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Zapis o diskuzi z pribéhu obhajoby disertaéni prace Mgr. Zdeiika Skrotta, Détska
klinika LF UP a FNOL, 26. 11. 2019.

Po piedstaveni uchazede a Glent komise, prezentoval Zdenék Skrott stéZejni vysledky své
diserta¢ni prace, poté byly ptedcteny posudky a nésledovala diskuze:

Otazky a komentafe oponenta MUDr. Petra Mullera, Ph.D.:

1. Pomoci HPLC-MS bylo prokazano, Ze disulfiram je metabolizovan na médnaty
komplex CuET. Lze odhadnout, jaka cast zcelkového disulfiramu je takto
metabolizovana? Byly v posledni dobé nalezeny né&jaké dalsi metabolity s obdobnou
aktivitou jako CUET?

Odpovéd: Z doposud naméfenych dat je tézké piesné odhadnout, kolik disulfiramu se
metabolizuje na CuET, ale je pravdépodobné, ze se bude jednat o velmi malé procento. Pfi
jednorazové aplikaci disulfiramu do laboratorni mysi (50 mg disulfiramu / kg vahy zvitete,
tedy 1 mg u 20 gramové mysi) Ize detekovat po nékolika hodinach koncentrace CuET v séru
v fadech desitek ng na ml. Je pravdépodobné, Ze pii pfidavku médi (napf. glukonatem
méd’natym) by koncentrace CuET byly vyss$i. Je zajimavé, Ze vin vitro podminkach
Vv kultiva¢nim medium pouzivaném pii experimentech s bunéénymi kulturami se disulfiram
v piitomnosti médnatych iontt méni na CuET velmi efektivné (asi z 80 %). Zadny dalsi

metabolit disulfiramu podobny CuET objeven nebyl.

2. CuET podobné jako tunicamycin a thapsigargin vede k aktivaci UPR projevujici se
zejména ve zvyseni exprese proteinu ATF4. Inhibitor p97 NMS-873 vsak tak silnou
odpovéd’ nevyvolava, existuje pro toto pozorovani n¢jaké vysvétleni? Nasel jste

néjaké dalsi rozdily v ptisobeni CuET a NMS-873?

Odpoveéd’: Slabsi indukce proteinu ATF4 po aplikaci NMS-873 mitize byt dana jak pouzitou
koncentraci latky, tak dobou ptisobeni. Najit pfesné vysvétleni miize byt znacné slozité, nebot’
jak ukazuji ve své praci Her et al. (Cell Chemical Biology, 2016) cela tada inhibitorti p97,
které maji velmi podobny ¢i zcela shodny mechanismus inhibice p97, ma zarovenn znacné
odliSny dopad na expresi proteinu ATF4, ptestoze jsou pouzity ve vhodnych koncentracich.
To potvrzuje, Ze odpoveéd’ buiiky na latky inhibujici stejny enzym muize byt zna¢né odlisna.
Rozdili mezi NMS-873 a CuET je cela fada, prestoze plsobi ve stejné draze. Hlavni rozdil je,
ze CuET indukuje imoagregaci proteinli, coz vede napi. k velmi silné indukci odpovédi na
teplotni Sok.

3. Autor nckolika na sobé nezavislymi experimenty presvédCivé ukazuje, ze

mechanismus pusobeni CuET spociva v agregaci proteinu NPL4. Nicméné pro



vysvétleni samotné molekuldrni podstaty agregace NPL4 po pisobeni CuET by bylo
zapotiebi ucinit dal$i experimenty s izolovanym proteinem NPL4. Byly v ramci
projektu ucinény pokusy ukazujici schopnost CuET agregovat purifikovany NPL4?
Co zpisobi pifidani CuET do bunécného lyzatu? Lze predpokladat, ze povede
k agregaci NPL4?

Odpovéd: V ramci projektu jsme prokazali, ze CuET interaguje s purifikovanou NPL4
pomoci metody isotermalni kalorimetrie. Dale jsme prokazali, ze pravdépodobné dochazi i ke
zmén¢ konformace NPL4 po interakci s CuET pomoci metody Drug-affinity responsive target
stability. Samotnou agregaci izolované NPL4 nebo v lyzatu se ale prokazat nepodafilo, coz

naznacuje, zZe v procesu agregace NPL4 mize byt zapojen aktivni bunéény d¢;j.

4. Spillier Q et al. v ¢lanku ,,Anti-alcohol abuse drug disulfiram inhibits human PHGDH
via disruption of its active tetrameric form through a specific cysteine oxidation*
(Scientific Reports 2019) ukazuji, ze disulfiram mize vést k modifikaci proteinovych
SH skupin cysteinu. Je mozné, ze 1 CuET vytvaii podobné reakce? Ovliviiuje ptidani

cysteinu nebo acetylcysteinu ¢inek CuEt?

Odpovéd’: Schopnost disufliramu nebo dithiokarbamatu reagovat se SH skupinami je zndma
jiz dlouho a touto reakci bylo 1 vysvétlovano plsobeni disulfiramu na aldehyd dehydrogenazu
(Vallari et al. Science, 1982). Jak se ale pozd¢ji ukézalo, mechanizmus inhibice je jiny (Shen
et al. Biochemical Phyrmacology, 2001), a je tedy ukazkou, zda jsou tyto reakce relevantni
Z hlediska situace in vivo. Vyloulit tyto reakce u CuET nelze, ale disulfiram nebo
dithiokarbamat by mé&l byt z hlediska modifikaci SH skupin reaktivnéjsi. Je pravdou, Ze
vysoky piidavek N-acetylcysteinu snizuje U¢inek CuET, ale bylo prokézano, Ze se tak d¢je

skrze snizovani koncentrace CuET.

Otazky a komentaie oponenta prof. Simona Bekkera-Jensena, Ph.D.:

1. VSechny obrazky v ¢asti introduction byly pfevzaty z publikovanych praci. Toto musi

byt alespori citovano v legendach obrazka!

Odpoved: Jak je uvedeno v metodice, odstavec ,,3.21 Figures preparation, data analysis, used
software*, strana 45, vSechny obrazky byly pfipraveny mnou s uvedenim pouzitého softwaru.

2. V casti 1.2, strana 4, je diskutovan mechanismus aktivit riznych tfid Ubiquitin E3
ligaz. Piestoze jsou zvany jako ligazy, je dalezité upozornit, ze RING finger protein

nejsou enzymy Vv pravém slova smyslu. SpiSe pouze umoziuji interakci mezi E2

enzymem a substratem. Neni tedy spravné nazyvat RING doménu jako katalytickou.

Odpovéd’: Je potieba souhlasit s oponentem, Ze funkce RING E3 ligaz je chapana zejména

tak, ze umoziuje interakci mezi E2 a substratem. OvSem mnohé clanky, 1 recentni a



Vv respektovanych casopisech (Plechanovova et al. Nature. 2012, Plechanovova et al. Nature
Structural and Molecular Biology. 2010, Metzger et al, Biochimica et Biophysica Acta. 2014.)
jednozna¢né hovoii o tom, ze RING doména katalyzuje ubikvitinaci substratu, ma
katalytickou roli a katalyzuje pfimy pienos ubikvitinu z E2 na substrat. Nejedna se tedy o
pasivni protein s pouhou podptirnou funkci. Z toho divodu si myslim, ze nazyvani RING

domény jako katalytické neni chybné a je ve shodé s publikovanou literaturou.

3. Na stran¢ 11: “ Activated PERK ... disassembles polysomes ...” Nesouhlasim pfili$ s

tim tvrzenim a neni uvedena citace, kterd by potvrzovala toto tvrzeni.

Odpovéd: Cela véta zni: ,,Activated PERK phosphorylates translation incitation factor elF2a
(eukaryotic translation initiation factor 2 alpha), which in turn disassembles polysomes and
decreases total protein synthesis...“. Fakt ze PERK kinaza fosforyluje elF2a, ktery nasledné
snizuje celkovou proteosyntézu je znam a fadné ocitovan. Citace konkrétné zminujici rozpad
polysomu skute¢né chybi, ale jedna se o znamy a akceptovany fakt (Anderson et al, Trends in
Biochemical Sciences, 2007.).

4. Na stran€ 13 jsou diskutovany jaderna stresova téliska (Nuclear stress bodies) a jsou
popsany, Ze jsou representovany navazanim proteinu HSF1 na DNA. Strukturné jsou

tyto téliska tvofeny ne DNA ale IncRNA HSATIIIL.

Odpoved: Cela véta zni: ,,HSF1 is activated leading to its oligomerization (formation of
trimeric form), phosphorylation and translocation to nucleus, where it binds so called heat
shock elements on DNA (after binding to DNA HSF1 can be detected as typical nuclear foci
called as nuclear stress bodies).” Jedna se ziejmé& o nedorozuméni, nebot’ struktura télisek
neni nijak diskutovana a je znamo, ze obsahuji velké mnozstvi IncRNA transkriptd. Ale jak je
uvedeno Vv literatute (Biamonti et al, Cold Spring Harb Perspect Biol, 2010), t¢liska se vytvari
diky pfimé interakci HSF1 s pericentrickymi tandemovymi repeticemi DNA, které odpovidaji

aktivnim transkripénim mistiim pro nekodujici satelitni transkripty.

5. Na obrazku 19 je ukazano, Ze u¢inek CuET do jisté miry kopiruje odpovéd’ na teplotni
Sok. Na WB analyze se ovSem nezda byt pfili§ silnd odpovéd’ na teplotni Sok. Je to
dano tim, Ze teplotni Sok neprobchl spravn&? Toto by mélo byt doplnéno takeé

imunofluorescen¢ni analyzou na HSF1.

Odpoveéd: Teplotni Sok byl proveden jen jako pozitivni kontrola pro srovnani s efektem
CuET. Lze jednoznacné vidét narast proteinu HSP70 1 posun migrace proteinu HSF1, coz

v

naznacuje jeho fosforylaci. To Ze je efekt na tyto protein po CuET vyrazngjsi jen dokazuje,



jak silnou odpovéd’ CuET vyvolava. Teplotni Sok byl proveden klasickym postupem, tedy 42
°C na 1 hodinu. Dodate¢na mikroskopicka detekce HSF1 proteinu by byla jisté¢ vhodna.

6. WT NPL4 agregaty jasn¢ kolokalizuji s HSP70 a HSF1 po CuET. MUT NPL4
indukuje spontanni agregaty dokonce bez piitomnosti CuET, které ovSem
nekolokalizuji s HSF1 a HSP70. Znamend to tedy, Ze se jedna o castecné jiné
struktury? Toto neni nijak diskutovdno a vhodna kvantifikace by umoznila lepsi

interpretaci vysledku.

Odpoveéd: Zde se jedna pravdépodobné o ptehlédnuti oponenta, nebot’ jak je ukdzano na
obrazku 19, jak WT NPL4 aggregaty indukované CuET, tak spontanni MUT-NPL4 aggregaty
nekolokalizuji s HSF1, a naopak oba typy kolokalizuji s HSP70. Jsou tedy v tomto ohledu
stejné, coz naznacuje, ze se jedna o velmi podobné struktury.

7. Na strané 85 je zminéno, Ze enzym UBAI1 je nutny pro vSechny ubikvitinace v burice.
Jak je ale 1 zminéno v kapitole introduction, sav¢i builky maji jesté dalsi E1 enzym,
ktery je zodpovédny 5-10% ubikvitinaci v buiice. A tento enzym neni inhibovan
UBAL inhibitorem.

Odpovéd: Oponent ma pravdu, ze nelze napsat, ze vSechny ubikvitinace jsou zavislé na
UBA1 enzymu. Jak se uvadi v ¢lanku popisujicim pouzity UBAL inhibitor (Hyer et al. Nature
Medicine, 2018), UBA1 enzym je zodpovédny za vice nez 99% bunéénych ubikvitinaci, a

tedy by mélo byt spiSe napsano, ze témet vSechny ubikvitinace jsem na ném zavislé.

Otazky ¢lent komise a hosti:

1. Doc. Mgr. Jan Bouchal, Ph.D.: Dochazi k agregaci NPL4 pouze v jadie nebo také
V cytoplazmé a jaky to ma vliv na endoplasmatické retikulum? Jakou roli hraji HSF1

stresova téliska?

Odpoveéd: K agregaci dochazi jak v jadre, tak 1 v cytoplazmé, pouze charakter je agregatl je
ponékud odlisny — zatimco v jadie vznikaji vEtsi jasné viditelné agregéty, v cytoplazmé se
jednd o mensi utvary, které jsou ale imobilni. To také vysvétluje, pro¢ po CuET dochazi
k silnému stresu na endoplasmatickém retikulu.

Piesna tloha HSF1 stresovych télisek neni objasnéna. Piestoze k jejich tvorbé dochazi se
stejnou Kkinetikou, s jakou dochazi k vazbé HSF1 na tzv. heat-shock elementy, kde indukuje
transkripci gend zapojenych v odpovédi na teplotni Sok (napt. HSP70), HSF1 stresova téliska

nejsou mistem, kde by probihala transkripce klasickych genti zapojenych v odpovédi na



teplotni Sok. Jedna se o heterochromatinové oblasti, kde HSF1 indukuje transkripci dlouhych

nekddujic RNA.

2. MUDr. Katetfina Bouchalova, Ph.D.: Z jakého diivodu jste zvolili RPE1 linii? A pro¢

jste se zaméfili primarné na rakovinu prsu?

Odpovéd: RPEL1 linii jsme zvolili jako model nenadorové epitelidlni bunééné linie pro
kontrolu u¢inku CuET na nenddorové burnky.

Zam¢iili jsme se na rakovinu prsu zejména z toho divodu, ze jiz V literatuie existovala jisté
zminky o aktivité¢ disulfiramu u této formy rakoviny, jednalo se zejména o piipadovou studii a
klinicky test metabolitu disulfiramu, ktery se ukdzal jako u¢inny pii kombinaci se standardni

chemoterapii. Zaroven preklinické modely rakoviny prsu byly silné responzivni na CuET.

3. Prof. MUDr. Dagmar Pospisilova, Ph.D.: Myslite, ze by disulfiram mohl byt u¢inny
pii 1é¢be pacientt s Diamond-Blackfan anemii trpicich rakovinou, ktera se projevuje

zvySenym ribozomalnim stresem?

Odpoved: To je tézké odhadnout. Mohlo by zalezet na tom, jak se tento ribozomalni stres
projevuje. Pokud dochazi ke zvySené tvorbé chybné translatovanych nebo poskladanych
proteinli, musi byt tyto proteiny zdegradovany, na ¢emz se podili p97/NPL4 proteiny. Pii
jejich inhibici by tedy dochazelo k akumulaci téchto proteind, coz by mohlo vést k silnému
bunéénému stresu. Naopak, pokud dochdzi k sniZeni translace proteind, je mozné, Ze by pak
buniky nebyly na CuET nijak zvIast citlivé. Je zndmo, Ze utlumeni translace proteinti nizkou
davkou inhibitoru ribozomi dochdzi k ¢astecné resistenci na inhibitory proteazomu, které

maji do jisté miry podobny U¢inek jako CuET.



