cu'/Fe’ + H,0, > Cu2'/Fe3 ++ OH + OH-

ROS zpiisobuji kovalentni modifikace DNA, které vedou k poSkozeni bazi, jednotetézcovym
zlomlim, nespravnému parovani a naslednému rozvoji rozsahlych mutaci pfi replikaci (Yu and
Anderson, 1997). DNA je ve formé duplexu pied oxidativnim poSkozenim relativné chranéna
(Kamiya and Kasai, 1995; cit. dle Fouquerel et al. , 2016). Jeji prekurzory, dNTP, ale naopak
oxidaci podléhaji ve velké mitfe. Vzhledem k nizkému redoxnimu potencidlu je guanin obzvlast
nachylny na oxidativni poSkozeni. Déava vzniknout riznym oxida¢nim produktim, ale
nejCastéjSim a zarovenl nejprostudovangj$im, je 8-oxo-dGTP (7,8-dihydro-8-oxo-2°-deoxy-
guanin), ktery slouZi jako spolehlivy ukazatel oxidativniho stresu. V rakovinnych bunkach se
z diavodu vysoké hladiny ROS toto poskozeni zvySuje o dva fady v porovnani se zdravymi
buitkami za fyziologickych podminek (van Loon et al., 2010). Polymerazy disponuji jen malou
schopnosti rozpoznat oxidované dNTP od neposkozenych, diisledkem c¢ehoz je snadno
inkorporuji do DNA (Einolf and Guengerich, 2001). 8-0x0-dG se v syn konformaci nespravné
paruje s adeninem v anti konformaci. V dalSim kole replikace pak dochéazi k A:T na G:C
transverzi. Tato mutace se konzervuje v dalSich generacich, a kdyz neni opravena, miize vést

k rozvoji nddorového onemocnéni (Culp et al., 1989).

13



3.2 Opravné mechanismy oxidovanych bazi v DNA

S vys$§im oxidativnim stresem nartstd mnozstvi 8-oxo-dGTP, ktery je pii replikaci
inkorporovéan do nascentniho vlakna DNA s vyssi frekvenci nez za fyziologickych podminek.
To zptisobuje rozsahlé mutace, které vedou k DDR (DNA damage response, buné¢né odpoveéd’
na poskozeni DNA), senescenci a bunécné smrti (Rai et al., 2009). Bunky si vyvinuly ochranna
opatfeni; napf. exprimuji proteiny, které oxidaci poSkozené, genomové nukleotidové baze
rozpoznavaji a napomahaji jejich vymeéné za nukleotidy neposkozené. Dale zvysSuji expresi
proteind, které oxidované formy dNTP odbouravaji. Tim snizuji negativni dopad oxidativniho
stresu na genomovou stabilitu buiiky. Mezi tyto enzymy patii také MTH1 (MutT homolog 1)
(viz kapitola 4.1) (Rudd et al., 2016).

3.2.1 Base excision repair (BER, oprava vysttizenim poskozené baze)

BER (oprava vysttizenim poskozené baze) je bunéény systém nezbytny pro zachovani
genomové integrity. Opravuje totiZ poSkozeni DNA zplisobené kromé oxidace také alkylaci,
deaminaci, depurinaci a jednovlaknovymi zlomy. BER draha probiha post-replika¢né, zahrnuje
nékolik dil¢ich reakei, jimiz vznikaji meziprodukty, které jsou vzhledem k ptitomnosti DNA
zlomil stejné nebezpecné, jako piivodni poSkozeni. Az v poslednim kroku dochazi k ligaci, a
DNA je tak zcela opravena. Proto je dileZité, aby tato série reakci prob&hla az do konce.
Nejprve dochézi k rozpoznani poskozeni glykosyldzami. Pro opravu oxidovaného guaninu jsou
jimi OGG1 (8-oxoguanine DNA glycosylase) a MUTYH (MutY DNA glycosylase). Kdyz se
v DNA nachazi 8-oxo0-dG sparovan s cysteinem, je rozeznan enzymem OGGI, ktery odstépuje
oxidovany guanin. KdyZ se adenin pfi replikaci nespravné zatadi proti 8-oxo-G, glykosylaza
MUTYH, asociovdna s PCNA, adenin odStépi, aby posléze mohl byt na jeho misto zafazen
cystein. Vznika tak apurinni misto. To je poté enzymem APE1 (apurinic endonuclease 1)
odstranéno a vytvaii se tak volny 3° OH a 5" konec pro Pol B (polymeraza beta), ktera
syntetizuje ndhradou za vysStépenou ¢ast sekvenci komplementérni k opacnému vlaknu. Cely

proces je zakoncen ligaci zlomu (nick) pomoci DNA ligazy I/III (Scott et al., 2014).
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3.2.2 Mismatch repair (MMR, oprava chybného parovani bazi)

Mismatch repair systém, neboli oprava chybného parovani bazi, ma za ukol béhem
replikace opravovat nespravné zarazené nukleotidy. Rozpoznava baze poskozené napt. oxidaci,
mezi néz patii 1 8-0xo-dG a detekuje smycky DNA vzniklé inzerci nebo deleci
(insertion/deletion loops, IDL), které se nejcastéji objevuji v repetitivnich oblastech, jako je
mikrosatelitni DNA (MSI). IDL vznikaji spontann¢ sklouznutim templatového vlakna béhem
replikace. MMR se skldda z mismatch recognition factors; hMutSa (heterodimer
hMSH2/hMSH6) piednostné rozpoznava baze-baze mismatch a oxidované baze, hMutSp
(heterodimer h(MSH2/hMSH3) umi rozpoznat IDL. Poté exonukledza (EXO1) odstrani chybu,
polymeraza na misto vystépené Casti syntetizuje spravnou sekvenci a nakonec ligdza spojuje
puvodni vldkna DNA s novou sekvenci, ¢imz je oprava dokoncena (Li, 2008). MMR hraje roli
v odpovédi na oxidativni stres. Po rozpoznani poskozeni MMR je spusténa signalizace vedouci
k aktivaci kontrolniho bodu bunééného cyklu (cell cycle checkpoint) a prodlouzeni G2 faze (G2
arrest). Defekty v n€které ze slozek MMR vedou ke vzniku spontdnnich mutaci a nestability
mikrosatelitnich oblasti (Hawn et al., 1995). Oxidativni poSkozeni DNA u organismil
s nefunkénim MMR zfejmé& napomaha rozvoji nddorovych onemocnéni, jako lymfoblastom.
Msh2~ (DNA mismatch protein 2) mysi vykazuji zvySenou hladinu 8-0xo0-G v DNA ve slezing¢,
jatrech, srdci, plicich, tenkém stievu a ledvinach. Nadorové onemocnéni se vSak rozviji hlavné
ve stfevech, a zaroven jsou tyto mysi nachylné ke vzniku T-bunécného lymfomu, navzdory

tomu, ze u T-bun€k neni akumulace 8-0xo-dGTP tak patrna (Russo et al., 2007).

4 NUDIX hydrolazy

NUDIX hydroldzy (nucleoside diphosphates linked to moiety-X) jsou evoluéné
konzervovana rodina hydrolaz nukleosid-difosfatl, které se fadi mezi tzv. uklidové (,,house-
cleaning®) enzymy. Jejich konzervovana katalyticka sekvence (tzv. NUDIX motiv) obsahuje
23 aminokyselin: GXXXXXEXXXXXXXREUXEEXGU (U zna¢i isoleucin, leucin ¢i valin,
X kteroukoli aminokyselinu) (McLennan, 2006). Nachdzi se v motivu smycka-helix-
smycka (loop-helix-loop), ktery je odpovédny za rozpoznavani pyrofosfatu, tedy ¢asti substratu
spole¢ného pro vSechny NUDIX hydrolazy (Srouji et al., 2017). Kofaktorem nezbytnym pro

katalytickou aktivitu jsou dvoumocné kationty, nejéastéji Mg?*. Lidsky genom koduje 24
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NUDIX hydrolaz, které se lisi ve specifité substratu (McLennan, 2006). Ta je urCena

postrannimi fetézci a motivy mimo katalytickou sekvenci (Carreras-Puigvert et al., 2017).

4.1 MTHI1 (MutT homolog-1)

Prvnim identifikovanou NUDIX hydrolazou byl MutT exprimovany Escherichia coli
(Treffers et al., 1954). Spolu se svym lidskym homologem MTHI1 je z NUDIX hydrolaz nejvice
prostudovany. Sekven¢ni shoda MTH1 a MutT je v oblastech mimo NUDIX motiv nizka
(Obrazek 2), jejich strukturni podobnost je vSak vysokd (Obrazek 3A). Struktura NUDIX
motivu MTHI1 v roztoku byla stanovena pomoci nuklearni magnetické rezonance. Sklada se z
amfipatického helixu se tfemi otockami a ze smycky, kterd zaujima vlasenkovou (hairpin-like)
strukturu. Tato smycka obsahuje B-otocku typu II tvofenou aminokyselinovymi zbytky 40-43.
Je stabilizovana vodikovou vazbou mezi amidovou skupinou hlavniho fetézce GIn*' a
karboxylové skupiny vedlejsiho fetézce Glu*’. Gly** a Glu* jsou konzervovany u vsech
NUDIX enzymd. 8 otocka je tedy pro aktivitu NUDIX hydroldz zfejmé¢ nezbytna (Obrazek 3B),
(Mishima et al., 2004).

BA o BB e (1
— v
Human MTH1 MGASRLYTLV LVLQPQRVLL -GMKKRGF-G 28
Mouse MTH1 MSTSRLYTLV LVLQPQRVLL -GMKKRGF-G 28
MutT MK-KLQIAVG IIRNENNEIF ITRRAADAHM 29
al
]

Human MTH1 AGRWNGFGGK VQEGETIEDG ARRELGEESG 58
Mouse MTHI AGRWNGFGGK VQEGETIEDG AKRELLEESG 58
MutT ANKLEFPGGK I1EMGETPEQA VVRELQEEVG 59

12 pC — BD Obrazek 2

—

Human MTH1 LITVDALHKVG QIVFEFVGEP ELMDVHVFCT 88
Mouse MTH1 LSVDTLHKVG HISFEFVGSP ELMDVHIFSA 88 : : ‘ o for
MutT ITPQHFSLFE KLEYEFP--D RHITLWFWLV 87 Aminokyselinové  sekven¢ni  srovnéni

5 BE o lidského a mysiho MTH1 s E. coli MutT.

=
e g . . “1r

Human MTH1 DSIQGTPVES DEMRPCWFQL DQIPFKDMW- 117 Konzervované¢  aminokyseliny  (Zlutd),
Mouse MTHI DHVHGTPTES EEMRPQWFQL DQIPFADLW- 117 : ; ; Sods
MutT ERWEGEPWGK EGQPGEWMSL VGLNADDFPP 117 homologni aminokyseliny (Seda), NUDIX

ol BF - p motiv (¢erveny ramecek).

[ —- — v . .
Human MTHI PDDSYWFPLL LQKKKFHGYF KFQGQDTILD 147 Prevzato z (Mishima et al., 2004)
Mouse MTH1 PDDSYWFPLL LQKKKFCGHF KFQDQDTILS 147
MutT ANEPV IAKLK RL--=-=-=-== ====—=————" 129
Human MTH1 YTLREVDTV 156
Mouse MTH1 YSLREVDSF 156

MutT

129
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Obrazek 3

A Struktura MTHI1 (vpravo), MutT (vlevo). Pfevzato z (Mishima et al., 2004).

B NUDIX motiv MTH1. Konzervované aminokyseliny (Servend), Gly*” nezbytny pro katalytickou
aktivitu (3edd), hydrofobni aminokyseliny zprostfedkujici kontakt BA, BD a smycky 1 (zlutd), Glu®
GIn* (zelena). Pfevzato z (Mishima et al., 2004)

4.1.1 Enzymaticka aktivita MTHI

MutT 1 MTHI1 katalyzuji hydrolyzu 8-0xo-dGTP na 8-0xo-dGMP (Obrazek 4), ktery uz
nemuze byt inkorporovan do nascentniho vlakna DNA, ¢imZ je buiika chranéna pted vznikem
mutaci (Furuichi et al., 1994). Zaroven katalyzuji hydrolyzu 8-0xo-GTP na 8-oxo-GMP, a tak
snizuji inzerci oxidované formy guaninu do RNA. V buiice E.coli s nefunkénim genem MutT
je transverze A:T na C:G o tfi fady vys$si, neZ ve wild-type bunice (Treffers et al., 1954;
Yanofsky et al., 1966). Expresi lidské cDNA MTHI v E. coli mutT™ dochazi k vysoké 8-oxo-
dGTPazove aktivité a frekvence spontannich mutaci se signifikantné€ snizuje, coz implikuje, Ze
MTHI1 1 MutT maji stejnou antimutagenni funkci (Sakumi et al., 1993).

MutT ma velmi Gzkou substratovou specifitu, $t€pi pouze 8-oxo-dGTP a 8-oxo-GTP,
zatimco MTHI1 hydrolyzuje i dal$i substraty (viz nize). Na otdzku, zda tento rozdil specifit
prameni z odliSnosti v katalytické doméné¢, odpovidad experiment, pii kterém byl vytvoren
chimericky hMTH1-Ec. Ten obsahuje sekvenci NUDIX motivu MutT, ale ptresto si zachovava
svou substratovou specifitu jako MTH1 enzym. Z toho vyplyva, Ze rozpozndvani substratu se
odehrava mimo pyrofosfatazovou katalytickou doménu (Sakai et al., 2002).

Kokrystalizaci 8-0xo-dGTP s MTHI1 bylo zjiSténo, Ze se substrat na protein vaze v anti-

konformaci. Mg?* tvoii koordina¢ni vazby s trifosfaty substratu. B-fosfat je atakovan vodou a
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uvoliuje se pyrofosfat (Obrazek 4A). Po hydrolyze je produkt reakce 8-0xo-dGMP (v ptipadé,
7e je substratem 8-0x0-dGTP) vazan v kapse tvorené B-listem a dvéma a-helixy (Obrazek 4B),

(Svensson et al., 2011) .

o
N n 1
NH N
o= 1 I o NH
4 N/J\NHz PRI =(N | N/J\NHZ
\)Oj ‘)Oj
0,90 / Q
o1 4 0 {
o_ﬁp’,o\ﬁ, B . MTHI 05 L
1} o
il o o
8-ox0-dGTP 8-oxo-dGMP
Obrazek 4

A Hydrolyza 8-0x0-dGTP katalyzovana enzymem MTH1. Pfrevzato z (Papeo, 2016).
B Vazba produktu enzymatické reakce (8-oxo-dGMP) na MTH1. Pfevzato z (Svensson et al., 2011).

Kromé 8-0x0-dGTP a 8-0xo-GTP katalyzuje MTHI i hydrolyzu 2-hydroxy-dATP (2-
OH-dATP), 2-OH-ATP, 8-oxo-dATP a 8-oxo-ATP. Enzymatickd aktivita MTH1 je pro
derivaty ATP vyssi, neZ 8-oxo-dGTP. Hodnoty Michaelisovy konstanty (Km) byly stanoveny
pomoci absorbance v UV spektru na zaklad¢ kvantifikace ANTP a jejich produktt po hydrolyze
pfi pH 7; K = 8,3 uM pro hydrolyzu 2-OH-dATP zatimco pro 8-oxo-dGTP Kn = 15,2 uM
(Fujikawa et al., 1999). Méteni enzymatické aktivity pomoci PPiLight inorganic pyrophosphate
assay kitu pii pH 7,5 pak udava hodnoty pro hydrolyzu 2-OH-dATP K= 14 + 6.0 uM a pro 8-
0x0-dGTP Kn=11 £ 2.7 uM (Nissink et al., 2016).

4.1.2 Exprese MTHI1

Lidsky MTHI gen se nachazi na chromozomu 7p22 a obsahuje pét hlavnich exont.
Alternativnim sestfihem vznika sedm typtt MTH]1 (Obrazek 5) (Nakabeppu, 2001). Nejcastéjsi
formou mRNA izolované z lidskych bun¢k je MTHI typu 1, tedy s vystfizenym exonem 2. N-
konec je nejspiS zodpovédny za translokalizaci MTH1 do mitochondrie.

Vyssi exprese je spojena s rychlejsi proliferacni aktivitou. Piikladem je experiment
provedeny na perifernich T-lymfocytech nachazejicich se vétSinou v GO fazi, které se po
inkubaci s fytohemaglutininem (PHA) a IL-2 (interleukinem 2) opét zacinaji délit a obsah
mRNA MTHI se zvySuje 7x. Vysoka hladina mRNA MTH]I byla déale pozorovana napf.
v embryondlni tkani, v brzliku nebo varlatech (Oda et al., 1997). V rakovinnych buiikdch nebo
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v neuronech substantia nigra pacientl trpicich Parkinsonovou chorobou (Shimura-Miura et al.,
1999), tedy v bunkach vystavovanych silnému oxidativnimu stresu, je také detekovatelné velké
mnozstvi MTH1 proteinu v porovnani se zdravou tkdni. Bunéénd proliferace tedy aktivuje
expresi MTH1 proteinu.

MTHI promotor nese sekvenci pro vazbu transkripénich faktorti z rodiny Ets, které
reguluji genovou expresi v ndvaznosti na RAS signalizaci a hraji roli v mitogenni signalizaci.
Promotor také obsahuje sekvence vazajici transkripcni faktory NF-kB a AP-1 (Nakabeppu,
2001), jejichz exprese se zvySuje pii oxidativnim stresu. AP-1 je aktivovan ristovymi faktory

a dale aktivuje geny bunécné proliferace a diferenciace (Chiu et al., 2010).

12 3 4 5
Genome - X —1kb
' Tee, STCR o TGH Obrizek 5
i GT 10 GG -“-.q_
S 1atb 2azblze. 3 tea. E . -
—m T - — 100bp Exon 1ntronc3v1a struktura genu lld‘skePo
mRNAs i : ! MTHI spéti exony. Alternativnim
5 ! : sesttihem mMRNA vznikd sedm typid
type 2A B[ - Sea— Pievzato z (Oda et al., 1999).

4.1.3 Nadmérna exprese MTH1 v rakovinnych bunkach

Hladina 8-0x0-dGTP je u rakovinnych bunék nékolikanasobné vyssi, nez ve zdravé
tkani (Cooke et al., 2006), coz indikuje, ze neustale Celi oxidativnimu stresu. Proto je pro né
prevence mutaci zptisobenych inkorporaci poskozenych nukleotidii naprosto nezbytna. Tuto
ochranu jim mimo jiné poskytuje MTHI1 protein. V bunkach rakoviny ledvin (RCC) je ve
srovnani se zdravou tkani exprimovano markantné vyssi mnozstvi MTHI mRNA, které dale
nartsta v pokrocilejSich stadiich nemoci (Okamoto et al., 1996). Kennedy et al. ve svém
experimentu prokézali zvySenou expresi MTHI mRNA v imortalizovanych nenadorovych
bronchialnich epitelidrnich bunikach a v buiikdch rakoviny plic (Kennedy et al., 1998). Stejny
jev byl pozorovan také u rakoviny prsu, tlustého stfeva a konecniku, jicnu ¢i v myelomu

(Akiyama et al., 2017; Koketsu et al., 2004; Okamoto et al., 1996; Wani et al., 1998). U vSech
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zminénych nadorti byla metodou western blot potvrzena také zvySend exprese proteinu
(Huixing Zhou et al. 2017; Akiyama et al. 2017; Koketsu, Watanabe, a Nagawa 2004; Okamoto
et al. 1996; Wani, Milo, a D’ Ambrosio 1998).

4.1.4 Spontanni tumorgeneze Mthl”~ mysi

Vzhledem ktomu, ze MTHI hydrolyzuje poskozené dANTP, které prokazatelné
zpusobuji bodové mutace, logicky z toho vyplyva, ze Mthli-deficitni mySi by mély vykazovat
vice spontannich nadori nez mysi, které MTHI1 disponuji. Tato hypotéza byla ovétena
porovnanim Mth1*" a mutantnich Mth1”- mysi. Po 18 mésicich Zivota se ukazalo, Ze statisticka
incidence spontannich nadord jater, plic a zaludku je u Mthl”" mysi vyrazné vyssi (34 z 93 tj.
36% mysi), nez u Mth1™* (10 z 90 tj. 11% mysi). Doba pieZiti se ale mezi obéma typy nelisila.
Zvyseny vyskyt hepatocelularniho karcinomu koreloval s vyssi expresi MTH1 ve wild-
type jaternich bunkach. Dalsim faktorem, ktery zfejmé ovliviiuje vznik nadort, je hormonalni
prostiedi. Vyskyt jaternich nadort byl totiz u Mthl” samci vyssi, nez u Mthl”" samicek.
Hladina antioxidant( se napfi¢ organy lisi. To také zplisobuje, ze ma Mthl deficience na kazdy
organ ruzné¢ velky vliv (Tsuzuki et al., 2001). Jiny experiment pozd¢ji ukazal, ze Mthi-deficitni
mys$i nevykazuji vyssi vyskyt G->T transverze, zatimco u AmutT E. coli se tento typ mutace
zvySuje 1000x. Z toho vzeSla hypotéza, ze savéi buiky bud’ disponuji dal§im enzymem
schopnym degradace §8-0xo-dGTP, nebo jsou tato poSkozeni zcela opravovana systémy MSH

¢i BER (Egashira et al., 2002).

4.1.5 Role MTHI1 a dalSich opravnych mechanismi v senescenci

Vysoka koncentrace 8-oxo-dGTP, které jsou nasledné inkorporovany do DNA,
zpusobuje akumulaci oxidativniho poskozeni v genomu vedouci k senescenci. V
imortalizovanych lidskych fibroblastech, kde byla exprese MTHI1 sniZena pomoci shRNA,
nebylo 8-0x0-dGTP odbouravano, ¢imz rostla jeho hladina. Mnozstvi ROS 1 antioxidant
v buiice zistalo beze zmény. Nahromadéni 8-0xo0-dG v chromozomalni DNA sniZovalo
efektivitu BER. V disledku nedokoncenych oprav DNA vznikaly jedno- a dvouvlaknové
zlomy, nasledkem ¢ehoz se aktivovala p53/p21 draha, kterd je asociovdna s genotoxickym
stresem (Rai et al., 2009). PoSkozeni DNA a signalizace aktivovana dvouvlaknovymi zlomy

jsou typické znaky replikativni senescence (Fagagna et al., 2003).
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Oggl” mysi vykazuji 5x vyssi vyskyt rakoviny plic nez WT a v jejich genomu se
hromadi 8-0x0-dG. Naopak v Oggl”"Mth1”- mysich neni vznik nddoru pozorovan, i kdyz je do
DNA 8-0x0-dG inkorporovan v jesté¢ vétsi mite. Mthl knockout tedy zamezil tumorgenezi u
Oggl” mysi, coz by podle autori mohlo byt zptisobeno akumulaci oxidovanych forem adeninu
v genomu, jejichz eliminaci MTH1 katalyzuje (Fagagna et al., 2003).

Akumulace 8-0x0-dG v DNA zvySuje aktivitu enzymu MUTYH, jejimz nésledkem
vznikaji v opravovanych oblastech apurynni mista, ktera jsou poté AP endonukledzou
pievedeny na zlomy. Jejich nadmérny vyskyt v jaderné i mitochondridlni DNA aktivuje

senescenci a bunécnou smrt (Oka et al., 2008).

4.1.6 Role MTH1 v RAS-indukovanych nadorech

RAS proteiny (KRAS, H-RAS ¢i N-RAS) jsou GTPazy, které hydrolyzuji pfeménu
GTP na GDP, ¢imz zpiisobuji aktivaci signaliza¢nich drah vedoucich k buné¢éné proliferaci,
ristu a diferenciaci. Mutace v RAS protoonkogenech, které vedou k jejich permanentni
aktivaci, zpisobuji az 30% nadorovych transformaci bunék. RAS proteiny se nachéazeji ve dvou
stavech: zapnutém pfi navazaném GTP, nebo vypnutém po hydrolyze GTP na GDP. Piechod
mezi vypnutym a zapnutym stavem zajistuji GEF (guanine nucleotide exchange-factors, napf.
Sos) a inaktivaci proteinu RAS, tedy hydrolyzu GTP, maji na starosti GAP (GTPase-activating
proteins), (Obrazek 6).

% G Obrazek 6

\C Schéma znazornuje systém aktivace RAS

proteinu pfi navazani GTP a deaktivace za

ON pomoci GAP hydrolyzou GTP na GDP za

PiQO GTPase uvolnéni anorganického fosfatu.
W Pievzato z (D’ Arcangelo and Cappuzzo, 2012).
OFF '

GAP

Aktivita RAS ovliviiuje 1 produkci ROS. RAS totiz pfes Rac-GTP signalizaci aktivuje
NADPH oxidazy, které produkuji superoxidové radikaly (viz kapitola Chyba! ZaloZka neni
definovana.), (Fernandez-Medarde and Santos, 2011). Nadmérna exprese a aktivita RAS tim
padem mtize vést 1 k oxidativnimu poskozovani DNA a mobilizaci DDR. Pokud nedojde ke
kompenzaci, miZe to v kone¢ném disledku vést k senescenci. Ochranu bun¢k pted senescenci

spusténou oxidativnim poskozenim DNA zajistuje pravé MTH1 protein. To dokazuje fakt, Ze
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umélé zvySeni MTH1 exprese ve fibroblastech, které byly predem transfekovany onkogennim
H-RAS, zamezilo senescenci. Naopak buniky s nadmérnou expresi RAS, které maji normalni
expresni hladinu MTHI1, se ptestavaji po 3 tydnech délit, vykazuji vysokou hladinu p53/p21,
B-galaktosidazy a dvojité zlomy DNA, coz jsou znamky senescence (Rai et al., 2011). Zaroven
onkogenni KRAS v RAS-indukovanych nadorech zvysuje expresi MTH1, ¢imz se adaptuje na
oxidativni stres a zajiSt'uje bufice moznost dalsiho dé¢leni.

KRAS mutantni rakovinné bufiky exprimujici P53™ dsledkem sniZeni exprese MTH1
proteinu pomoci shRNA zpomaluji proliferaci, vznikaji u nich DNA zlomy a jevi znamky
senescence (véetné zvysSeni hladiny p53/p21). Pokud tyto buiky exprimuji nefunkéni P53
(ptipadné se jeho exprese snizi pomoci shRNA ¢i genovou deleci), dochéazi ke zvysSeni exprese
P27 (jiného inhibitoru bunééného cyklu) a zaroven ke snizeni exprese KRAS a Akt, které jsou
soucasti drah generujicich ROS. Nedochazi vSak ke vzniku DNA zlomi a k senescenci.
Obnoveni exprese ¢i funkénosti P53 v téchto bunikach se snizenou expresi MTH1 ale DNA
zlomy a senescenci znovu vyvolava. Snizeni exprese MTH1 v bunkach exprimujicich

neonkogenni RAS protein nema na jejich proliferaci zadny vliv (Obrazek 7) (Patel et al., 2015).

Snizeni proliferace Proliferace

DNA zlomy, senescence,T P53/P21 l KRAS, Akt, T p27

/

Onkogennf Onkogenni
RAS RAS

Funkéni P53 nefunkéni P53
shMTH1

Neonkogenni
RAS

Proliferace

Obrazek 7

Schéma znézormuje rozdilny vliv snizené exprese MTH1 proteinu v buiikach exprimujicich neonkogenni RAS a
onkogenni RAS. Dopad nizsi exprese MTH1 se u bun¢k exprimujicich onkogenni RAS lisi v zavislosti na
pritomnosti funkéniho P53.

5 MTHI jako potencialni terapeuticky cil

Nédorova onemocnéni jsou spojend s vysokou produkci ROS, nasledkem cehoz se tvori
velké mnozstvi oxidaci poskozenych nukleotida (viz kapitola 2.4). Rakovinné bunky kladou
vetsi ndrok na opravné mechanismy a nékteré fesi vysokou hladinu 8-oxo-dGTP zvySenim

exprese MTH1 (viz kapitola 4.1.3). MTHI1 se tak stdva nadéjnym cilem protinadorové 1écby.
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Napt. vyssi exprese RAS proteinu v pokrocilejsim stadiu rakoviny je spojena s rozsahlou
produkci MTHI. S aktivaci RAS souvisi i vznik ROS a roste tedy i potencial poskozeni DNA
(viz kapitola 4.1.6). Vytazeni MTH1 z funkce ma tedy pro buitky RAS-indukovaného nadoru
cile nadorové terapie je doposud netspésna (O’Bryan, 2019). Protein MTHI1, ktery hraje roli
v zamezeni RAS-indukované senescence, by se proto mohl stat mimo jiné cilem protinddorové

terapie nepiimo namifené proti tomuto typu nadora.

5.1 Prvni generace inhibitorit MTH1

V roce 2014 byly v prestiznim Casopise Nature vedle sebe publikovany dvé nezavislé
prace, které ukazaly, ze inhibice MTH1 by mohla byt u¢inna v potlac¢eni rakovinového bujeni
(Gad et al., 2014; Huber et al., 2014).

Molekula SCH51344 (Tabulka 1) byla uz vroce 1995 identifikovana jakozto latka,
ktera ucinné zpomaluje rist RAS-transformovanych nadorti a zaroven nema cytotoxicky vliv
na zdravé buiiky. Jeji inhibi¢ni ptisobeni neprobiha na trovni MEK ¢i ERK signalizace, které
jsou aktivovany ptisobenim RAS proteinu (Kumar et al. 1995). Aby bylo mozné pochopit,
jakym mechanismem SCHS51344 na rakovinné builky pilisobi, bylo tfeba zjistit, s kterymi
proteiny interaguje. Byla proto syntetizovana proba nesouci SCH51344 pro afinitni purifikaci
neznamé molekuly v KRAS pozitivnich SW480 bunkach. Hmotnostni spektrometrii byly
identifikovany dva proteiny s nejvyssi afinitou. Prvnim byl protein ADK, jehoZz dfive
publikovany inhibitor ale neovliviiuje rist nadorovych bunék, a ddle mu tedy nebyla vénovana
pozornost. Jako mnohem relevantné;si cil inhibice SCH51344 se zdal byt druhy protein MTH1.
Série experimentl sice potvrdila, Ze pravdépodobnym cilem SCH51344 je MTH1, nicméné tato
latka se v klinické praxi nepouZivala, a tak autofi hledali dalsi potentni inhibitory MTH1. Na
zaklad¢ stavby substratu a aktivniho mista byla otestovana kolekce inhibitorii kindz a jako
potencialni inhibitor MTHI1 byl identifikovan inhibitor proteinu c-MET/ALK crizotinib
(Tabulka 1). Crizotinib mé dvé€ chiralni formy, které se li§i specifitou vi¢i MTHI a
biologickymi efekty. (S)-enantiomer na rozdil od jeho (R)-enantiomeru vykazuje vysokou
afinitu k MTHI (ICso= 72 nM resp. 1375 nM) a zaroven je jen malo efektivnim inhibitorem
kinaz. Po inkubaci bun¢k s (S)-crizotinibem se zvySuje hladina markerti znacicich poskozeni
DNA (jako napt. 53BP1 a autofosforylovaného ATM). Nepodatilo se kvantifikovat mnoZstvi
8-0x0-dGTP v burice, ale byl pozorovan nartst jeho inkorporace do DNA. (S)-crizotinib
zpiisobil velké mnoZzstvi DNA zlomt nésledované bunécnou smrti. /n vivo v mySim xenograftu

SW480 bunek zpomalil (S)-crizotinib rozvoj nadoru a jeho velikost redukoval na 50%. ZvySeni
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exprese MTH1 v bunikach inkubovanych s (S)-crizotinibem sice snizovalo vznik DNA zlomd,
ale nemélo vliv na Zivotaschopnost bunék (ICso se nezvySovalo), z ¢ehoz vzesla otazka, jestli
(Huber et al., 2014).

Ve druhém c¢lanku se Gad et al. zabyvali MTH1 inhibici a jejim dopadem na vyvoj
rakovinnych bunék. Jejich prvnim krokem bylo zhodnoceni, zda je MTH1 skute¢né¢ vhodnym
terapeutickym cilem. Zjistili, Ze snizeni exprese MTH1 pomoci siRNA v primarnich lidskych
bunkach VH10 nema na jejich zivotaschopnost negativni vliv. Naopak v rakovinnych bunikach
U208, které jsou vystaveny permanentnimu oxidativnimu stresu, coz naptiklad ukazuje vysoka
karboxylace proteintl, se po snizeni exprese MTH1 hromadi protein 53BP1 (Gad et al., 2014).
53BP1 se ucastni DDR, pii kterém se vaze na histon H4 v mistech dvojitého zlomu DNA
(Gupta et al., 2014). Snizeni MTH1 exprese (pomoci siRNA) vedlo k vyssi inkorporaci 8-oxo-
dGTP do DNA, zvySeni mnozstvi p21, zvySené fosforylaci p5S3 a nasledné k apoptoze. Exprese
MTH]1 rezistentniho vici siRNA tyto buiiky pted smrti ochranila, exprese katalyticky mrtvého
proteinu vsak ne. Zde se potvrdilo, ze pro rakovinné buriky je na rozdil od zdravych katalyticka
aktivita MTH1 esencialni a jeho vyfazeni ma pro né fatalni nasledky.

Nésledujicim krokem bylo testovani knihovny sloucenin s cilem nalézt U¢inny
nizkomolekularni inhibitor MTH]1. Nalezené hity obsahovaly 2-aminopyrimidin (Tabulka 1),
jehoZz modifikaci pak vznikly tfi nové inhibitory: TH650, TH588 a TH287 (Tabulka 1) s vazbou
do aktivniho mista MTH1. TH650 ma velice nizky inhibi¢ni potencial (ICso= 2,1 + 0,1 uM) a
navic nevaze MTH1 v bunikéach, a proto neni vhodnym kandidatem pro protinddorovou terapii.
TH287 sice inhibuje MTH1 s nejvyssi uc¢innosti (ICso= 0,8 + 0,1 nM), ale na druhou stranu je
velice malo metabolicky stabilni. TH588 inhibuje MTH1 o trochu méné (ICso= 5,0 + 0,2 nM),
ale zato metabolicka stabilita je u n¢j vysoka. Tyto inhibitory jsou vysoce selektivni pro MTH1
v porovnani s ostatnimi nudix hydroldzami, véetné MutT. Selektivita byla testovana i na dalSich
87 enzymech, mezi nimiz byly riizné kinazy, GPCR, iontové kanaly a transportéry. V té dob¢
nebyly zadné potencidlni vedlejsi cile odhaleny.

Bunééna odpoveéd na molekuly TH287 a TH588 je velmi podobna té pii depleci MTH1
pomoci siRNA. Pro primérni a imortalizované buniky nema inhibice MTH1 cytotoxicky efekt,
naopak rakovinné buiiky zabiji (Gad et al., 2014). Nicmén¢ indukce oxidativniho stresu za
pouziti silného oxidaéniho ¢inidla (KBrO3) vedla k zvyseni cytotoxicity TH588 o cca 20% 1
v imortalizovanych fibroblastech (Brautigam et al., 2016). Podobn¢ jako MTH1 deplece i jeho
inhibice v bunénych liniich zvySuje obsah oxidovanych forem nukleotidii v genomové DNA

a spousti ATM-p53-zprostiedkovanou bunécnou smrt (Obrazek 8). Hladina MUTYH ¢i OGG1
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se po inkubaci s inhibitory neméni. Pfi jejich nadmérné expresi ziistava cytotoxicky efekt
inhibitorti stejny, ackoliv jsou zodpovédné za opravu oxidativnich poskozeni DNA. Bunky
odpovidaji na MTH1 inhibici uz v samotném poc¢atku nadorové transformace, kdy se jeho
exprese zaCind postupné navysovat. In vivo testovani na mysSich s transplantovanymi nadory
rezistentnimi na rtzny typ léCby ukézalo, ze tyto rakovinné bunky na aplikaci TH588

odpovidaji a rast nddoru se zpomaluje (Gad et al., 2014).
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Dalsi in vivo testy u€inku TH588 byly provedeny na zebfickach. Aminokyselinova
sekvence zfMTHI se s hMTHI1 sice shoduje jen ze 70%, ale proteinova struktura obou
homologi téméf zcela koresponduje. Aminokyselinové rozdily se nachazi mimo oblast vazajici
THS88, jehoz hodnota ICso je pro h(MTH1 a zfMTHI1 velmi podobna (1,4 + 0,4 nM resp. 2,8 +
0,6 nM). Mikroinjekce 8-0xo-dGTP do vajiek zebficek zivotnost ovlivnila jen malo (2-OH-
dATP vibec); kdyZ bylo ale zaroveit MTH1 inhibovano pomoci TH588, viabilita se markantné
snizila.

Na zebtickach byl také studovan vliv VHL-HIF1a signalizace na citlivost bunék vuci
inhibitorim MTH]1. Tato signaliza¢ni drdha je dileZita v adaptaci bun¢k na hypoxii a je ¢asto
deregulovéana v nddorovych onemocnénich. VHL kontroluje odbouravani HIF1a. Ztrata funkce
VHL m4 za nasledek navySovani hladiny HIF1a a s tim spojeny nariist hladiny ROS. Stabilizaci
HIF 1o zpiisobenou nefunkénim VHL roste i hladina MTH1. Zivotnost vhl-/- embryi zebficek
se inhibici MTHI1 vyrazné snizuje. Na wild-type embrya zebfic¢ek, ve kterych je HIFla
indukovan pomoci DMOG (dimethyloxalylglycin) mad TH588 podobny cytotoxicky efekt.
Ptfedchozi inkubace embryi s antioxidanty je pfed cytotoxicitou TH588 chrani (Briutigam et

al., 2016).
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Nadéjné vysledky inhibitoru TH588 podnitily snahu o jeho dalsi vylepSeni; Warpman
Berglund et al. syntetizovali molekulu TH1579 (Karonudib; Tabulka 1) s velkym inhibi¢nim
potencidlem a s cytotoxickym ucinkem na rakovinné bunky (BJ-hTERT-Ras-SV40T) na rozdil
od imortalizovanych (BJ-hTERT). Jeho aktivita navySuje v buiice hladinu 8-oxo-dGTP;
zarovenn nadmérna exprese MTHI1, MutT proteinu nebo antioxidantii tento jev potlacuje
(Warpman Berglund et al., 2016). V mySich s osteosarkomem zastavuje jeho riist. Prokazatelné
zpusobuje vyssi miru inkorporace 8-0xo-dGTP do DNA, ¢imz posléze vznikaji zlomy, dochazi
k H2AX fosforylaci, $té€peni kaspazy 3 a nasledné apoptdéze (Moukengue et al., 2020). Stejné
jako TH588 i Karonudib indukuje P53-dependentni DDR. TH1579 je vysoce selektivni,
neinhibuje jiné NUDIX hydrolazy ani kindzy nebo BER proteiny (Warpman Berglund et al.,
2016). Mnozstvi mRNA kodujici MTH1, MTH2, MUTYH, NUDTS5 nebo OGGI1 se po jeho
aplikaci neméni (Moukengue et al., 2020). /n vivo pokusy v mySich s xenograftem bunécné
linie SW480 ukazaly, ze se rlst nddoru po lé€bé TH1579 signifikantn€ zpomaluje, hladina
markerd pro DNA poskozeni a apoptdzu roste, a naopak markery pro bunéénou proliferaci jsou
redukovany (Warpman Berglund et al., 2016). Zarovenn v mysSich modelech snizuje miru
migrace rakovinnych bunék a ji zplGsobenych metastazi stejné tak, jako angiogenezi
(Moukengue et al. 2020).

V Karolinska University Hospital probihaji dv¢ klinické studie Karonudib. V lednu 2017
zaCala prvni faze studie inhibice nadoru (ID: NCT03036228), které se ucastni 20 pacientt.
Vyhodnoceni ziskanych dat probéhne v fijnu 2020 (Thomas Helleday Foundation, 2019a).
Prvni faze druhé studie karonudibu s pacienty s leukémii byla spusténa v prosinci 2019 (ID:
NCTO04077307) (Thomas Helleday Foundation, 2019b).

Podafilo se tedy najit nékolik molekul, jejichZ zacileni G€inku na zpomaleni nadorového
bujeni bylo zcela inovativni. U¢inné inhibuji MTH]1 protein, cili na mechanismus, kterym se
rakovinné bunky adaptuji na oxidativniho stres a chrani je pfed poskozenim DNA. Pisobi
selektivné cytotoxicky na rakovinné buinky, pro které je, na rozdil od zdravych, MTHI1

esencialni.

5.2 Dalsi inhibitory MTH]1

S témito optimistickymi vysledky se spustila snaha o nalezeni dalSich molekul
inhibujicich MTHI1 s jesté lepSim inhibi¢nim potencialem, selektivitou a farmakokinetickymi
vlastnostmi, které by se daly pouzit v klinickych studiich. Spolu s tim bylo zahajeno nezavislé

oveéfovani mechanismu u€inku prvni generace inhibitort MTHI, pii kterém vyvstala
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kontroverze ohledn¢ toho, zda je skutecnym cilem MTHI nebo ne. Kettle et al. provedli
CRISPRem zprosttedkovany MTHI knockout v rakovinnych buiikkdch (SW480). I pies
nepiitomnost MTH1 se bunky déle Gspésné délily (Kettle et al., 2016) a zaroven na né¢ mél
THS588 1 (S)-crizotinib stejny cytotoxicky efekt, jako na rakovinné bunky disponujici MTH1
(Gul et al. 2019; Kettle et al., 2016) . Znovu tedy provedli genovy knockdown pomoci siRNA.
Pouzili pivodné publikovanou siRNA (Gad et al.,, 2014) a také komerén¢ dostupny
oligonukleotid. Obé RNAIi uc¢inné snizovali expresi MTH1, ale pouze siRNA z (Gad et al.,
2014) snizovala viabilitu U20S bunék. Zaroven aplikace TH588 a (S)-crizotinibu piisobila
cytotoxicky 1 v buiikach se snizenou expresi MTH1 (Kettle et al., 2016). Warpman Berglund et
al. ale pozdéji ukézali na jiné bunécné linii (NTUBI1/P buiky rakoviny mocového méchyie)
pokles viability se stejnym oligonukleotidem. Z toho by vyplyvalo, ze MTH1 hraje esencialni
roli jen u nékterych typi nadori. V mysich s transplantovanym naddorem bunééné linie SW480
za pouziti nckolika odlisnych MTH1 RNAIi, které snizuji MTHI1 expresi s rizné velkou
ucinnosti, koresponduje zpomaleni ristu nadoru se stupném snizeni exprese MTH1 (Warpman
Berglund et al., 2016), coz znovu ukazuje na jeho esencidlni roli v rozvoji nadoru.

Bylo syntetizovano nékolik sérii molekul inhibujicich MTHI. VétSina z nich vSak 1 pies
velmi dobr¢ inhibicni vlastnosti in vitro neptisobi na rakovinné buiiky cytotoxicky, jako tomu
bylo u inhibitord prvni generace.

Petrocchi et al. na zékladé€ vztahu struktury a aktivity (SAR) v krystalu MTH]1 vytvorili
model, ve kterém optimalizovali molekulu TH287 pro silngjsi interakci s MTHI1. Z 19
syntetizovanych molekul disponuji nejlep$imi inhibi¢nim vlastnostmi a stabilitou IACS-4619
(ICs50= 0,2 nM £ 0,04) a IACS-4759 (ICs0o= 0,6 nM + 0,16) (Tabulka 1). Snadno vstupuji do
bunék. Lisi se pouze v hydroxylové skupiné (u IACS-4759), kterd ziejmé hraje roli v jejich
metabolické stabilité. IACS-4759 je totiz v mikrosomech stabilnéj$i. Na rozdil od TH588 a
TH287 inhibuji IACS-4619 a IACS-4759 MTHI1 v buitkdch U20S s nadmérnou expresi MTH1
uz ve velmi nizkych koncentracich. V publikaci nebyla uvedena zadna data popisujici ptisobeni
novych molekul na viabilitu bun&k. Autofi pouze konstatuji, Ze 1 pfes vétsi inhibi¢ni potencial
a efektivnéjsi inhibici v neporusenych butikach neZ piivodni inhibitory, IACS-4619 a IACS-
4759 cytotoxicky efekt nemaji (Petrocchi et al., 2016).

Také Kawamura ef al. otestovanim bezmala 30 tisic latek z knihovny RIKEN Natural
Products Depository nalezli 20 hitt, ze kterych na zaklad¢ in vitro inhibi¢nich testl vybrali jako
slibny inhibitor MTH1 derivat purinu NPD15095 (s ICso v mikromolarnich jednotkach). Dvé
jeho strukturné podobné molekuly NPD7155 a NPD9948, také obsahujici purin. Se svymi

nanomolarnimi hodnotami ICso se vice blizi inhibitorim prvni generace (Tabulka 1). Tyto
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molekuly se v HeLa bunkach velmi specificky vazi na MTHI1 protein, neindukuji v nich vSak
zvyseni hladiny 8-0xo-dGTP a pouze v hodné vysokych koncentracich zptisobuji hromadéni
53BP1, stejn¢ jako nartst sub-G1 populace bun€k, coz je zndmka umirani bunék. V takto
vysoké koncentraci je ovSem inhibice bunécného ristu pozorovana i u NPD8880, jiného
analogu NPD15095, ktery vykazuje jen nizkou MTH1 inhibi¢ni aktivitu (Kawamura et al.,
2016).

Pro identifikaci dal$i skupiny molekul, jakozto moznych inhibitord MTH1, byla vyuzita
metoda fragment-based screenu (FBS). Na rozdil od high-throughput screeningu (HTS) se pro
FBS vyuzivaji knihovny s niz§im poctem latek mensi velikosti a molekulové hmotnosti.
Afinita fragmentu k enzymu je obvykle velmi nizkd, proto se knihovny pro FBS pftipravuji ve
vysoké koncentraci fragment. Navazané fragmenty (tzv. ,,hity*) jsou poté spojeny do jedné
molekuly, ¢imZ jejich afinita k danému enzymu roste (Erlanson et al., 2004). Zastupcem
molekul identifikovanych ve FBS je BAY-707, jehoz ICso se pohybuje v nanomolarnich
jednotkach (2.3 £ 0.8 nM; Tabulka 1) a pfi testovani kindz nebyla odhalena Zadna cross-
reaktivita. Je metabolicky stabilni, snadno vstupuje do bun¢k a umoziuje peroralni aplikaci.
Jedné se o kompetitivni inhibitor, opét vSak na rakovinnych buitkach HeLa a SW-480 neni
pozorovana, s vyjimkou hodné vysokych koncentraci inhibitoru, Zddna zndmka cytotoxicity,
ackoliv biochemicky potencidl BAY-707 je pro inhibici MTH1 vy$si, nez pro cytotoxicky
THS588. BAY-707 neindukuje fosforylaci histonu YH2AX (marker dvojitych zlomi DNA) ani
inkorporaci 8-0xo-dGTP, kterou TH588 vyvolava. BAY-707 neptisobil cytotoxicky ani v in
vivo nadorovych modelech u mys$i s CT26 adenokarcinomem stfev, s NCI-H460 NSCLC
(nemalobunécny karcinom plic) nebo A549 adenokarcinomem (Ellermann et al., 2017).

Ani molekula tetrahydronaphthyridin, metabolicky nestabilni, av§ak s dosud nejlepSim
biochemickym potencidlem (ICso = 0.043 nM), a jeji Ctyti analogy (26, 27, 32, 37) (Tabulka 1),
nemaji cytotoxicky vliv na rakovinné bunky (tetrahydronaphthyridin ECso = 8 uM, porovnano
s TH287 ECso = 0,7 uM ). Neaktivuji p53, nezplsobuji fosforylaci YH2AX, ani nezvySuji
hladinu 8-0xo-dGTP (Farand et al., 2020).

Na nesrovnalosti ve vysledcich vlivu inhibice MTHI1 rliznymi inhibitory na pfeziti
bunék a jejich proliferaci reagovali Warpman Berglund ef al. Zjistili, ze cytotoxicita inhibitorti
MTHI1 koresponduje se schopnosti navozovat inkorporaci 8-oxo-dGTP do DNA (Warpman
Berglund et al., 2016). AZ (Kettle et al., 2016) ani IACS molekuly (Petrocchi et al., 2016),
stejné jako NPD molekuly a BAY-707, na rozdil od prvnich cytotoxickych inhibitora, touto

schopnosti nedisponuji a neptsobi negativné na viabilitu bunék. Autofi pfipustili moznost, Ze
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by navySeni 8-oxo-dG v DNA prvni generaci inhibitort mohlo byt zplisobeno i inhibici
vedlejsiho cile (Warpman Berglund et al., 2016).

Fakt, Zze nov¢ inhibitory MTHI1 i pfes podobné ¢i lepsi hodnoty ICs jako inhibitory prvni
generace, nenavozuji inkorporaci oxidovanych nukleotidit do DNA, vznik dvojitych zlomu a
naslednou bunécnou smrt vlibec nebo pouze ve velmi vysokych koncentracich, vyvolava
otazku, zda TH588, TH279 a (S)-crizotinib nezptsobuji tento efekt jinym mechanismem nez
na zaklad¢ inhibice MTHI1. Mnoho vysledkd vede k zdvéru, ze MTH1 neni hlavnim cilem
téchto cytotoxickych molekul. Biochemicky potencial TH287, TH588, SCH51344, a (S)-
crizotinib se pohybuje v nanomolarnich jednotkach, fenotypovy bunécny efekt se ale projevuje
az v mikromolarnich hodnotdch. Nadmérna exprese MTH1 neméni vliv inhibitorti na buiiku a
cytotoxicita zastava i pres vyssi hladinu MTHI1 stejna (Kawamura et al., 2016). Navic
v rakovinnych buikich s CRISPRem zprostfedkovanou deleci MTHI méa THS588 stejny
cytotoxicky efekt jako na rakovinné buiiky disponujici MTH1 (Gul et al., 2019).

Bylo tieba objasnit, zda hraje v rozdilnych cytotoxickych vlastnostech inhibitort roli
MTHI1 se provadélo detekci uvolnéného anorganického pyrofosfatu, coz je znané nepiesné,
jelikoz v bunice probihd mnoho enzymatickych reakei se stejnym produktem. Byla vyvinuta
ARGO (ATP-releasing guanine-oxidized) sonda, produktem jejiz hydrolyzy, katalyzované
MTHI1, je 8-0xo-dGMP a ATP. Luciferaza pfeméiuje ATP na detekovatelny svételny signal,
jehoz intenzita odpovida mife hydrolyzy 8-oxo-dGTP, a je tedy mnohem specifictéjsi (Ji et al.,
2016). Samaranayake ef al. ji vyuZili pro porovnani inhibice 8-oxo-dGTPazové aktivity
inhibitory MTH1 THS588, TH287, které jsou cytotoxické, a IACS, AZ-21 a BAY-707, jez
bunécnou smrt nezptsobuji. Rozsah inhibice se mezi témito molekulami 1i$i jen mélo. Dale
zjistili, ze ptispévek MTHI1 k celkové 8-oxo-dGTPazové aktivité¢ v buiice je napfic¢ typy
rakovinnych bun¢k rozdilny. U nekterych je ARGO eseji 1 po aplikaci inhibitort MTH1 nebo
MTH1 shRNA stale detekovatelny signal. To znamena, Ze nejspi$ disponuji dalSim enzymem
s podobnou funkci jako MTHI1. Porovnani cytotoxicity inhibitorti prvni generace v buiikach
U208, které exprimuji MTH1 ve velmi vysoké mifte, a PC3 bunkach, jejichz MTH1 hladina je
signifikantné niZ§i, ukazalo, Ze maji na ob&é bun&cné linie stejny smrtelny efekt. Cytotoxicita
inhibitord prvni generace tedy zfejmeé nesouvisi pfimo s inhibici MTH1, ale n&jakého vedlejSiho

cile (Samaranayake et al., 2020).
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5.3 Dvoji t€inek TH287, TH588 a TH1597

Proteomické analyza (proteomic profiling) inhibice inhibitort MTH1 odhalila, ze TH287
a TH588 maji piekvapivé mnoho spolecného s latkami atakujicimi tubulinovou polymeraci
(napf. paclitaxel, nocodazol), zplisobuji nariist populace HeLLa bun¢k v G2/M fazi a indukuji
Bcl-2 fosforylaci, coz jsou typické vlastnosti inhibitort cilicich na tubulin (Kawamura et al.,
2016). Warpman et al. pozdé&ji tento vysledek ovérovali pomoci CETSA (cellular thermal shift
assay) proteomiky (Warpman Berglund et al., 2016). CETSA umoznuje sledovat cilové
proteiny inhibitori pfimo v buiikach. Tato metoda je zalozena na posunu kiivky tani proteinu
s navazanym inhibitorem v porovnani s kiivkou tani samotného proteinu, pomoci ¢ehoz lze
zjistit, na které proteiny se inhibitor navazal (Molina et al., 2013). Na HCT116 bunkach
rakoviny tlustého stfeva s mutaci v KRAS proto-onkogenu sledovali, ze se TH588 v
mechanismu plsobeni na tubulin, bunéénou smrt a senescenci lisi od klasickych tubulinovych
inhibitorti. Indukuji narist 53BP1, coz u anti-mikrotubularnich latek neni pozorovano
(Warpman Berglund et al., 2016).

Gul et al. pozorovali, ze TH588 zasahuje mechanismus regulace mitotického vieténka.
THS588 ma vliv na mikrotubulérni systém, ktery je nepostradatelny pii procesu bunécného
déleni. Po inkubaci bun¢k s TH588 nastava problém pfti separaci duplikovanych centrozomu a
umisténi mikrotubularnich aster do opacnych poéla bunky. Snizuje mikrotubuldrni dynamiku a
zpusobuje opozd'ujici se (lagging) chromozomy. Buiky jsou tak uvéznény v G2/M fazi
bunécného cyklu. Pii nizké koncentraci inhibitoru je toto zastaveni pouze docasné a buniky po
chvili déleni dokoncuji. Vysoka koncentrace TH588 zplisobuje permanentni blokaci cyklu,
nebo je mitdza ukondena bez bunééného déleni. Cytotoxicky efekt TH588 u MTHI” bungk
pretrvava, proto ziejmée ani jeho inhibice molekulou TH588 neni hlavnim ptivodcem zastaveni
bunééného cyklu v metafazi a sniZzeni mikrotubularni dynamiky. Ov§em moznost, Ze by MTH]1
inhibice in vivo ptispivala k zastaveni ristu nadoru neni vyloucena (Gul et al., 2019).

Vyuziti CRISPR screenu pomoci RNA knihovny pro objasiiovani mechanismi cileni
novych 1é¢iv a ztraty bunéénych funkei je G€innéjsi neZ RNAI, ktera neni schopna navozovat
knockout gend, ale pouze knockdown. Jeji specifita neni dokonald, a proto méa krom cileného
genu také efekt na potencialni off-target. CRISPR screen vyuziva gRNA (guide RNA), ktera
velmi presné sméruje Cas9 protein k vytvareni dvojitych zlomt v cilové oblasti DNA, jejichz
opravou jsou do DNA vnaSeny mutace. Proteinové produkty téchto mutantnich genti ztraci svou
funkénost. CRISPR screen umoziiuje cileny knockout geni a nésledné pozorovani, zda

nepiitomnost funkéniho proteinu zménila vliv 1é¢iva na bunku, ¢imz Ize identifikovat cile
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novych 1éciv (Kurata et al., 2018). Autoii pouzili dvé knihovny gRNA zasahujici ptiblizné€ 1000
gend bunééného cyklu a 500 genti kinadz. Pozitivni screen odhalil dva geny, jejichz knockout
funguje preventivné pted cytotoxickym vlivem THS588, jinymi slovy bez jejich piitomnosti
nejsou buiky na ptisobeni THS588 senzitivni. Jsou jimi USP28 (ubiquitin carboxyl-terminal
hydrolase 28) a p53 (Gul et al., 2019), oba jsou nedilnou soucasti signaliza¢ni drahy zakoncené
prodlouzenim prometafize a zastavenim bunééného cyklu v G1 fazi v ptipad¢ nebezpeci
chybného pribéhu mitézy (Lambrus et al., 2016). TH588 mitézu prodluzuje. Z toho bylo
souzeno, ze pusobeni THS588 na regulaci mitotickych vldken aktivuje USP28-p53 dréhu.
Aplikace TH588 u USP28-KO bun¢k ¢i1 TP53-KO bunék nezplisobuje v porovnani s wild-type
H460 bunkami markantni snizeni bunééné populace, z ¢ehoz vyplyva, ze aktivita USP28 a p53
je pro pusobeni TH588 nezbytna. TH588 také navysuje hladinu PS3BP1 a CDKNI1A (cyclin-
dependent kinase inhibitor 1A), které jsou, stejné jako USP28 a p53, soucasti mitotic
surveillance pathway. (Gul et al., 2019).

Rudd et al. nahradili v A2780 bunikach rakoviny vajecniku wild- type Pol 6 (polymerazu
delta), ktera s velkou ptesnosti rozliSuje poskozené dNTP od neposkozenych, mutantni formou
s vysokou chybovosti (,,error-prone*, EP). Tim mohli zjistit, jaky podil na smrti bun¢k sehrdva
inkorporace 8-0x0-dGTP do DNA. Samotné nahrazeni funkéni polymerdzy mutantni formou
nemélo na pomér zastoupeni bunck v S-fazi vliv. Zvysilo ale senzitivitu bun¢k na THS588.
V buiikach s mutantni formou Pol & zpisobuje TH588 inkorporaci oxidované formy guaninu
do DNA, dvojité zlomy a apoptickou signalizaci ve vét§im rozsahu nez v bunikach s wild-type
Pol 6. To potvrzuje, ze 8-0xo-dG v DNA skute¢né pfispiva k bunééné smrti. Bez pouziti
inhibitoru neni mezi buiikami s témito riznymi Pol 6 pozorovén rozdil v €etnosti inkorporace
8-0x0-dGTP. 8-ox0-dG v DNA zpusobuje replikacni stres. Rychlost replikacni vidlicky
pusobenim THS588 klesd u WT 1 EP Pol o bez rozdilu. K uplnému pieruseni S-faze vSak
navzdory poskozeni DNA nedochazi. Za fyziologickych podminek je syntéza DNA v S-fazi
dokoncena. Pti replikacnim stresu ale mohou byt nékteré oblasti jesté opraveny pomoci Pol 6
v mitotické DNA replikaci. Tento jev je u rakovinnych bun¢k velmi Casty. Pii inhibici MTHI1
ale nedochazi k odbouravani 8-oxo-dGTP a jsou beéhem mitotické replikace Ccastéji
inkorporovany do DNA. Zarovein TH588 zplsobuje zastaveni bunécného cyklu v mitdze
(mitotic arrest), pii kterém dochazi ke zvySené produkci ROS, tedy i 8-0xo-dGTP. Autofi
ukazali, ze bunétna smrt zptisobend molekulou TH588 je zvracena reversinem, inhibitorem
mitotické kinazy Mpsl. Diky nému nedochézi k aktivaci kontrolniho bodu sestaveni déliciho

vieténka (spindle assebly checkpoint, SAC), ktery buiice brani v piechodu z metafaze do
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anafaze. Reversin osvobozuje buniku z mitotického arestu. SAC a mitoticky arest jsou zjevné
nezbytné pro citlivost bun¢k na TH588 (Rudd et al., 2019).

Gad et al. dale objasiovali zpiisob ptsobeni inhibitort MTH1 na mikrotubuly. Deplece
MTH1 pomoci RNAI v bunkéach U20S, stejné jako jeho inhibice TH588 a TH1579, zpiisobuje
problémy se spravnym rozd€lenim builky z divodu Spatného napojeni kinetochor na
mikrotubulinové vlakno a prodlouzeni mitézy (viz vyse). Po snizeni exprese MTH1 pomoci
siRNA pozorovali zvySenou mobilitu a-tubulinu, a tedy i niz§i miru polymerace. MTH1
interaguje s o-tubulinem a moznad ma tedy pfimo vliv na nukleaci a normalni prib&h mitdzy.
THS588 1 TH1579 v zavislosti na koncentraci snizuji mikrotubuldrni polymeraci a znemoziuji
interakci mezi a-tubulinem a MTHI, coZ u inhibitorti bez cytotoxického efektu pozorovano
neni. TH1579 1 TH588 snizuji dynamiku mikrotubul.

Cytotoxické inhibitory MTHI1 tedy funguji dvojim ucinkem. Prodlouzeni mitozy
indukované sniZzenim dynamiky mikrotubul v disledku inhibice MTH1 vede k nartstu ROS a
vzhledem k neaktivnimu MTHI1 i nartistu 8-0xo-dGTP, coz pii mitotické replikaci zptisobuje
vétsi miru inkorporace do DNA zakoncené mitotickou katastrofou. Aby byl inhibitor MTH1
cytotoxicky, musi disponovat obéma vlastnostmi. To potvrzuje i1 fakt, ze pfi vyvolaném
zastaveni bunécného cyklu v mitdze (mitotic arrest) napf. pomoci paclitaxelu a nasledné
inkubaci bunék s inhibitorem MTHI1, ktery sam o sob¢ neptisobi cytotoxicky, je pozorovana

inkorporace oxidovaného guaninu do DNA nasledovana bunécnou smrti (Gad et al., 2019).
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Tabulka 1

Struktury inhibitort a jejich hodnoty IC50. Cytotoxické inhibitory jsou znaceny tucnym

pismem.
Molekula Struktura IC50
(MTH1) ; nM
2-aminopyrimidin
[ A .'\|N
Ty 'J “~ H
N
I.
(Rudd et al., 2019)
THS588 50+0,2
cl in vitro
cl
ALK
N N NH (Gad et al., 2014)
(Gad et al., 2014)
TH650 2100 + 100
o] in vitro
Cl
= IN
NKS NJ\NH2
HO—)—J
(Gad et al., 2014) (Gad et al., 2014)
TH287 0,8 +0,1
c in vitro
cl
= |N
N \NANHZ
H
(Gad et al., 2014) (Gad et al., 2014)
SCH51344 320 +£40
HN/‘\/O\/\OH in vitro
0
~
N y
N” ﬁ/

(Kawamura et al., 2016)

(Kawamura et al., 2016)
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(S)-crizotinib 72
N NH; in vitro
|
! :
< > Cl
HN
(Huber et al. 2014) (Huber et al., 2014)
IACS-4619 0,2 + 0,04
N~ ™ in vitro
A
H,N~ N 0/7(
(Petrocchi et al., 2016) (Petrocchi et al., 2016)
IACS-4759 0,6 +0,16
N™ in vitro
A
H,N~ N O/X\OH
(Petrocchi et al., 2016)
(Petrocchi et al., 2016)
NPD15095 3300 + 600
/L in vitro
HN/\/\O
NZ N
D
N
N H
(Kawamura et al., 2016) (Kawamura et al., 2016)
NPD7155 210 + 30
in vitro
N
NZ N
L
N
N" H
(Kawamura et al., 2016) (Kawamura et al., 2016)
NPD9948 290 + 50
in vitro

A

NZ N
| \
HZN)%N ,’i">

(Kawamura et al., 2016)

(Kawamura et al., 2016)
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TH1579 310
R! cytotoxicita v SJSA-1 bunkach
R | N
R Z
N NJ\NH )
H
(Scobie et al., 2014) (Moukengue et al., 2020)
BAY-707 23+0.8
O] in vitro
/EN
(o)
)
N N z
/H H N
(Ellermann et al., 2017) (Ellermann et al., 2017)
AZ21 0,5
@\ in vitro
| NH o]
0 _ W
o
(o] \N
| 21
Kettle et al., 2016
(Kettle et al., 2016) (Kettle et al., 2016)
tetrahydronaphthyridin
R! H H
Y %
O N«
(Farand et al., 2020)
26 0,80
H in vitro
HaN Ny N s
T R> |
N~ N
R? O
(Farand et al., 2020) (Farand et al., 2020)
27 51
H in vitro
HaN. NN ,
N J .
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R2

(Farand et al., 2020)

(Farand et al., 2020)




32 13
R3 in vitro
4
Na R
HoN
2 _<\N N__=
R5
R3 R* R>
H H 2,3-diCIPh (Farand et al., 2020)
(Farand et al., 2020)
37 15
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HaN—G
N
R5
R3 R4 R’
H H 2,3-diCIPh (Farand et al., 2020)

(Farand et al., 2020)
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6 Zaver

Tato prace popisuje roli MTH1 v rakovinnych bunikéch jakozto adapta¢ni mechanismus na
permanentni oxidativni stres, ktery je spoleCnym znakem rakovinnych bun¢k. Oxidaci
poskozené dANTP jsou snadno inkorporovany do DNA, kde se nespravné paruji, coz nasledné
vede ke vzniku mutaci. MTHI1 katalyzuje hydrolyzu 8-oxo-dGTP, 2-OH-dATP a 8-oxo-dATP
za vzniku piislusného dNMP, ktery jiz nemiize byt do DNA zatazen, ¢imz MTHI protein buiiku
pfed vznikem mutaci chrani. Rakovinné buniky jsou oproti zdravym na aktivit¢ MTH]1 vice
zéavislé a jeho exprese je u nich signifikantné vyssi. Z toho vznikla mySlenka vyuzit inhibici
MTHI1 v protinddoroveé 1écbe. Pomoci RNAi byla dokazana esencialni role MTH1 v nékterych
liniich rakovinnych bun€k. Bylo syntetizovano nékolik sérii inhibitord, znichz nékteré
fungovaly selektivné cytotoxicky na nadorové bunky ((S)-crizotinib, TH588, TH279, TH1579),
jiné v8ak 1 pfes sviyj velky inhibi¢ni potencial nezpomalily nadorové bujeni. Bylo zjisténo, ze
cytotoxicita inhibitorti zavisi na jejich schopnosti navozovat inkorporaci 8-0xo-dGTP do DNA.
Rada experimentd vedla k ptehodnoceni ptvodni hypotézy, kterd pokladala za hlavni cil
cytotoxickych inhibitordi MTH1 protein. Ukdazalo se, Ze jeho hlavnim cilem pisobeni je
mikrotubularni polymerace. Jedna se o zajimavy piipad, kdy analyza u¢inku latky odhalila, Ze
ve skute€nosti ovliviiuje jiny proteinovy cil, nez proti kterému byla pivodné vyvinuta. V
soucasné dob& probiha se selektivné cytotoxickym inhibitorem MTHI1 pro rakovinné buiiky,
molekulou Karonudib (TH1579), prvni faze klinické studie, kterd bude vyhodnocena v fijnu

2020.
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