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ANOTACE

Prace se zabyva roli enzymu poly (adenosindifosfat-ribosa) polymerdzy 1 v bunikach, jeho
strukturou, aktivaci a funkci. Zkouma zatazeni PARPs enzymi mezi ostatni polymerazy
a popisuje jejich vlastnosti auplatnéni v bunécnych procesech v porovnani s PARP-1,
u kterého dale studuje vyznam pii apoptoze bunky a opravé poskozenych tsekiit DNA. Dale
se zabyvad moznou lécbou nadorovych onemocnéni pomoci inhibice poly (adenosindifosfat-

ribosa) polymerazy 1, a to véetné¢ moznych rizik.

KLICOVA SLOVA

Poly (adenosindifosfat-ribosa) polymeraza 1, DNA, apopt6za, rakovina, PARPs inhibitory.

TITLE

The role of PARP-1 protein in cells

ANNOTATION

This thesis examines the role of the enzyme poly (adenosinediphosphate- ribose) polymerase 1
in cells, its structure and functions. Investigates the classification of PARPs enzymes among
other polymerases and describes their properties and applications in cellular processes
compared to PARP-1, in which the importance of cell apoptosis and repair of damaged DNA
segments is further studied. It also deals with the possible treatment of cancer by inhibition of

poly (adenosinediphosphate-ribose) polymerase 1, including possible risks.

KEYWORDS

Poly (adenosinediphosphate-ribose) polymerase 1, DNA, apoptosis, cancer, PARPs inhibitors.
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WGR Podjednotka PARP obsahujici tryptofan, glycin a arginin
XRCC1 Rentgenové opravny kiizove se doplityjici protein 1
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UvVOD

Poly (adenosindifosfat-ribosa) polymerdza patii do velké rodiny enzymi, které
v organismu pisobi jako signidlni molekuly. Jejich nejvétsi vyznam spociva v opravé
deoxyribonukleové kyseliny. DNA je esencidlni molekula nesouci genetickou informaci
daného jedince, kterd se vSak v pribchu Zivota opotifebovava a je nutné ji pro jeji zachovani
neustale opravovat. Jednim z ¢lentt skupiny enzymii oznaovanych jako polymerdzy je
poly (adenosindifosfat-ribosa) polymerdza 1 (PARP-1). Pfitomnost tohoto enzymu indikuje
poskozené Useky DNA atim se podili na drzbé genetického materialu. Samotny PARP-1
nesta¢i k opravé DNA. Bunky jej ale potfebuji, aby signalizoval poSkozené casti DNA
a jeho vlastni piitomnost umoziiuje opravnym enzymitim vykonavat jejich funkci. Ugastni
se opravy jednovlaknovych a dvouvlaknovych zlomii a zaroven polymerizuje ADP-ribosu,
kterou ptipojuje k cilovym proteiniim, vetné histont a proteinil, které se ucastni opravy DNA.
Diky své struktufe vyuziva reverzibilni posttranslatni modifikaci k tvorbé proteinovych

komplexi ucastnicich se repara¢nich mechanismi genetické informace.

PARP-1 také hraje vyznamnou roli pii apoptéze buiky. Z tohoto diivodu se povazuje
za vhodného kandidata pii 1€cb€ nadort, nebot’ se jeho inhibice jevi jako G¢inny a Setrny nastroj
pro terapii rakoviny. Prace predstavuje doposud zjisténé inhibitory a porovnava jejich rozdilné
vlastnosti a dopady na pacienta. V zavéru jsou shrnuty zjiSténé skutecnosti a predklada

se otazka rezistence pi1 budoucim vyuziti PARPs-1 inhibitorti v medicing.
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1. POLYMERAZY

Polymerazy jsou enzymy katalyzujici polymeraci deoxyribonukleové kyseliny (DNA).
Obecné se o existenci enzyml dozvidame jiz v 19. stoleti, kdy byl objeven prvni enzym
amylaza. Pojem enzym byl poprvé pouzit v roce 1877 Wilhelmem Kiihnem. Timto terminem
popisoval chemikalii, kterd umoziiovala pribéh reakce, aniz by doslo ke zméné jeji strukturyt!l,
Dnes vime, ze se jedna o molekuly spadajici do zvlastni t¥idy proteinti, které jsou schopny
se specificky vazat na tzv. substrat a tim katalyzovat reakci. U chemické reakce je nezbytné
doséhnout aktivaéni energie, aby mohla spravné probéhnout. V nékterych ptipadech je ovSem
zapotiebi pritomnost specifické latky, katalyzatoru. Z tohoto diivodu jsou enzymy podstatnou
soucasti organismu, protoze jsou schopny vést reakci ve vice krocich. Diky tomu umozni
snizeni hladiny aktivacni energie a celkové niz$i energetickou narocnost déje, nebo zajisti,
aby reakce viibec probéhla. Timto se enzymy fadi k velice t¢innym katalyzatorim v téle. Jejich
selektivita také zptisobuje, Ze reakce jsou Casto specifické a pro jednotlivé pochody v téle jsou
tedy nutné rizné enzymy. To je dano aktivnim mistem kazdého enzymu. Po ukonceni reakce

enzymy ziistavaji v nezménéné podobé a mohou tak déle plnit svou funkci®.,

Enzymy polymerazy jsou pojmenovany dle specifické reakce — polymerace, kterou
katalyzuji syntézu polymeri ¢i nukleovych kyselin. Mezi nejznaméjsi polymerazy patii napft.
DNA polymerazy a ribonukleové kyseliny (RNA) polymerdzy. Tyto enzymy jsou primarné
zodpovédné za uchovani a replikaci DNA a opravu nukleovych kyselin. Nachazeji se prevazné
v jadfe bunky a v mitochondriich. Potfebuji ke své funkci DNA, podle které jsou schopny
syntetizovat novy komplementarni fetézec. DNA polymerazy jsou dale zodpovédné za vSechny
replikace béhem bunécného déleni. Miizeme je dale klasifikovat do Sesti tiid A, B,C,D, X a Y.
Dalsi kategorii polymerdz jsou reverzni transkriptdzy neboli RNA dependentni DNA
polymerazy?IB31,

Polymerazy jsou bézné vyuzivany také v rdmci vySetfovacich metod ve zdravotnictvi
pii vyvoji polymerazové tfetézoveé reakce, dnes stale Castéji vyuzivané, napt. i v souvislosti
s diagnostikou RNA viru SARS-Cov-2, piivodcem onemocnéni covid-19. Pozoruhodné je také
rychlost téchto enzymd, kdy v zavislosti na typu polymerazy dokdzou polymerovat az tisice

nukleotidii za sekundu s minimalni chybovostil*l.
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2. POLY (ADENOSINDIFOSFAT-RIBOSA) POLYMERAZY

Poly (adenosindifosfat-ribosa) (PAR) je produktem posttranslacni modifikace a dilezitou
signalni molekulou v jadfe buniky. Tento biopolymer je syntetizovan enzymy, zndmymi jako
poly (adenosindifosfat-ribosa) polymerazy (PARP). V lidském organismu se vyskytuje
sedmnact PARP polymerdaz (PARPs), které v eukaryotické bunce zastavaji rozdilné ulohy
v zé&vislosti na jejich struktufe a funkci. VétSina PARPs ma spolecnou katalytickou doménu,
ktera umoziiuje prenos mono (adenosindifosfat-ribosy) (MAR) a PAR na rizné proteinové
receptory nebo se mohou védzat na DNA. Pouze pét enzym z této skupiny, PARP-1, PARP-2,
PARP-3 atankyrazy PARP-5a a PARP-5b jsou vSak povazovany za pravé PARPs enzymy,
jelikoz ptfimo syntetizuji PAR, pficemz zbytek katalyzuje pouze MAR posttranslacni
modifikaci. Tento proces je dulezity pro regulaci mnoha pochodl v lidské bunce, naptiklad
pro opravu DNA, transkripci, reakci buiiky na stres a apoptozu. PARPs potiebuji ke spravné
funkci pifitomnost oxidované formy nikotinamidadenindinukleotidu (NAD') a vyznamné
je PARP-1. 1kdyz zastava stejnou roli jako ostatni PARPs, diky své struktufe je schopen

vykonavat svou primérni funkci nejefektivngjil®!.

2.1 ADP-ribosylace

ADP-ribosylace je reakce, pfiniZz mohou vznikat monomery nebo polymery
ADP-ribosy v zavislosti na podminkach, pti kterych tato reakce probiha. Struktura ADP-ribosy
je znazornéna na obrazku 1. ADP-ribosylace je katalyzovana polymerdazami, které pienasi
monomerni jednotky ¢i vétvené polymery ADP-ribosy na cilové buniky pomoci glykosidické
vazby!®. Né&které PARPs jsou schopny pouze syntézy MAR, vétsina z nich vak dokaze
syntetizovat PAR, a to v mnozstvi az 200 jednotek. VSechny jsou ale schopné regulovat funkci
cilovych proteinii pomoci reverzibilni posttranslacni modifikace PAR a MAR, ktera je ucelna
hlavné pii opravé DNA. Casto byva posttranslaéni modifikace limitovana pro uréité typy
aminokyselin (AMK), které¢ maji podobné funkéni skupiny. OvSem vSechny reakéni AMK je
mozné ribosylovati®”l. aby bylo mozné tvofit ADP-ribosové jednotky, je nutna piitomnost
NAD". Jeho mnozstvi je spjato produkci adenosintrifosfatu (ATP). Ve své oxidované formé
slouzi v bunikach jako elektronovy akceptor a zaroven jako darce elektronli v redukované
formé. Je také substratem mnoha enzymi v téle véetné¢ (ADP-ribosyl) transferazy (ART).
Reakce spociva ve Stépeni N-glykosidické vazby NAD", béhem které je piemisténa molekula

ADP-ribosy a nikotinamidov4 skupina, kde nasleduje adice nukleofilni skupiny®!. Touto reakci
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je pak mozné pienést zbytek ADP-ribosy z NAD" na cilovy substratl®l. Jelikoz je NAD"
nezbytné pro vyrobu MAR a PAR, je dilezita jeho resyntéza v téle, aby se zabranilo snizovani
koncentrace této molekuly. NAD® mize byt syntetizovano z AMK L-tryptofanu,
nebo z kyseliny  nikotinové, posledni krok syntézy je katalyzovany enzymy
adenylyltransferazami. Jeho produkce souvisi s mnozstvim a rozdilnou potfebou distribuce
v riznych tkanich. Pfi ADP ribosylaci se spotiebovava velké mnozstvi NAD™ na tento tibytek

miZe télo reagovat jeho zvysenou vyrobou!.

OH OH NH,
N X
e 8 I )
O
OH o—||3—o—F|>—o o N N/
OH OH
OH OH

Obrazek 1: Strukturni vzorec ADP-ribosy.

ART enzym muze katalyzovat dvé rozdilné reakce, ato mono (ADP)-ribosylaci
(MARylaci) a poly (ADP)-ribosylaci (PARylaci). PARylace byla ptivodné objevena jako
patogenni mechanismus prokaryot produkujicich toxiny. Reakce se nazyva posttranslacni
modifikace a mize nastat kdykoliv béhem zivota proteinu. Posttranslacni modifikace stabilizuje
konformaci areguluje funkce bunék, dodavd nové vlastnosti a pfispivd k imunitnimu
rozpoznavani'®, MARylace je fylogeneticky starsi, reverzibilni posttranslaéni modifikace
proteind, pii které se MAR pres NAD" vaze na specificky protein se sou¢asnym uvolnénim
nikotinamidu. Mezi cilové molekuly patii AMK, které se mohou modifikovat pomoci ART,
naptiklad arginin, glutamat, cystein ¢i modifikovany histidin, tvofici postranni fetézce
nalézajici se na hostitelskych bunikach. Dale se mohou modifikovat histony nebo malé
molekuly vcetn¢ ¢asti DNA a RNA. ART se obvykle vdZe na cysteinové zbytky na povrchu
monocytl, které nasledné modifikuje MAR. Tato reakce je specifickd pro konkrétni AMK.
MARylace je pak méné typicka pro modifikaci nuklearnich proteinii v eukaryotickych buiikach
véetné kvasinek, kde se setkdvame spiSe se vznikem modifikovanych PAR jednotek. Bakterie

ji naopak vyuzivaji b&zng!’,
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2.2 Proteiny PARPs

Poprvé byly proteiny PARPs popsany roku 1960 Paulem Mandelem, ktery pozoroval
syntézu polyadenylové kyseliny po pfidani nikotinamid mononukleotidu do extraktu potkanich

jater. Roku 1980 se zjistilo, ze PARP-1 se aktivuje poskozenim DNAPI,

Nejprve se predpokladalo, Ze hlavni funkce PARP-1 byla oprava vystfizenim jediné
chybné baze (BER) a jednotetézcovych zlomt (SSB). Pozd¢ji bylo prokdzano, ze PARP-1 plni
v buiice mnohem vice tloh. Dlouhé roky se véfilo, ze PARP-1 je jediny, ktery je schopny
PARylace. Nakonec vyslo najevo, Ze dalsi PARPs jsou také schopny této reakce. Patii sem
PARP-2, PARP-3 a tankyrazy. Ostatni PARPs uZ jsou schopny pouze MARylace. Po rozlusténi
krystalické struktury enzymu se zjistilo, ze PARP-1 patii do velké skupiny PARPs proteind.

v sou¢asné dobé je znamo celkem sedmnact PARPs D101,

2.2.1 PARPs 1-4

Mezi PARPs, které sepodili naregulaci poSkozeni DNA patii PARP-1,
PARP-2 a PARP-3. Pfestoze maji stejnou tlohu, tyto enzymy se navzajem castecné 1isi ve své
struktufe. Sdili spolecnou katalytickou doménu a C-koncovou doménu tryptofan glycin arginin
(WGR). Odlisné je jejich N-koncova doména. Zatimco PARP-2 aPARP-3 vyuzivaji
pro napojeni se na DNA svou WGR doménu, PARP-1 ma navic tii zinkové prsty). Za ur¢itych
podminek je PARP-4 schopen PARylace, ovSem jeho hlavni funkci je MARylace, pomoci které
se podili na transportu a regulaci proteind. Jeho struktura je nicméné velice podobna PARP-2 a
PARP-3. Enzymy jsou ve zna¢né mife distribuovany v jadie buiitky. PARP-4 a tankyrdzy jsou

pak jediné enzymy, které se kromé jadra nachazi i v cytoplasm&!®!.

2.2.2 Tankyrazy

Tankyrazy jsou skupina enzymu fadicich se mezi PARPs proteiny. Presnéji se jedna
o PARP-5a a PARP-5bP!. Struktura t&chto tankyraz je zndzornéna na obrazku 2. Jsou tvoieny
z péti opakujicich se ankyrin jednotek (ARC), sterilniho alfa motivu (SAM) a katalytické
domény (CAT), kterd obsahuje ART pro syntézu PAR. Oproti PARP-1 neobsahuji helikalni
doménu (HD) ajsou zvelké ¢asti dostupné pro interakci s NAD" substratem. Regula&ni
mechanismy se nachazi v ARC a SAM doménach. ARC také mohou interagovat s dalSimi
proteiny, napiiklad s telomernim opakujicim faktorem 1 (TRF1), proteinem nuklearniho
mitotického aparatu a signdlnim proteinem B kateninem!'!. Tankyrazy maji vyznam pievazné

pro telomery bunck. Hraji kli¢ovou roli v signalizaci B kateninového systému dilezitého
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pro regulaci bunééné proliferace. Katalytickd funkce tankyrdz je spojend s posttranslacni
modifikaci PAR 1 dal§imi funkcemi jako napf. oznaceni proteinti, které¢ maji byt pozdé&ji
rozlozeny. Vazi modifikovanou PAR s tumorsupresorovym proteinem axinem. Ten je soucasti
B kateninového komplexu, ktery vbuiice ovliviiuje genovou transkripcil®!.
Poly ADP-ribosylace zprostfedkovand tankyrdzami vaZze PAR na TRFI, ktery je nasledné
uvolnén z telomer. Poté dojde k rozkladu TRF1, coz mé za nasledek zptistupnéni telomer
bunék telomerdzam. AvsSak pokud dojde k inhibici tankyraz, TRF1 se nemiize rozkladat a tim
je znemoznéna oprava telomer. Bez mechanismi, které by opravovaly telomery mize
pfi naslednych mit6zadch bunc¢k dochdzet az k degradaci genetické informace. V pfipadé,
ze buiiky zcela postradaji tankyrazy, vykazuji mnohem cCastéjsi vady mitotického vieténka, coz

vede k rychlej§im zaniku buniky!!l,

G FCGare e F e FCGare] (v )i

Obrazek 2: Usporadani podjednotek enzymu tankyrazy. Enzym obsahuje pét zietézenych
ankyrin jednotek (ARC). Na né navazuje sterilni alfa motiv (SAM). Reakce probihaji na posledni,
katalytické doméné tankyrazy (CAT) (upraveno dle [5]).

2.2.3  Ostatni PARPs

Ne vSechny doposud zminéné PARPs jsou schopny se podilet na opravé DNA, ¢i
na mitoze bunky. Trojice téchto enzymi, PARP-7, PARP-12 a PARP-13, se vaze na RNA pies
své zinkové prsty, které obsahuji tfi cysteinové AMK ndsledované histidinem slouzicim ke
koordinaci zinkového iontu, a tedy ke stabilizaci celé domény!’!. PARP-7 obsahuje pouze jednu
zinkovou doménu, zatimco PARP-12 a PARP-13 maji ctyfi zinkové domény. To znaci,
ze zminéné dva enzymy s vét§Sim poctem vazebnych domén 1épe reaguji na RNA zlom.
K napojeni na RNA je potfeba dvou dimeri PARP enzymil. Tyto dimery jsou dualezité
pro funkci proteintl, které¢ se vazi na RNA a jsou hlavnim cilem modifikace ADP-ribosou.
Zaroven PARPs enzymy mohou zastat roli jako cilové proteiny pro pozdé¢jsi modifikaci. Kromé
PARP-7, PARP-12 a PARP-13 mohou tuto roli zastavat PARP-10 a PARP-14, jelikoz jsou také
schopny rozpoznavat RNA a jako PARP-7 obsahuji pouze jednu zinkovou doménu k navazani
na jedno vlaknovou Sroubovici. Pfispivaji k syntéze proteinti, regulaci metabolismu

ribozomalni a mediatorové RNA,
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PARPs proteiny zastavaji dileZitou roli také pii bunééném stresu. Pokud je buiika
vystavena extrémnim tepelnym podminkam, oxidativnimu vlivu nebo virové infekci, dochazi
ke globalnimu zpomaleni translace proteinii za pomoci cytoplasmatickych stresovych granul.
Proteiny vézajici RNA tyto granula lokalizuji. Aktivita ADP-ribosylace se zvysi jako odpovéd’
na stresovou situaci v buiice. Vy€erpani hladiny PARPs a ostatnich enzyml muze ovlivnit
udrzeni a stabilitu téchto struktur. PARP je také dilezity pfii virovém poskozeni, kdy lze
translace virovych proteinil inhibovat PARPs enzymy a to tim, Ze se samy vaZi na ribozomalni
proteiny!'?l. Dalsi PARPs enzymy jako PARP-9, PARP-14 a PARP-15 se mohou vazat
na ADP-ribosu, ¢i na jeji derivaty. Katalytické funkce vSech ¢lent rodiny PARPs jsou tedy

vyznamné nejen pro opravu DNA, ale i pro spravny chod celé buiiky!’!.

Obrazek 3: Usporadani podjednotek enzymi PARP-2 a PARP-3. WGR
podjednotka, kterd se navazuje na DNA (WGR), helikalni doména (HD) a jednotka,
katalyzujici polymerizaci poly (ADP-ribosy) (ART) (upraveno dle [5]).
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3. PARP-1

PARP-1 je nejznaméjsi a nejucinnéjsi ze skupiny PARPs proteinii. Jeho struktura
a funkce je nejrozmanitéjSi ze vSech zéastupch PARPs. Slouzi jako pohotovostni marker
poskozeni DNA. Piestoze se nepodili na samotné opravé DNA, jeho piitomnost je
nepostradatelnd. Kromé iniciace opravy je také diilezitou signalizacni molekulou. Pti poSkozeni
DNA s vyuzitim syntézy pfitahuje PAR ostatni opravné proteiny do mista poskozeni a jeho
interakce s fetézcem stimuluje PARylaci zavislou na NAD'!3 | Piitomnost PARP-1 je
nezbytna pro BER, SSB i opravu dvouvlaknovych zlomi DNA (DSB), kterou také mize zastat
tumor supresorovy gen nadoru prsu (BRCA). PARP-1 se téz podili na homologni rekombinaci
(HR), nehomolognim spojovani koncti (NHEJ) a na opravé Okazakiho fragmentd. Mimo jiné

se podili i na apoptozel 34,

3.1 Struktura proteinu PARP-1

PARP-1 obsahuje Sest podjednotek, které jsou nezbytné pro spravnou katalytickou funkci
proteinu'”. NaN-konci enzymu se nachazi tii zinkové prsty (Znl,Zn2 a Zn3), které jsou
dalezit¢ pro aktivaci anavdzani se na DNA. Tyto jednotky jsou slozeny z a-helixu
a B-skladaného listu uspotadanych vedle sebe. Dalsi jednotka je pojmenovéana podle tumor
supresorového genu nddoru prsu, slouziciho jako marker rakoviny prsu s terminalnim
koncem-C (BRCT). Jednotka, jejiz hlavni ¢asti je skupina titi AMK tryptofan, glycin a arginin,
a ktera je dulezita pro aktivaci BRCT jednotky se nazyva WGR. pro samotny PARP-1 protein
je velmi dulezita HD, ktera aktivuje PARP-1 a ART, kde probihaji enzymové reakce.

Uspotadani podjednotek je znazornéno na obrazku 4151161,

() (100 D30 (o 3 D

Obrazek 4: PARP-1 enzym a uspoiadani podjednotek. Zinkové prsty Zn1,2.3 slouzici k
identifikaci mista poskozeni DNA spojené s BRCT doménou, kde k aktivaci je zapottebi WGR
doména. Podjednotka, kde dochazi k poly ADP-ribosylaci za ptitomnosti NAD+, HD doména, na
kterou navazuje ART podjednotka (upraveno dle [5]).
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3.1.1 Zinkové prsty

Zinkové prsty jsou struktury, jejichz nazev je odvozen ze 3D struktury piipominajici
prsty. Jsou to primarni senzory pro aktivaci PARP-1. Skladaji se ze dvou ¢asti, a to a-helixu,
ktery obsahuje dva histidinové zbytky a B-listu se dvéma cysteinovymi zbytky. Mezi obéma
témito strukturami je navazan atom zinku, ktery stabilizuje cely komplex!'”). Zinkové prsty Zn1
aZn2 se spolecné¢ napojuji prostiednictvim [-listu na konec poskozeného useku DNA,
kde se navazi na cukr-fosfatovou kostru dvousSroubovice. Tim tyto zinkové prsty vytvori
funkéni celek, ktery je schopny interagovat s okolnimi useky DNA. Znl a Zn2 se zformuji
do smycky pifimo nadvousroubovici DNA na posledni bazi 3° cukerného konce,
kde se nejdiive napoji Zn2. Znl se nasledné vaze na vy€nivajici smycku Zn2 a vznikne tak
prostor pro odklonénou bazi prec¢nivajiciho poskozeného nukleotidu. Zn2 také obsahuje usek
vychazejici z malého zlabku v DNA, ktery zasahuje ke koncové ¢asti poskozenych bazi, a tim
blokuje pokracovani komplementarniho vldkna, ¢imz efektivnéji umoznuje identifikovat
konkrétni poskozenil'”l. Ukazalo se, Ze Znl nemusi pro svou aktivaci, narozdil od Zn2,
vyzadovat pfitomnost atomu zinku. Disociacni konstanta podjednotky Znl je vyrazné nizsi
v porovndni s ostatnimi strukturami véazajicimi zinek, coz znamend, Ze v této podjednotce
nemusi byt atom zinku pfitomen. Tato skutecnost miize vysvétlit vyssi citlivost PARP-1
na toxické kovy. Znl je tim dostupnéjsi pro vazbu. Jednim z moznych mechanismi aktivace
PARP-1 muze byt obsazeni Znl zinkem po jeho uvolnéni pii oxidativnim stresu buiiky. To
dava signal, Ze se poSkodil tisek DNA a PARP-1 setak aktivuje vazbou pies N-konec
své struktury na zlom DNA, ¢imz zah4ji tvorbu rozvétvenych fetézcii PAR. Tyto fetézce poté
slouzi zejména jako tzv. ,konkurence* s DNA, kdy vytlacuje histony ajiné proteiny,
aby se DNA stala ptistupn&jsi pro pozdé&jsi opravul! 8],

Zn3 je ptevazné zapojen do ,.komunikace* mezi vazebnymi doménami a katalytickou
doménou na C-konci PARP-1. Struktury slouZici k jeho navazani jsou sou¢asti mnoha proteinti
zapojenych do opravy DNA, jako napiiklad BRCAI1, ¢i tumor supresorovy protein pS53.
O téchto proteinech se piedpoklada, Ze jsou aktivni za podminky vyhovujici koncentrace

buné&éného zinkul'7118],
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3.1.2 Doména na C-konci tumor supresorového genu nadoru prsu

Dalsi dulezitd podjednotka enzymu se nachazi v centrdlni oblasti PARP-1. Jedna
se o automodifikac¢ni oblast, kterou tvoii globularni podjednotka BRCT a vyskytuje se u mnoha
proteinti zapojenych do DNA oprav. Plivodné byla objevena na C-konci enzymu BRCA, odkud
také pochazi jeji pojmenovanil’”’. BRCT doménu tvoii devadesat osm AMK uspoiadanych
do tfi a helixt a ¢tyt B-listd. Jeji primarni funkci je vytvoreni vazebného mista pro rentgenové
opravny kiizové se doplnujici protein 1 (XRCC1), ktery nasledné ptisobi jako ,,leSeni* pro dalsi
proteiny a faktory. Je to jeden z mnoha enzymu i¢astnicich se na opravé SSB. Pravdépodobné
behem opravy negativné reguluje hladinu ADP-ribosy. Aby mohla doména BRCT svou funkci
vykonavat, musi nejprve projit automodifikaci, tedy po navazani PARP-1 na DNA dochazi
k ADP-ribosylaci podjednotky poly (ADP-ribosou). To umozni XRCCI1, aby se spojil se svou

vlastni BRCT doménou!"3.

3.1.3 WGR doména

Tato doména se nachdzi v blizkosti katalytické domény a je pojmenovana dle dobie
zachované sekvence AMK: tryptofanu (W), glycinu (G) a argininu (R). Doména je také
esencialni pro PARP-1 enzym, pfesto stale neni zcela jasné, jaka je jeji pfesna funkce. Je
znamo, ze WGR doména interaguje jak se zinkovymi prsty, tak s katalytickou doménou, kdyz
enzym narazi na zlom DNA, ¢imz vytvaii sit mezi doménami'”!?), Struktura PARP-1 a jeji
podjednotky spolecné spolupracuji. Znl a Zn3 vytvareji misto s vhodnou prostorovou orientaci
pro navazani WGR domény. WGR se vaze na 5° konec jednoho fetézce DNA a zéroven tim
drzi kostru. Zbytek domény se poskladd komplementarné proti nukleosidiim na konci fetézce.
WGR podjednotka také spolupracuje s HD doménou, kdy poskytuje ,,most* mezi poskozenym

tiseskem DNA a katalytickou doménou!?!,

3.1.4 Katalyticka doména

Katalytickd doména, nachéazejici se na C-konci PARP-1, se sklad4d ze dvou subdomén.
HD domény a ART domény. Zde probihd ADP-ribosylace, kdy je nutna pfitomnost substratu
NAD". Domény tvorii celkové katalytickou oblast PARP-1 enzymu. ART doména odvozena
podle enzymu ribosyltransferazy, katalyzuje pfenos ADP-ribosy na cilové proteiny, malé
molekuly ¢i nukleové kyseliny. ART je schopna riizné modifikace cilovych proteint, pokud je
soucasti PARPs enzym. V jinych ptipadech je schopna modifikace cytoskeletalnich proteinti
nebo se vyuziva jako signdlni molekula. PARP-1 katalyticka oblast je schopna syntetizovat

PAR pomoci O-glykosidické vazby a zaroven suvolnénim NAD'. Aktivni misto domény
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zahrnuje tfi rGzné aktivity. Pocate¢ni pfipojeni ADP-ribosy k postrannim fetézcim AMK,
prodluzovani polymeri pomoci dalSich jednotek MAR a zavedeni vzniklych vétvenych
polymert. To ma za nésledek vznik velkych rozvétvenych molekul. Poprvé byla ART doména
nalezena jako mechanismus toxini v bakteriich, které zplsobily patologické stavy

v napadenych eukaryotnich bufikach jejich hostitele!®!.

ART enzymy vykazuji odliSnost na urovni sekvence, ovSem na strukturdlni Grovni jsou
zde jen malé rozdily. Maji stejny silné konzervovany zahyb jadra. Jadro se skldda z B-listu
rozdéleného na dvé odlisné jednotky tvofené tiemi vzdjemné propletenymi vlakny. Obvykle
na tato vlakna naseda spirdlovity prvek, coz naznacuje, ze cely zahyb vznikal skrze opakované
skladani dvojice vldkno-spirdla. Vldkna jsou pak rozlozena mezi dvéma podjednotkami.
U vétSiny PARPs enzymi jsou aktivni centra vytvofena mezi témito vlakny, v disledku toho je

molekula NAD" podjednotkami stéricky omezena!®12!,

Druhé katalytickd doména je HD, ktera reaguje, kdyZ PARP-1 narazi na zlom v DNA.
Slouzi jako inhibitor blokujici vazbu NAD", ¢imz reguluje funkci PARP-1 proteinu a ma timto
dualezitou roli pii stanoveni inhibitortt PARPs. Blokace PARP-1 pomoci HD udrzuje aktivitu
tohoto enzymu na bazalni irovni v neptitomnosti DNA. Po rozvinuti HD dochazi k masivni
aktivaci PARP-1. HD seskladd ze dvou leucinovych zbytki AMK a prokazalo se,
ze napodobenim téchto struktur doslo ke zvySeni aktivity PARP-1 proteinu i pfi nepfitomnosti
DNA. Z toho vyplyva skutenost, ze pro aktivitu a spravnou funkci PARP-1 je nutnd HD
doména. Piestoze je katalytickd doména nejdalezitéjsi doménou, spoluprace s dalSimi
doménami je nezbytnd. To se tykd primdrn€ Znl, Zn3 a WGR, které zajistuji spravnou

enzymatickou funkci PARPs®1120],
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3.2 Aktivace PARP-1

Mechanismus, jak pfesné probiha aktivace PARP-1 neni doposud zcela objasnén. Pomoci
in vitro podminek je mozné nasimulovat chovani tohoto enzymu, kdyz dojde k poskozeni DNA.
Ptitomnost zinkovych prstl je vSak klicova pro spravnou aktivaci, kde je také nutna dostatecna
hladina atomti zinku v téle. Pokud mame nedostatek zinku, snizuje se tim poly ADP-ribosyla¢ni
kapacita enzymu. OvSem odpovidajici mnozstvi zinku neni jedinym faktorem pro spravnou
funkci enzymu, jedna se zde spiSe o schopnost bunék specificky véazat tyto atomy. PARP-1
se aktivné ucCastni nékolika moznosti opravy genetické informace. Primarni funkci je

signalizace a detekce poskozeného mista na DNAI'®],

Znl, Zn2 a WGR se navazi na porusené misto DNA, kde chybi fosfodiesterova vazba
mezi sousednimi nukleotidy na jednom vlaknu v urcité orientaci. Znl naseda na 5' konec a Zn2
na 3' konec, ¢imz se ur¢i navazani molekuly PARP-1. Takto vzniklé seskupeni dovoli
nasednout poslednimu zinkovému prstu na nové vzniklé vazebné misto k Znl. Tyto slozité
interakce mezi zinkovymi prsty jsou velmi citlivé a mutace jediné ¢asti znemozni spravné
navazani PARP-1 na DNAI'® K aktivaci enzymu je diileZitd doména HD, ktera slouZi jako
inhibitor. Pokud PARP-1 neni aktivovany, HD brani piistup aktivniho mista k NAD".
V momenté¢, kdy se enzym aktivuje, dojde k uvolnéni katalytické domény, coz mizeme vidét

na obrazku 50161221,
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Nerozvinuta HD brani
navazani NAD+

Poskozeni DNA

Alostericka destabilizace
pfi poskozeni DNA

&mnuta Ht@tmnm HD

4. PAR * NAD"

Vazba NAD+ vice
destabilizuje HD
a zvysuje afinitu

ke zlomu DNA

Uvolnéni PARP-1 zavislé
na automodifikaci

TSROSO

Obrazek 5: Aktivace PARP-1. Pokud neni poskozena DNA, PARP-1 domény nejsou propojené a
pripominaji svym uspofadanim kulicky na fetézci. Helikalni doména (HD) je autoinhibi¢ni doména
regulujici katalytickou aktivitu PARP-1 pomoci blokovani NAD+ navazanim na nikotinamidové misto (N)
domény (ADP-ribosyl) transferazy (ART). PARP-1 detekuje poskozeni DNA zlomt pomoci zinkovych
domén (Znl, Zn2, Zn3) a navaze se do kompaktni konformace kolem porusené ¢asti DNA. Mezidoménové
kontakty destabilizuji HD doménu a umozni NAD+ pfistup k N. Vazba NAD+ zvysuje interakci PARP-1 s
porusenou DNA pomoci reverzni alosterické komunikace z katalytické domény na domény vazajici DNA.
Automodifikace PARP-1 v automodifika¢ni doméné (BRCT) umoznuje uvolnéni PARP-1 z DNA
(upraveno dle [22]).
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3.3 Funkce PARP-1

PARPs proteiny se podili na mnoha bunécnych procesech, pficemz ne vSechny jsou
spojeny s opravou genetické informace. Tyto enzymy slouzi naptiklad pro pfenos bunécnych
signalii, dale se uplatni pfi ischemii a bunééné smrti. Mezi jejich dalsi aktivity spadd DNA
transkripce a replikace, tvarovani chromatinu, vyména sesterskych chromatid, regulace
centrosomu a telomer. Nejzndméjsi ze skupiny PARPs, PARP-1 se podili na opravé
chybé&jicich bazi vytvafenim PAR z monomeri ADP-ribosy pienesenych z NAD'. Reakce je
ve velké mife vyuZivana v eukaryotickych burikach!">!. Pii opravé DNA se PARP-1 uplatiuje
v mnoha typech reparacnich mechanismi. PARP-1, spolecn¢ s PARP-2 nabird opravné
proteiny, prevazné XRCCI1 pti BER, ktera je zodpovédna za odstraniovani malych 1ézi oxidaci,
alkylaci, ¢i deaminaci. Pokud tyto léze nejsou korigované¢, mohou zastavit replikaci
a transkripci a zpiisobit genomovou nestabilitu, ktera by mohla vést az k bunécné smrti. PARP-
1 ajeho produkty funguji jako tzv. scaffold, ktery ptitahuje opravné enzymy na misto
poskozeni. Mnoho téchto enzymi v€etné XRCC1, DNA ligaza III, pS3 ¢i DNA polymeraza f3
obsahuji vazebné misto, které interaguje s PAR fetézci. Tim se urychluje samotna oprava DNA.
Vazba a aktivace PARP-1 ovliviiuje NHEJ, ktera opravuje DNA na obou vladknech pfimym
spojovanim dvou fragmentl. Piestoze tento opravny mechanismus zachovava integritu DNA,
je NHEJ néachylna k chybam, pfi nichz maze dojit az ke ztraté bazi DNA v misté spojeni. Role

PARP-1 je pfi tomto mechanismu stile nejasnal!422],

Piikladem vazebného partnera PARP-1 je histonovy PARyla¢ni faktor 1 (HPF1),
ktery dokaze zvysit katalytickou funkci, ¢i meénit specifitu substraitu. HPF1 se navaze
na katalytickou doménu a kolokalizuje se s misty poskozeni s PARP-1, kdy jejich interakce
omezuje automodofikaci PARP-1 a zaroven podporuje ADP-ribosylaci histonli a proteint
zapojenych do opravy DNA. HPF1 je také schopny formace s PARPs enzymy, které jsou svou
strukturou nejblize podobné PARP-1, a to PARP-2. Spolu tvofi aktivni misto a 1épe mohou
interagovat s PARP-1. DalSim vazebnym partnerem je protein tim, ktery interaguje pftes
katalytickou doménu PARP-1. Narozdil od HPF1 tento partner ptimo reaguje s PARP-1
doménou a jejich interakce je nutna pro nabor tim proteinu, ktery podpoii HR poskozeného

tiseku DNA. Tento komplex je pak kli¢ovym faktorem pfi opravé DSB[?2,
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4. ROLE PARP PRI APOPTOZE BUNKY

4.1 Apoptoza

Lidské télo je soubor mnoha buné¢k, kdy kazda z nich mize fungovat jako samostatna
jednotka, ¢i vzdjemné kooperovat dohromady jako cely organismus. Jelikoz se jedna o velice
slozity proces udrzovani rovnovahy, muze v pribéhu Zivota buiky nastat chyba, ktera
v disledku ohrozi cely organismus. Proto si butika vytvofila specificky obranny mechanismus.
Tim je schopna znicit samu sebe a zabranit tak naruseni rovnovahy okoli. Lze jej vSak také
uplatnit jiz také v pocatku zivota pfiregulaci poctu bunék a formovani organismu. Tento
mechanismus se nazyva apoptézal®*!.

Apoptédza je fyziologicky déj, kterym je buitka schopna ukoncit sviij zivot. Dochazi
k tomu v momenté¢, kdy nastane jeji nevratné poSkozeni a buiika uz neni schopné plnit svou
funkci vramci celého organismu. Pfitomto procesu dochdzi ke ztmavnuti a smr$tovani
cytoplasmy, kondenzuje jadro a celkové se zmensi objem buiiky. Nastane fragmentace, burnka
se rozpadne na apoptoticka téliska, kterd nevyvolavaji zanétlivou reakci. Vznikla apoptoticka
téliska poté pfitahuji fagocytujici buniky migrujici t€lem a jsou odstranéna diive, nez by doslo
k vyliti obsahu buniky do mezibunééného prostoru. Apoptdéza milze byt indukovana
prostiednictvim signali z vnéjsiho prostfedi, ¢i pfimo ze signalt uvniti buiiky?!?4l. Za vnitini
spusténi apoptézy mohou intracelularni protedzy oznaCované jako kaspazy. Normalné
nachazime tyto proteiny ve vSech zivociSnych builkdch v neaktivnim stavu, kde jsou pak
spuStény na zéklad¢ signalti z bunky. Kaspazy jsou z velké Céasti zavislé na jejich postupné
aktivaci. Vnéjsi cesta aktivace zahrnuje tumor nekrotizujici faktor (TNF), ktery vyuziva
aktivaci kaspaz jako signdlni mechanismus, ¢imZ spojuje vazbu ligandu na povrchu buiky
a indikuje tim apoptdézu. Druhd, vnitini cesta zahrnuje ucast mitochondrii, které uvoliuji
do cytosolu proteiny aktivujici kaspazy, ¢&imz vyvolaji apoptozul?*.

Na povrchu mitochondrii miizeme nalézt fadu proteinti podilejicich se na vnitini cesté
spusténi apoptdzy napt. antiapoptoticky protein B-bunécny lymfom (BCL-2) nebo antagonista
BCL-2 proapopticky protein (BAK). U zdravé buniky BCL-2 reguluje propustnost mitochondrii
a omezuje tim tak spusSténi apoptozy. Protein je v rovnovaze s BAK, ovsem pokud je bunka
poskozena, nedostava pokyny k pteziti a BCL-2 je blokovan. Domény smrti se Gi€astni vnéjs$i
cesty aktivace kaspdz, jelikoz se také nalézaji na povrchu TNF, kde aktivuji kaspazy, ¢i
vyhledavaji FAS asociovanou doménu, (FADD), kter4 spojuje vnitini a vnéj$i cestu aktivace

apoptozy!24126],
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Vngjs$i cesta aktivace apoptdzy se spousti pomoci signali z okoli buiiky. Primarné
od pomocnych T-lymfocytii, které nesou na svém povrchu polypeptid FAS ligand (FASL).
Patti do skupiny cytokind, kdy ukolem FASL je hledani FAS receptori na membrané bunék,
které by mohly projit apoptdézou. Pokud na takovouto buniku narazi T-lymfocyt, navaze se
na jeji FAS receptor a dojde k aktivaci, kterd spousti dal$i doménu, ato FADD, kterd je
spoustéCem proteolytické kaskady, kde dojde k aktivaci kaspaz. Porozuménim principu
apoptozy a jeji inhibice v nadorovych bunikach lze efektivné urcit cilenou terapii pro 1écbu

rakovinného bujeni?26],

4.2 Funkce PARP-1 pri apoptoze

Apoptoza je velice dulezity obranny mechanismus buiiky, kterym reaguje na naruseni
vnitini rovnovahy v piipadé nevratného poskozeni. Na tomto procesu se podili také PARP-1.
Nachazi se ve velkém mnozstvi v jadrech bunék a jeho mnozstvi je zvySovano pii bunécném
stresu, ktery by mohl posSkodit genom bunky. Pro ADP-ribosylaci vyzaduje PARP-1 jako
substrat NAD", ktery je nezbytny pro pienos elektronti v redoxnich reakcich. Pfi masivnim
rustu koncentrace tohoto enzymu, muize dojit k dramatickému poklesu energie, coz mize vést
az k bunééné smrtil?¥. Inhibici aktivity PARP-1 je mozné bun&¢né smrti v jeji ranné fazi
zabranit?1281, Bugiky, které maji fungujici PARP-1 protein 1épe reaguji na poskozeni DNA,
pokud je vSak geneticka informace piili§ znehodnocena, dochazi k vyraznému poklesu NAD"
vlivem nadmérné aktivity tohoto enzymu a buitka sméfuje ke svému zaniku kvili nedostatku
energie. V pripade, ze bude PARP-1 protein inhibovan, jsou buiniky chrdnény proti toxickému
plsobeni latek a k nekroze nedochdzi, jelikoZ je mozné udrzet optimalni hladinu NAD'?8,

Zvysend aktivita PARP-1 aktivuje mitochondridlni protein nazvany faktor indikujici
apoptézu (AIF), ktery indikuje bunécnou smrt. Tento protein se nachazi v membrané
mitochondrii spolu s jinymi apoptotickymi induktory. Pfi aktivaci se AIF pfemistuje do jadra
buiiky, kde indukuje kondenzaci chromatinu. Po vylouceni AIF se spousti zbytek apoptoticky
aktivnich proteinti véetné kaspaz. Pouhd inhibice kaspaz nicméné nezabrani spusténi apoptdzy
u AIF dependentnich bun¢k zavislych na PARP-1 proteinu. U téchto bun¢k muze dojit
k nechténé rané produkci PAR, k vy¢erpani NAD™ a ke smrti bufiky. Toto dokazuje, Ze pouhou
inhibici kaspaz nedojde k zabranéni bunééné smrti, pokud buiika vyuziva AIF a PARP-1.
Naopak, sniZzend hladina NAD" anasledné snizeni energie buiiky plsobi jako signal,

27]128]

ktery iniciuje apoptdzul Navic postupnou kondenzaci jadra dochdzi 1k zéniku

mitochondrii, coz uvolni cytochrom C z mezibunécného prostoru, diky kterému se nasledné

uvolni kaspazy %,
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4.2.1 Stépeni PARP-1 pomoci kaspazy 3

PARP-1, jakozto diilezity protein pii opravé DNA, se mimo jiné podili na bunééné smrti.
Ukazalo se, ze ke Stépeni PARPs proteint dochdzi pomoci kaspaz, piesnéji kaspazy 3. Tento
proces Stépeni ma pozitivni regulacni roli v apoptdéze bun€k a je pouzivan jako biomarker
pii detekci apoptozy®.

Kaspazy se aktivuji pomoci protedzové kaskady. Tato aktivace je vSak v bunce silné
regulovana a pfijejim chybném spusténi by mohlo dojit k nechténému posSkozeni buriky.
Dochazi k ni naptiklad pti bunééném stresu. Nejdulezitéjsi kaspazou je kaspaza 3, ktera hraje
vyznamnou roli v bunééné smrti. Kaspédza 3 je poslednim proteolytickym enzymem a k jeho
aktivaci je nutnd fada jinych kaspéaz. V téle mdme nejméné ¢trnact kaspaz, ovSem detekovatelna

je jen mala skupina. Cely sled reakci nasledné postupuje aZ k posledni aktivaci kaspazy 31271301,

Kaspéza 3 patii do rodiny protedz kyseliny asparagové. Za normalnich okolnosti se tento
enzym nachazi v neaktivni formé. Pokud je kaspaza 3 aktivovéana, zacne Stépit razné
strukturalni a regulaéni proteiny, véetné PARP-11%1. Zamezi aktivovani PARP-1, enzym neni
také schopen spoluprace na opravé DNA a nespotiebovava NAD". Nemize dojit ke sniZeni
energie bunky, které by nenavratné vedlo k nekroze a spotiebé ATP pii aktivnim stavu
PARP-1. Builka zah4ji svou regulovatelnou bunécnou smrt, ktera je Setrnéjsi pro jeji okoli

na rozdil od nekrozy!®”.
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5. PARP-1 V LECBE NADORU

Nadorova onemocnéni jsou druhou nejéastéjsi pti¢inou umrti ve svété po ischemické
chorobé srdecni. Ve svétovém méfitku jsou v soucasné dobé statisticky nejvyznamnéjsi nadory
plic, prsou a prostaty. Pfedpoklada se, ze v roce 2060 by se rakovina mohla stat onemocnénim
s nejvice imrtimi na zemi, a proto je kladen velky dliraz na v€asnou a u€innou lé¢bu. Soucasné
metody vSak piisobi invazivné a oslabuji organismus. Z tohoto diivodu se neustale hledaji nové
postupy umozilujici méné agresivni eliminaci nddord. Mezi nové, nadéjné vyhliZejici zplsoby
1é€by lze zatadit naptiklad inhibici enzymu PARP-1, kteryje aktivni pfiiopravé DNA

i u nadorovych bungkl!l,

5.1 Patogeneze nadori

Rakovina mtize vzniknout z abnormalni proliferace jakékoliv bunky v téle. Existuje tedy
vice nez sto rozdilnych druhl tohoto onemocnéni. Jednotlivé druhy se pfitom vyznamné 1isi
svym chovanim a také reakci naléCbu. Dilezitym aspektem je rozliSeni mezi benignim
a malignim nadorem. Jak benigni, tak maligni nddory jsou klasifikovany podle typu buiky,
ze které vychazeji. Vétsina rakovin spadéa do jedné ze skupin: karcinomy, sarkomy a leukémie
nebo lymfomy. Karcinomy, které zahrnuji pfiblizné 90 % rakovin, jsou zhoubné nadory
epitelidlnich bun¢k. Sarkomy jsou u lidi vzacné, jedna se o pevné nadory pojivovych tkani, jako
jsou svaly, kosti, chrupavky a vazivové tkané. Leukémie a lymfomy, které tvoii ptiblizn€ 8 %

lidskych malignit, pochazeji z krvetvornych bunék, respektive z bunék imunitniho systémul®?],

Jednim ze zékladnich rysi rakoviny je naddorova klonalita, vyvoj nadort z jednotlivych
bunék, které zacnou abnormaln¢ proliferovat. Klonalni ptivod nadort vSak neznamena,
ze puvodni progenitorovd burnka, ktera dava vzniknout nadoru, zpocatku ziskala vSechny
charakteristiky rakovinné bunky. Vyvoj rakoviny je vicestupiiovy proces, ve kterém se buiky
postupné stavaji malignimi prostfednictvim progresivni série zmén. OvSem vétSina rakovin
se vyviji v pozdéjsi fazi zivota. Napftiklad riziko vyskytu rakoviny tlustého stfeva se zvySuje
vice nez desetinasobné mezi 30. a 50. rokem, amezi 50. a 70. rokem vzrasta o dalsi
desetinasobek. Takto dramaticky ndrGst vyskytu rakoviny s veékem naznacuje, Ze vétSina
rakovin se vyviji jako dusledek cetnych abnormalit, které se hromadi v priibéhu Zivota.
Na bun&¢né urovni je vyvoj rakoviny vniman jako vicestupiiovy proces zahrnujici mutaci
a selekci bun€k s progresivné se zvysujici schopnosti proliferace, preziti, invaze a metastaz.
Predpoklada se, ze prvni krok v procesu, iniciace nadoru, je vysledkem genetické zmény

vedouci k abnormalni proliferaci jedné bunky. Bunécéna proliferace pak vede k riistu populace
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klondln¢ odvozenych nadorovych bunck. Progrese nddoru pokracuje, kdyz se v buiikach
nadorové populace objevuji dalsi mutace. Nékteré z téchto mutaci proptijcuji bunce selektivni
vyhodu, jako je rychlejsi rust, abunky nesouci takovou mutaci se nasledné stanou
dominantnimi v populaci nadoru. Tento proces se nazyva klonalni selekce, protoze novy klon
nadorovych bunék se vyvinul na zéklad¢ jeho zvySené rychlosti ristu nebo jinych vlastnosti,
které¢ poskytuji selektivni vyhodu. Klonalni selekce pokracuje béhem vyvoje nadoru, takze

[32][33][34

nadory neustale rostou rychleji a jsou stale maligné;si 1. Angiogeneze, coZ je novotvorba

kapilar je dalsi vlastnost nddorové tkan€. Zajistuje ptisun kysliku a zivin a podporuje tak jejich

piezivani v organismul®*,

5.1.1 Vznik nadoru

Latky, které zptusobuji rakovinu se nazyvaji karcinogeny. Vzhledem k tomu, Ze vyvoj
malignity je komplexnim vicestupfiovym procesem, muize pravdépodobnost, ze se rakovina
vyvine, ovlivnit mnoho faktor. Bylo zjisténo, Ze mnoho faktorl, véetné zareni, chemikalii
a vird, vyvolava rakovinu. Zafeni a mnoho chemickych karcinogenti ptisobi tak, ze poskozuji
DNA a vyvolavaji mutace. Tyto karcinogeny jsou obecné oznacovany jako iniciacni Cinidla,
protoze se predpoklada, ze indukce mutaci v klicovych cilovych genech je pocatecni udalosti
vedouci k rozvoji rakoviny. Nekteré z inicia¢nich Cinidel, které ptispivaji k lidské rakoviné,
zahrnuji ultrafialové spektrum slune¢niho zéfeni, karcinogenni chemikalie v tabakovém koufi
a aflatoxiny. Karcinogeny v tabdkovém koufi jsou hlavnimi identifikovanymi pfi¢inami
rakoviny u lidi. Koufeni je nespornou pri¢inou 80 az 90 % rakoviny plic a také se podili
na rakoviné dutiny ustni, hltanu, hrtanu, jicnu a dalSich lokalizaci. Celkové se odhaduje,
ze koufeni je zodpovédné za téméf jednu tietinu vSech tmrti na rakovinu. Jiné karcinogeny
prispivaji k rozvoji rakoviny spiSe stimulaci bunécéné proliferace. Takové slouceniny
se oznacuji jako nadorové promotory, protoze zvysSené bunécné déleni, které indukuji, je
vyzadovano pro rist populace béhem ranych fazi vyvoje nadoru. Hormony, zejména estrogeny,
jsou dutlezité jako nadorové promotory pfiirozvoji n€kterych rakovin. Kromé chemikalii
a zafeni vyvolavaji rakovinu i nékteré viry. Mezi bézné lidské rakoviny zptsobené viry patii

rakovina jater a karcinom dé&lozniho ¢ipkul**!.

Fyziologicka tkan se mikroskopicky a makroskopicky 1i§i od nddorové. Zdravé bunky
maji typicky tvar a strukturu. Jsou uspofadané a reaguji na okolni podnéty. Déleni probiha jen
za urcitych podminek, prave zde vSak Casto nastava chyba, kterd miize zapficinit vznik mutaci.
Bunka muze zacit ztracet sviij tvar, pfestane adekvatné reagovat na okolni podnéty a také muize

ziskat schopnost délit se nekontrolovatelné. To pak vede az ke vzniku nadorovych bungk!*3l.
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Fyziologicka tkan Hyperplazie Dysplazie Rakovina
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Obrazek 6: Vznik nadorové tkané. Prvnim stadiem je hyperplazie neboli zmnozeni bunék, coz
ma za nasledek zvétseni organu. Ta dale piechazi v dysplazii, pii které je narusena struktura epitelu
zménami tvaru a velikosti bun¢k. Bez v€asného zadsahu mtize piejit v posledni fazi, rakovinné bujeni

(upraveno dle [34] ).

Zména muze byt nepatrna. Zacina vznikem hyperplazie, vyraznému zmnozeni bunék. Pozdéji
hyperplazie piechazi v dysplazii, kterd se projevuje naruSenim struktur tkdn€¢ a zménou tvaru
bunck. Pfi v€asném zasahu nemusi dojit k posledni fazi, a to k rakovinnému bujeni, kdy jsou

uz buiiky schopny proristat do okolni tkang, coz Ize vidét na obrazku 6331,

5.1.2  Prevence vzniku nadori

Geny chréanici genetickou informaci bunky se nazyvaji protoonkogeny. Pii replikaci
DNA c¢asto dochazi k riznym vadam, které by mohly vést az ke vzniku rakovinného bujeni.
Proto je potieba zajistit spravné fungovani protoonkogenii. Jedna se o normalni struktury gent
buiiky. Ty fidi spravnou proliferaci, jsou také dulezité pro ptfenos signalu v bunce a reguluji
genovou expresi. Pfi uréitych patologickych procesech se z nich mohou stat onkogeny, které
naopak umozni prezit buitkdm jinak prfeduréenym k zadniku. Tumor supresorové geny potlacuji
vznik mutace buiiky a jeji nekontrolovatelné zmeény na nadorovou a reguluji bunéény cyklus.

Maji zésadni roli pfi dédi¢nosti nadorového onemocnéni. Mezi tyto geny muzeme zafadit

wrwe

nejcastdji rakovinu prsou a vajecnikal?134 33],
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5.2 Lécba nadorového onemocnéni

Zahéajeni rychlé a intenzivni 1é€by je kliové pro pieziti jedince postizeného nadorovym
onemocnénim. Je prioritni v€asna a spravna diagnoéza. Ta se odviji od typu karcinomu. Obecné
je dulezité chirurgické odstranéni nadorové tkan€. U maligniho onemocnéni se klade diraz
na vyjmuti celého priméarniho loziska. Riziko je u metastdz, které mohou vycestovat a zakladat
sekundarni loziska v téle. Dnes se chirurgicky zékrok kombinuje s vysoce invazivni
chemoterapeutickou 1é¢bou. Uéelem je zpomalit &i zcela zastavit riist nadoru pomoci ozafovani.
Dojde tak k zastaveni déleni nadorovych bunck, postizena je vSak 1 zdrava tkan. Vedlejsich
ucinkd chemoterapie je mnoho, napf. zhorSeni imunity, Spatna krvetvorba a riziko poskozeni
jinych dilezitych organti. Pfes vSechna negativa je chemoterapie stale nejpouzivanéjsi
protinadorovou 1é&boul*?!.

Mimo chemoterapii také lze uplatnit také alternativni zplisoby 1éCby u urcitych typt
nadort. Radioterapie vyuziva rentgenové zafeni, které ni¢i rakovinné bunky pfistrojovou
technikou, ¢i radioaktivné znacenou protilatku. Imunoterapie stimuluje nebo naopak potlacuje
imunitni systém, atim pomahd bojovat proti tumorovym bunkdm a podporuje potlaceni
infekce. Vyhodou této 1écby je moznost zaméfit se na jednotlivé bunky. Hormonalni terapie
blokuje hormony, které pii vyssi akumulaci v téle mohou podporovat rust uréité rakovinné
tkané, naptiklad u prsou ¢i prostaty, at’ uz podanim syntetického hormonu nebo 1éky, které

zablokuji zvysenou tvorbu hormoni v t&lel3?134],

5.3 Lécba nadorového onemocnéni inhibitory PARP-1

PARP-1 enzym slouzi jako senzor poskozeni DNA. Usnadiiuje jeji opétovné parovani
pfiniz§ich arovnich genomického stresu, pii nadmérném poSkozeni genetické informace
ovSem muze spustit bunécnou smrt. PARP-1 se diky jeho roli v udrzovani stability genomu stal
slibnym adeptem pro cilenou 1écbu nadorového onemocnéni. Nejvice se uplatiiuje pti rakoving
vajecnikll a prsou, coZ jsou nejvice fatdlni Zenské malignitidy na svété. Tyto karcinomy
predstavuji téZce 1éCitelné, Casto smrtelné onemocnéni, a mohou postihnout Zeny v jakémkoliv
veku. Riziko vzniku nadoru zvySuji také mutace tumor supresorového genu BRCA, ktery je
dilezity pfi fizeni ristu bunék. Buika tak neni schopna regulovat svoji proliferaci, apoptozu

a dalsi metabolické drahy chréanici pfed vznikem rakoviny!**I37),

Chemoterapie md mnoho vedlejSich ucinkti a dochézi pfi ni také k poSkozeni zdravych
bunék. Jednou z dal§ich mozZnosti 1é¢by naddorového onemocnéni je cilend 1écba. Jeji oznaceni

pochazi z anglického slovniho spojeni targeted therapy. Vyuziva méné destruktivni terapii,
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ktera poskozuje zdravé builkky jen minimalné oproti soucasné zavedené¢ metod¢€, klasické
chemoterapii v kombinaci s cytostatiky. Rliznymi postupy lze plisobit na fadu enzymi ¢i jiné
molekuly, které ptispivaji k ristu a $iteni nddorového bujeni. Vyhodou této 1é¢by je snizeni
negativniho dopadu vedlejSich ucinkli na cely organismus, ato piedevSim diky jejimu

selektivnimu zaméfeni na postizené butiky!*3°

. Mezi enzymy, které se dnes vyuzivaji k cilené
1éCbe, patii také skupina PARPs, které v poslednim desetileti ptitahly pozornost diky klinickym
uspechtiim inhibitort téchto proteind. Jelikoz jsou PARPs stale aktivni v rakovinnych bunikach,
ptispivaji k dlouhodobému piezivani bunck diky své funkci pti opravé DNA. Vzhledem k této
skutecnosti se zacala studovat moZznost jejich inhibice pro méné destruktivni eliminaci nadort,
a to primarn¢ u rakoviny prsou a vajecnikti. Nejvice atraktivnim cilem 1écby se stal PARP-1
z celé rodiny enzymt PARPs, protoze ma nejvice dominantni roli pfi zachycovani DNA zlomi

pomoci jeho zinkovych prsti. Ty jiné PARPs enzymy postradaji, a proto se dnes klade diraz

ptedeviim na PARP-158139,

5.3.1 Princip lécby nadorového onemocnent

V buinkach nadort postihujicich predevSim prsni tkan a vajeéniky je v dasledku
poskozeni vytazena drdha pro opravu genetické informace vyuzivajici BRCA. Tyto proteiny
opravuji poskozené tseky na obou vlaknech DNA, proto pii jejich deficitu buiika spoléhé
na iniciaci opravy pomoci PARPs. Z tohoto diivodu Ize u téchto onemocnéni aplikovat 1écbu
pomoci inhibice aktivity PARP-1, jehoZ primarni enzymovou funkci je lokalizace poSkozeného
tseku dvousroubovice, syntéza PAR pomoci substratu NAD" a nasledného navazani dalsich
proteinl uzpisobenych k opravé DNA. Ostatni proteiny z rodiny PARPs nejsou pro lécbu
v tuto chvili tak atraktivni, zejména kviili absenci N-terminalnich zinkovych prstl pro vazbu
na nukleovou kyselinu. Proto se PARP-1 stal hlavnim prostfedkem lécby téchto druhi
rakoviny. V soucasné dob¢ se optimalizuji a testuji UCinné 1éCebné strategie zamétené
predevsim na sniZeni rezistence a piekryvajici se toxicity!*”.

Nadorové bunky postradajici supresorové geny BRCA1 a BRCA2, maji v souvislosti
s touto skutecnosti zvySenou expresi PARPs-1 proteinti, které nahrazuji chybéjici enzymy
pfi opravé poskozenych usekit DNA s pomoci mechanismu BER, SSB a ndborem XRCCI,
DNA polymerazy 3 a DNA ligazy III. Pfiinhibici PARP-1 nelze poSkozené useky opravit
a bunka pfechazi k HR ve snaze nahradit poskozené baze. Vzhledem k rozsahu poskozeni vSak
neni schopna genetickou informaci s pomoci HR obnovit. Proces inhibice spociva v zastaveni

PARylace a zméné struktury PARP-1 proteinu, ktera zabrani jeho navdzani na DNAP?),
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5.3.2  Soucasné PARP-1 inhibitory

Jsou navrZzeny dva modely zékladniho mechanismu inhibice. Prvni model vychazi ze
skute¢nosti, ze PARP-1 je spojen primarné s opravou BER a opravou SSB na DNA a naborem
opravnych proteinti. KdyZ dojde k inhibici PARP-1, nelze poruchu na jednom vldkné opravit
a bé¢hem replikace bunka ve snaze opravit genetickou informaci vynuti HR, ale pfi absenci
BRCAT1 a BRCAZ2 dojde k poskozeni a bunika umird. Druhy model uplatiiuje inhibici PARylace
u PARP-1 pfizméné jeho struktury. Cytotoxicita PARPs zé4visi na dostatecném zachyceni
na DNA. Pii tom vznikaji toxické produkty, které zpomaluji postup replikacnich vidlic. Chyba
muze byt u zdravych bunék eliminovana pomoci BRCA1 a BRCA2, ovSem buiiky s deficitem
téchto proteinil vykazuji zvySenou genomickou nestabilitu, kterd vede az ke smrti buniky. Tento
model je upfednostiiovan vice, a to z toho divodu, Ze cytotoxické inhibitory PARPs funguji
Iépe nez genetickd delece PARPs enzymi a cytotoxicita PARPs inhibitorti koreluje spise
se schopnosti zachytit PARPs na DNA nez se samotnou katalytickou inhibi¢ni vlastnosti téchto
inhibitor! ),

Inhibitory PARPs maji klinickou a neklinickou formu. V soucasné dobé existuje pét
klinickych inhibitorii, z nichz olaparib, talazoparib, niraparib a rucaparib byly schvaleny
k 1écbé rakoviny vajecnikii a prsou s deficitem BRCA1 a BRCA2 a jsou srovnatelné ve své
katalytické inhibici. Pracuji na principu kompetitivni inhibice, kdy tyto inhibitory soutézi
s NAD" o aktivni misto na PARP-1, ¢imZ mohou inhibovat aktivitu tohoto proteinu. Ukéazalo
se, ze olaparib také prospiva pacientiim s metastazujici rakovinou slinivky nebo prostaty. Paty
z inhibitorti, veliparib zatim neni pfijat. Talazoparib, prodavany pod komerénim ndzvem
Talzenna, je oralné¢ podavany 1€k inhibujici PARylaci. Inhibuje jiz zminénou drdhu opravy
DNA zapomoci posttranslaéni ADP-ribosylace jadernych proteinti signalizujicich c¢ast
poskozené dvousroubovice a tim aktivuji opravné enzymy jednoho poskozeného vldkna DNA.
U nadorové buiky, ktera postrada spravny opravny mechanismus, tim zvySuje riziko
hromadéni zlomi fetézcti DNA. Narista tak nestabilita genomu, kterd posléze vede k apoptoze
nadorové bunky. Niraparib se ukazal jako G€inny inhibitor bez nutnosti mutace BRCA genu.
Obecné kazdy z téchto inhibitorti, i kdyZ se vyrazné nelisi principem ma riznou schopnost
indukovat katalytickou inhibici k zachyceni PARP-1 na zlomech DNA a mé tedy rozdilnou
potenci indukovat bunéénou smrt**. Pro 1é¢eni rakoviny plic i vaje¢nikii se experimentalng
podava kombinace inhibitori PARPs-1 a Iéku durvalumab. Jedné se o protilatku IgG proti
antigenu, ktery spadda mezi kontrolni body na vnéjsi strané membrany a byva exprimovan

na povrchu nadorovych bun€k. Durvalumab tak zabranuje jeho rozeznani imunitnim systémem.
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Protilatka omezuje jeho expresi na povrchu a zaroven zlepSuje aktivaci T lymfocytl. Podava

se pacientiim po ukonéeni radioterapie!*l.

Benzamidadenin dinkukleotid (BAD) a EB-47 jsou dva inhibitory v preklinickych
studiich. BAD je nahradou NAD", ktery ptsobi jako substrat pro PARPI1, zatimco EB-47
dokaze napodobovat vazbu NAD" s afinitou srovnatelnou s klinickymi inhibitory. Ackoli
vSechny inhibitory funguji na stejném principu a vazi se v katalytickém centru, kde zablokuji
NAD" a zabrani produkci PAR, vykazuji riznou G¢innost pfi usmrceni rakovinné bufiky. Je to
pravdépodobné dano jejich rozdilnymi schopnostmi indukovat katalytickou inhibici a zachytit
PARP-1 na DNA zlomu. Inhibitory PARPs ovliviiuji kritickou alosterickou regulacni doménu
enzymu, stejné jako doménu HD. Podle vlivu na alosterii PARP-1 se inhibitory déli na tii typy.
BAD a EB-47 spadaji do prvni kategorie. Jedna se o inhibitory alostericky zachycujici DNA.
Napoji se na oF Sroubovici HD a maji silny, zpétny alostericky efekt pti destabilizaci této
domény. Tato nestabilita vede ke zméndm zvySujicim afinitu PARP-1 k DNA. Laboratorni
vysledky ukazuji nésledné efekty BAD a EB-47 piinapojeni PARP-1 navady v DNA.
Nicméné nikdy nebyly vyvijeny jako klinické inhibitory, pravdépodobné kvuli neselektivni
povaze BAD a nepriichodnosti EB-47 skrze bunééné linie. Druh4 kategorie, kam patfi olaparib
a talazoparib, jsou neutrdlni inhibitory vici alosterii PARP-1 a vyvolavaji jen minimalni
zvySeni afinity ke zlomu DNA. Olaparib se nepoji s HD doménou, aproto nema vliv
na mezidoménovou komunikaci, kterd se podili na vazdni PARP-1 s DNA. Talazoparib je
naopak velmi U¢inny pfi katalytické inhibici a nevykazuje tak vyrazny reverzni alostericky
ucinek na PARP-1. Omezuje PARylaci nutnou krychlému uvolnéni PARP-1 z mista
poskozeni. Posledni typ inhibitori, kam patii rucaparib, nicaparib a veliparib, pisobi opacné
nez inhibitory prvniho typu. Stabilizuji HD doménu a maji niz$i afinitu s PARP-1 k DNA.
Inhibitory talazoparib a rucaparib vykazuji podobnou ihnibi¢ni G¢innost a vazebné vlastnosti

jako PARP-1B5I411,

Lécba inhibitory PARPs je obzvlast’ G¢inna u pacientli s rakovinou, kterym se tato nemoc
vyvinula diky dédicnym defektim HR u nosict s mutaci BRCA1 a BRCA2. Predpokladana
vysoké ucinnost a specifita 1écby metodou inhibice PARPs vychazi ze skute¢nosti, ze pouze
rakovinné bunky postradaji BRCA, a proto jsou defektni v HR. U cilovych bunék tak bude
pozastavenim funkce PARPs indukovana bunéénd smrt, zatimco zdravé buinky diky své
rezistenci na 1écbu nebudou niceny. Dalsi vyhodou této 1écebné metody je fakt, Ze jiné mutace,
které¢ se také mohou fenotypové projevit defektem v HR, nevyvolavaji bunécnou smrt

pii pouziti PARPs inhibitori, jako je tomu u BRCA genli. PARP-1 je také regulatorem dalSiho
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mechanismu opravy, a to NHEJ. ProtoZe tento mechanismus zprostiedkovavd PARP-1, mtze
se vyskytovat selektivnéji v buikach s deficitem HR. Prokazalo se, Ze inhibitory mohou slouzit
ijako ,jedy* pfizachycovani PARP-1 v mistech poskozeni DNA, ¢imz daji vzniknout

vvvvvv

cytotoxi¢t&jsim komplexim neZ u neopravenych usekti!*?),

Co se tyCe bezpecnosti inhibitord a jejich moznych vedlejsich ucinkt, jedna se o zasadni
problém, a to hlavné u 1€k, které jsou adjuvantni, tedy v ptipad¢, kdy jsou uzivany po primarni
1é¢bé a pacient mlze byt uz vylécen. Prostiedek olaparib byl uZivany pacienty s pokroc¢ilym
nadorovym onemocnénim a celkové je tento 1€k organismem dobie snaSen. Mezi nejCasté;si
nezadouci U€inky patii nevolnost, inava, zvraceni, anémie a hematologické toxicity. Dale byly
prokazany trombocytopenie a neutropenie. Vysoce nebezpe¢nym, a relativne ¢astym vedlej$Sim
ucinkem vyskytujicim se ulékii zamétenych na opravu DNA je vznik nové malignity.
Pti pouziti olaparibu se ovSem ukéazalo, ze u pouhého jednoho procenta pacientii s pokrocilym

stadiem rakoviny doslo k vyvoji malignit*?!,

5.3.3 Rezistence inhibitorii PARP-1

Rakovinné bunky si mohou vyvinout rezistenci proti 1é¢bé PARP-1 inhibitory, ato v
piipad¢, Zze mutace BRCA nezplsobi zastaveni HR. Ukdzalo se, ze velka Cast pacientl
s rakovinou vajeénikii je rezistentni na PARPs inhibitory®¥. Typicky se tato rezistence
vyskytuje u tumoru proteinu p53, kdy miize dojit opét k obnoveé HR a k opravé DNA. Navic je
typicky eflux 1é¢iva u tumorové tkané, ktery tak snizuje akumulaci 1é¢iva. Konkrétné u téchto
typt 1€kt je to zplisobené glykoproteinem P-glykoproteinem 1, ktery je transportnim proteinem
PARPs inhibitord. VSechny tyto 1jiné¢ faktory pfedstavuji vyzvu k porozuméni dané

problematiky vedouci ke zvys$eni pravdépodobnosti Gispéchu 1é¢by inhibitori PARPs! 2]
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ZAVER

Pro burniky lidského organismu je enzym PARP-1 vysoce uzite¢nym nastrojem pro opravy
DNA, nebot’ je schopen detekovat poSkozené misto a signalizovat ostatnim uc€astnikiim
opravného mechanismu nutnost okamzité reakce. Udrzeni genomoveé stability je jeho primarni
funkci. Nadmérnd aktivita v pifipadé¢ rozsahlého poskozeni vSak muze vést k vyraznému
poklesu NAD" a tak spustit zcela opa¢ny proces, apoptozu. PAR, ktery za ucelem indikace
poskozeného mista PARP-1 produkuje, méa také vyuZiti pfireverzibilni posttransla¢ni
modifikaci proteinli, a to Casto téch, které se podileji na opravé DNA ¢i stabilizovani jeji
struktury.

Diky své komplexit€ a vy$§imu poctu podjednotek schopnych navéazat se na DNA oproti
ostatnim PARPs enzymiim se pravé PARP-1, tento prvni indikdtor poskozeni genetické
informace, ukazal byt velmi vyznamnym pro vyzkum na poli efektivni 1écby rakoviny bez
rizika destrukce okolnich tkani a naruSeni homeostdzy celého organismu pacienta. Prevazné
pro onemocnéni vajecniki, prsou a prostaty, kdy je PARP-1 stale aktivni i pfi rakovinném
bujeni a pfispivd tak k odolnosti a dlouhov€kosti nddorovych bunck, které jej vyuzivaji
k opravé své DNA, bylo zji§téno, ze jeho inhibice zna¢né snizuje jejich schopnost napravovat
Skody vzniklé v disledku chyb pfi replikaci genetické informace. Diky skuteCnosti, Ze tyto
bunky maji navic nefunkéni BRCA geny tvofici vyznamny opravny mechanismus, 1ze inhibici
PARP-1 dosédhnout prakticky nenapravitelného poSkozeni DNA, eventuelné¢ vedouciho

k usmrceni rakovinné buiiky.

Ptinos inhibitord PARP-1, z nichZ mnohé jsou stale v klinickych studiich, je nesporné
kladny, ovSem az dalSi zkouméani pozitivnich inegativnich ucinka pfti 1€€bé nadorového
onemocnéni metodami zalozenymi na tomto principu odhali jejich skute¢ny vyznam. Vyvstava
zde také naptiklad otdzka rezistence vici 1éCivym piipravkim zaloZzenym na inhibici PARPs.
Od objevu poly (adenosindifosfat-ribosa) polymerazy 1, v§ak byly i v tomto vyzkumu u€inény
znacné pokroky ajen spostupem casu lze tedy urcit pfinos PARP-1 pro pacienty trpici

rakovinou na celém svéte.
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