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Souhrn

Vychodiska: Vysoky proliferacni potencial a geneticka nestabilita nadorovych bunék je spojena
se zvysenou produkci mutovanych a konformaéné nestabilnich protein. Nadmérna proteo-
syntéza spolu se zvysenym metabolickym obratem vytvareji stresové podminky, které musi
nadorova burika trvale kompenzovat. Nadorové buriky se tak stavaji zavislé na udrzovani pro-
teinové homeostazy zahrnujici kontrolu kvality proteind, jejich skladani, transport a stabilizaci.
Tyto funkce jsou zajistovany molekularnimi chaperony, které jsou u nadord reprezentovany
predevsim stresovymi proteiny HSP70 a HSP90. Jejich exprese a aktivita je vyznamné zvysena
ve viech malignich nadorech, kde spolu s dalsimi proteiny nazyvanymi kochaperony vytvari
multiproteinové komplexy. Aktivita HSP70 a HSP90 je nezbytna pro udrzeni maligniho fenotypu
tim, Ze se podili na stabilizaci cetnych onkoproteind, podporuje proliferaci a inhibuje apoptozu.
V tomto ohledu predstavuji proteiny teplotniho Soku ddlezity cil vyuzitelny v protinddorové
terapii, nebot jejich inhibice umoziiuje soubéznou inaktivaci fady signalnich drah dllezitych
pro preziti nadorové buriky. Ackoli bylo v uplynulém desetileti vyvinuto nékolik specifickych
inhibitord HSP90, jejich protinddorova aktivita je zna¢né limitovana vzhledem k indukci pro-
teind HSP70, které umoznuji bunkam prezit. Vyvoj inhibitord HSP70 pfedstavuje novou vyzvu
v terapii cilené na inhibici proteostatickych mechanizm@ nadorovych bunék. Cil: Cilem tohoto
¢lanku je shrnout informace o struktufe HSP70 a jeho roli pfi udrzovani proteinové homeostazy
v normalnich a nddorovych burikich. Clanek popisuje mechanizmy inhibice HSP70 pomoci niz-
komolekularnich sloucenin a jejich potencialni aplikace v cilené protinadorové terapii.
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Summary

Background: Sustained proliferation and genetic instability of cancer cells are associated with
enhanced production of mutated and conformationally unstable proteins. Excessive proteo-
synthesis along with increased metabolic turnover generates stress conditions that cancer cells
must permanently compensate for. Tumor cells thus become dependent on the maintenance
of protein homeostasis, which involves protein quality control, folding, transport and stabili-
zation. These tasks are provided by molecular chaperones, predominantly the stress proteins
HSP70 and HSP90. Their expression and activity is increased in all malignant tumors, where they
associate with their cochaperones to form large multiprotein complexes. HSP70 and HSP90
maintain the malignant phenotype because they facilitate the folding of numerous oncoge-
nic proteins, maintain proliferative potential, and inhibit apoptosis. In this regard, heat-shock
proteins represent an important target for cancer therapy because their inactivation results in
the simultaneous blockade of multiple signaling pathways. Although several specific HSP90
inhibitors have been developed in the past decade, their antitumor activity as single agents is
limited due to the induction of HSP70, which enables cell survival. Inhibitors of HSP70 thus pre-
sent new possibilities for targeting proteostatic mechanisms in cancer cells. Aim: The aim of this
article is to summarize information on the structure of HSP70 and its role in maintaining protein
homeostasis in normal and cancer cells. The mechanisms of HSP70 inhibition by low-molecular
weight compounds and their application in targeted antitumor therapy are also described.
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Uvod

Genetické zmény a vysoky proliferacni
potencial vedou u nadorovych bunék ke
zvysené proteosyntéze a nadprodukci
konformaéné nestabilnich proteind. Pro
nadorové bunky je proto nezbytné ak-
tivovat mechanizmy udrzujici proteino-
vou homeostazu. Mezi zakladni mecha-
nizmy kontrolujici kvalitu a mnozstvi
proteinu v bunce patfi ubiquitin-pro-
teazomovy systém, autofagie a moleku-
larni chaperony. Zatimco prvni dva jme-
nované mechanizmy slouzi k degradaci
proteind, molekularni chaperony umoz-
nuji skladani a stabilizaci fady mutova-
nych proonkogennich proteint nezbyt-
nych pro proliferaci nadorovych bunék.
V pribéhu maligni transformace se tak
nadorova bunka stava zavisla na zvy3ené

aktivité molekularnich chaperoni. Mezi
nejcastéji zastoupené chaperony patii
stresové proteiny teplotniho Soku (heat-
-shock proteins — HSPs) reprezentované
nékolika proteinovymi rodinami rozdé-
lenymi podle molekulové hmotnosti.
HSP70 tvofi rodinu sekvenéné kon-
zervovanych molekularnich chaperont
s molekulovou hmotnosti 70 kDa [1].
V lidském genomu je tato rodina repre-
zentovana minimalné 13 rdznymi geny
kédujicimi strukturné a funkéné po-
dobné proteiny, které dohromady tvori
az 2 % bunécného proteomu [2]. Mezi
nejdulezitéjsi konstitutivhé exprimo-
vané izoformy patii HSPA8 v cytosolu
a jadre, HSPAS v endoplazmatickém reti-
kulu a HSPA9 v mitochondriich. Exprese
indukovana stresem je pak charakteris-

Tab. 1. Lidské proteiny patfici do rodiny HSP70.

ticka pro HSPA1A a HSPA1B lokalizované
v cytoplazmé i jadre [1]. Za fyziologic-
kych podminek napomaha HSP70 nové
vznikajicim proteintm ziskat nativni
konformaci. Dale je zapojen do vnitro-
bunééného transportu protein(, degra-
daci poskozenych proteini a asistuje pfi
opétovném skladani chybné slozenych
proteint. Uloha HSP70 je nezastupitelna
pfi stresovych podminkach (hypoxie,
teplotni ok, UV zafeni apod.), které zpG-
sobuji poskozeni konformace proteint
¢i jejich agregaci. HSP70 nasledné roz-
poznava hydrofobni aminokyseliny po-
Skozeného proteinu, na které se navaze,
zabrani jeho agregaci a s vyuzitim ener-
gie z hydrolyzy adenozintrifosfatu (ade-
nosine triphosphate — ATP) umoznuje
denaturovanym proteindm ziskavat na-

i Pocet Exprese . z
= UniProt S S 2 3 : 5 . Nazev Genové
Protein Alternativni nazvy Bunééna lokalizace amino- indukovana
ID : genu ID
kyselin stresem
HSPATA ‘Poomys/ TERIOiLHEZZHspAlL,, - icytasol jidio, bunddnd 641 ano HSPATA 3303
Hsp70-1A, Hsp70i membrana, exozomy
HSPA1B  PODMV9 Hsp70-2, Hsp70-1B cytosol, jadro, exozomy 641 ano HSPA1B 3304
Hsp70-1L, Hsp70-hom, 2
HSPAIL  P34931 Hsp70-1t, Hum70t cytosol, jadro 641 ne HSPATL 3305
HSPA2 P54652 Heat-.shock 70kD pro- cytosol, J?dfo, bunééna 639 s HSPA2 3306
tein 2, Hsp70.2 membréna, exozomy
HSPAS P11021 Hsp70-5, .BIP, Grp78, endoplazmatické retiku- 654 i HSPAS 3309
Mif-2 lum, exozomy
HSPA6 P17066 Hsp70-6, Hsp70B’ cytosol, exozomy 643 ano HSPA6 3310
HSPA7  P48741 Hsp70-7, Hsp70B KRl oontcs 367 ano HSPA7 3311
exozomy
2 cytosol, jadro,
HsPAg  P11142  HSPTOBHSCZOHsc7l, ) s membrana, 646 ne HSPA8 3312
Hsp71, Hsp73
exozomy
Hsp70-9, Grp75,
HspA9B, MOT, MOT2, - s i
HSPA9 P38646 PBP74, mot-2, mtHsp70, mitochondrie, jadro 679 ne HSPA9 3313
mortalin
Hsp70-12A, FLJ13874,
HSPA12A 043301 KIAAO417 exozomy 675 ne HSPA12A 259217
Hsp70-12B, S e :
HSPA12B  B7ZLP2 RP23-32L15.1, e“d°te""’"|‘;:;:ky' kesund | ne HSPAI2B 116835
2700081NO6Rik ¥
HSPA13  P48723 Hsp70-13, Stch enddplaanaticka teslar 47 ne HSPA13 6782
lum, exozomy, mikrozomy
HSPA14  QOVDF9 Hsp70-14, Hsp70L1 cytosol, membrana 509 ano HSPA14 51182
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linker

ATP

Obr. 1. Struktura HSP70.

Cervené jsou oznaceny a-helixy, zluté struktury B-skladaného listu, zelené nestrukturované oblasti a modie peptidovy substrat, nukleo-
tid a hofeénaty kationt. a) Na obréazku je zndzornéna cela krystalova struktura HSP70 (PDB: 2KHO). Protein se sklada ze SBD a NBD, které
navzajem spojuje linker. b) Detailni pohled na strukturu substréat vazebné domény nalevo (PDB: 1DKZ) a nukleotid vazebné domény na-
pravo (PDB: 4B9Q). c¢) Schematické zobrazeni vyraznych strukturnich zmén v HSP70 po hydrolyze ATP. Nejvyraznéjsi zmény muiZeme na
prvni pohled pozorovat u SBD (PDB: 4JNE, 2KHO).

SBD - substrat vazebna doména, NBD - nukleotid vazebna doména, ATP — adenozintrifosfat, ADP — adenozindifosfat

tivni konformaci. Diky témto funkcim
je HSP70 zapojen do udrzeni protei-
nové homeostazy b&hem fyziologickych
i stresovych podminek. Tuto rozsihlou
Skalu funkci viak HSP70 nezastava sa-
mostatné. Proteiny, které se pfi téchto
procesech s molekuldrnimi chaperony
asociuji a napomahaji jejich funkci, jsou
oznacovany jako kochaperony [3,4].

V tomto ¢lanku je skupina proteind,
které patfi mezi HSPs 70, oznacovana
souhrnné jako HSP70 a pokud bylo
v textu potfeba uvést konkrétni izo-
formu, je oznacena podle oficidlniho
nazvu genu (tab. 1).

Struktura a ATPazovy cyklus
HSP70

Protein HSP70 je tvofen N-koncovou
nukleotid vazebnou doménou (nuk-
leotide-binding domain — NBD), 44 kDa
a C-koncovou substrat vazebnou domé-
nou (substrate-binding domain - SBD),

28 kDa (obr. 1a). NBD je dale ¢lenéna na
subdomény IA/B a IlA/B, jejichz pros-
torové uspofadani vytvari kavitu pro
vazbu ATP/adenozindifosfat (adenosine
diphosphate ADP) v koordinaci s vaz-
bou hofe€natého a draselného kationtu
(obr. 1b) [5,6]. SBD se sklada ze dvou sub-
domeén. Vlastni vazebné misto pro sub-
strat je utvaieno v subdoméné se struk-
turou B-skladaného listu. Subdoména
SBD tvofena soustavou a-helixd ma
pak funkci ,vika", které stabilizuje vazbu
substratu (obr. 1b). NBD a SBD domény
jsou spojeny kratkou, vysoce konzervo-
vanou hydrofobni sekvenci — linkerem
(obr. 1a), ktery hraje vyznamnou roli pfi
regulaci alosterickych strukturnich zmén
v molekule HSP70 vyvolanych vazbou
ATP [7].

V nepfitomnosti ATP se NBD a SBD do-
meény HSP70 chovaji jako nezavislé a SBD
doména vykazuje vysokou afinitu k sub-
stratu — vznika tzv. uzaviena konformace

SBD (obr. 1c) [4]. Vazba ATP do NBD vede
k ¢aste¢nému splynuti (,docking”) NBD
a SBD domén regulovanému linkero-
vou sekvenci. Tim dochazi ke snizeni afi-
nity substratu k SBD, ktera se tak nachazi
v tzv. oteviené konformaci. Hydrolyza
ATP na ADP uvadi molekulu HSP70 opét
do stavu s ,uzavienou konformaci” SBD.
Prichod proteinu HSP70 ATPazovym
cyklem je usnadfiovan jeho interakci
s proteiny HSP40, které se vaZi na roz-
hrani NBD-SBD domén HSP70 v ATP-va-
zaném stavu, a spolu se substratem, ktery
transportuji do SBD, katalyzuji hydrolyzu
ATP a vznik ,uzaviené konformace” SBD
s navazanym substratem (obr. 2). Spon-
tanni uvolnéni ADP z NBD je pomaly
proces, ktery vyrazné urychluji proteiny
s funkci NEF (nucleotide-exchange fac-
tor). Vyména ADP za ATP vede ke vzniku
#oteviené konformace” SBD a uvolnéni
substratu, ¢imz se HSP70 navraci na za-
catek ATPazového cyklu [8,9]. Typickymi
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Obr. 2. ATPazovy cyklus HSP70.

1 - klientsky protein je dopraven kochaperonem do SBD HSP70, 2 — vazba HSP40 zplsobi rozsahlé konformaéni zmény, které zplsobi
hydrolyzu ATP a uzavfeni klientského proteinu v SBD, 3 - konformaénimi zménami dojde k odhaleni vazebného mista pro NEF, 4 — vazbou
NEF je umoznéna vyména ADP za ATP, 5 — navazani ATP zplsobi konformaéni zmény vedouci k uvolnéni slozeného klientského proteinu.

SBD - substrat vazebna doména, ATP - adenozintrifosfat, NEF — nukleotid vyménny faktor, ADP - adenozindifosfat

substraty HSP70 jsou kratké hydrofobni
peptidové motivy obklopené pozitivhé
nabitymi aminokyselinami, které jsou po
denaturaci proteinll exponovany na je-
jich povrchu [10].

Regulace exprese HSP70

Piestoze jsou proteiny HSP70 silné ex-
primovany ve viech buné&énych typech,
je jejich exprese vyznamné zvySovana
pasobenim buné&éného stresu. Zvyseni
genové exprese HSP70 a dal3ich stre-
sovych proteind je centralnim protektiv-
nim mechanizmem kompenzujicim pd-
sobeni proteotoxického stresu u viech
eukaryotickych organizm. Kli¢ovou roli
v regulaci genové exprese hraje evo-
luéné konzervovany transkripéni fak-
tor HSF1 (heat-shock factor) [11]. Tento
transkripéni program je oznacovan jako

odpovéd na tepelny 5ok (heat-shock re-
sponse — HSR). Aktivita HSF1 vede ke
zvySené expresi nékterych molekular-
nich chaperond, kochaperont i dalSich
proteind, které obsahuji ve svych pro-
motorech tzv. elementy tepelného 3oku
(heat-shock elementy — HSE). Jedna se
o kratké sekvenéni motivy DNA, na které
se vaze HSF1 [12]. Aktivita HSF1 je fizena
jeho lokalizaci a trimerizaci. HSF1 je v ne-
stresovanych burikach pfitomen v cyto-
plazmé jako monomer. Stresové pod-
minky vyvolavaji trimerizaci HSF1 a jeho
pfesun do jadra, kde spousti expresi da-
nych gent. Aktivita HSF1 je fizena zpét-
nou vazbou - spusténim exprese HSE-
-regulovanych genid nastane rovnéz
zvy3eni hladiny HSP90 a HSP70, jejichz
piitomnost negativné ovliviiuje aktivaci
HSF1 [13].

Uloha HSP70 v patologii nadord

HSPA1A a HSPA1B patfi mezi inducibilni
izoformy HSP70, jejichz exprese je vy-
znamné zvy3ena u viech nador( [14]. Ze
souhrnnych daja o téchto inducibilnich
izoformach vyplyva, Ze tyto chaperony
mohou hrat kauzalni roli pfi zahajeni
maligni transformace. Konkrétné bylo
zjisténo, Ze zvysena exprese HSPA1A
podporuje tumorigenicitu u bunék my-
Siho fibrosarkomu a navozuje u nich re-
zistenci vici cytotoxickému plsobeni
imunitnich bunék [15]. Zvy3eni exprese
inducibilni izoformy HSP70 podporuje
tvorbu T bunééného lymfomu u trans-
gennich mysi. U imortalizovanych fib-
roblastll Rat-1 bylo prokazano, Ze nad-
meérna exprese HSPA1A zplsobuje ztratu
kontaktni inhibice a vyvolava vznik na-
dor( pfi implantaci do my3i. Naopak sni-

Klin Onkol 2018; 31 (Suppl 2): 25462554
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cytoplazma

a) stabilizace lysozomalnich
membran

autofagie W ‘\iymm

e i (D

b) inhibice apoptozy

d) stabilizace substrati

HSPS0 b v
— . e o M

l Hsp90

pisk | ras
\ 4

- p53
\4

Cp21 | ERK

c) inhibice senescence

Obr. 3. Priklady proonkogenniho ptisobeni HSP70.
Nadorové buriky jsou neustale vystavovany stresu (hypoxie, zanét, zména pH apod.), ktery aktivuje transkripéni faktor HSF1 zodpovédny
za zvy$enou expresi HSP70. Zvyiené mnozstvi proteinu HSP70 podporuje nadorovou transformaci na nékolika trovnich. a) Stabilizuje
membrany lysozomd, é&imzZ podporuje autofagii. b) Nékolika zptisoby inhibuje vné&jsi i vnitini drahu apoptoézy. Zabrafiuje translokaci BAX
do mitochondrii, interakci s APAF1 inhibuje vznik apoptozomu, zabrariuje kondenzaci chromatinu fizenou AIF-1 a inhibuje i d&je fizené
nékterymi kindzami. c) Blokuje senescenci zavislou i nezévislou na proteinu p53. d) Spolu s HSP90 se podili na maturaci fady onkogen-

nich proteint vé. HER2, CDK4 a AKT.

Zeni exprese tohoto genu vede u téchto
bunék ke ztraté tumorigennich vlast-
nosti. Proonkogenni plsobeni induci-
bilni HSP70 se uplatiiuje rovnéz v pato-
genezi nadord prsu (breast cancer — BC).
Bylo ukdzano, ze zvyieniexprese HSPATA
je nezbytné pro maligni transformaci vy-
volanou onkogenem HER2. Zvysena ex-
prese HSPATA je charakteristicka pro
vétiinu malignich nador(, u nichz ko-
reluje s mirou dediferenciace (grade)
a horsi prognoézou [16]. Nadorové bunky
potiebuji HSPA1A napt. k inhibici apo-
ptézy a senescence, ale i k posileni auto-
fagie (obr. 3) [17]. HSPA1A potlacuje apo-
ptozu inhibici jeji vnitini i vnéjsi drahy.
U vnitfni drahy je HSP70 vazan na BAX

(¢len proapoptotické rodiny BCL-2), €&imZ
zabranuje jeho translokaci do mitochon-
drii [18]. Dalsim mechanizmem, kterym
HSPA1A zabrafuje spusténi apoptézy,
je inhibice proapoptotického proteinu
APAF1 (apoptotic protease activating
factor 1). HSPA1A se vaze na APAF1 a za-
braniuje tak jeho oligomerizaci, ktera je
nutna pro tvorbu apoptozomu a aktivaci
kaspazy 9 [19]. HSP70 rovnéZ inhibuje
aktivaci vnéjsi apoptotické drahy vaz-
bou k receptortm smrti. HSPA1A blokuje
signalizaci zprostredkovanou apopto-
zou indukujici ligand patfici do skupiny
tumor nekrotizujiciho faktoru (tumor
necrosis factor-related apoptosis-induc-
ing ligand - TRAIL) tim, Ze tvofi kom-

‘hﬁg‘h*‘sm
trimerizace

HSF1

«CDK4 1

plex s receptory DR4 a DR5 a znemoz-
fiuje tak tvorbu DISC (death-inducing
signaling complex) u Bcr-Abl pozitivnich
bunék [20]. Programovanou bunéénou
smrt zavislou na kaspazach ovliviiuje
HSPA1A interakci s apoptézou induku-
jicim faktorem (AIF), ¢imz blokuje kon-
denzaci chromatinu fizenou AIF [21].
HSPA1A dale inhibuje i kaskadu déja fi-
zenou mitogenem aktivovanymi pro-
teinkindzami (mitogen-activated pro-
tein — MAP), v&. napf. c-Jun [22]. Kromé
inhibi¢niho vlivu HSP70 na apoptézu
byl dokumentovan i jeho vliv na sene-
scenci nddorovych bunék. Bylo proka-
zano, Ze vysokd exprese inducibilnich
izoforem HSP70 je nutna pro zabranéni
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senescence v nadorovych burikach. Sni-
Zeni exprese HSPA1A pomoci siRNA vedlo
k navozeni senescence doprovazené ak-
tivaci nadorového supresorového pro-
teinu p53 a zvySenou expresi proteinu
p21 [23]. Snizeni exprese HSPA1A v na-
dorovych burikdch maze rovnézZ induko-
vat senescenci nezavislou na p53, a to diky
schopnosti HSPA1A ovliviiovat signalizaci
zprostfedkovanou onkogennimi kinazami
PI3K, RAS a ERK [24]. Obdobné zavéry vy-
plyvajii z praci, které ukazaly, Ze inducibilni
izoformy HSP70 jsou nezbytné pro nado-
rovou transformaci zprostfedkovanou on-
koproteinem HER2/neu a snizeni jejich ex-
prese vede k navozeni senescence [25].

Zvysena exprese HSPA1A koreluje se
zvysenou proliferaci nadoruy, s klinickym
stadiem a $patnou progndézou pacientd
s nemalobunéénym karcinomem plic
(non-small cell lung cancer - NSCLC) [26],
BC, endometria [27], kolorektalnim karci-
nomem [28], hepatocelularnim karcino-
mem [29] a karcinomem prostaty [30].
U pacientl s akutni myeloidni leuke-
mii s charakteristickou expresi Bcr-Abl je
zvysena exprese HSPA1A spojovana s re-
zistenci k imatinibu [31,32].

Plazmaticka membrana nadorovych
bunék &asto obsahuje zvy3ené mnoz-
stvi HSPA1A [33]. Nadory s vysokym ob-
sahem membranového HSPA1A jsou
obecné vysoce rezistentni k chemote-
rapii a to ¢asto kvdli inhibici signalnich
drah JNK, ERK a NF-kB [34]. U metastaz
je hustota membranového HSPA1A vy3si
v porovnani s primarnim tumorem, coz
naznacuje schopnost membranového
HSPA1A usnadnit proces metastazovani.
V souladu s témito poznatky byla vy33i
hustota membranového HSPA1A spo-
jena s nepfiznivou prognozou a snize-
nym celkovym pfezitim pacient( s rek-
talnim karcinomem a spinocelularnim
karcinomem plic [35,36].

Kromé cytoprotektivnich ucinkd se
zménéna exprese nebo funkce HSPATA
podili také na vyvoji daldich onemoc-
néni, kterd jsou spojena s defekty v kon-
formaci ¢i skladani proteind. Mezi tato
onemocnéni patii napf. Parkinsonova
a Alzheimerova choroba [4].

Inhibice HSP70
V soucasnosti jsou neustdle vyvijeny
nové strategie pro Uspésnou lé¢bu ma-

lignich onemocnéni. Zakladnim koncep-
tem Uspésné chemoterapie je naruieni
procesu, ktery je pro nadorovou buriku
klicovy. Podobné jako genotoxické latky
vyuZivaji u nadord zvyseny metaboliz-
mus nukleovych kyselin, mizeme zvyse-
nou proteosyntézu a pfitomnost nesta-
bilnich proteint v nadorovych burkach
vyuzit k cilené protinadorové lécbé. Do-
savadni vyvoj protinadorové terapie za-
loZzené na naruseni proteinové homeo-
stazy se soustfedil zejména na vyvoj
nizkomolekularnich latek inhibujicich
proteazom a stresovy protein HSP90.
Ackoli bylo v uplynulém desetileti vy-
vinuto nékolik specifickych inhibitord
HSP90, jejich protinadorova aktivita je
znacné limitovana kvili indukci protein(
HSP70, které zabraruji navozeni bunééné
smrti a umozZiuji burikam pfezit. Syntéza
selektivnich inhibitord HSP70 tak pred-
stavuje novou vyzvu v terapii cilené na
inhibici proteostatickych mechanizma
nadorovych bunék [37-39].

Vhodnym mechanizmem ucinku inhi-
bitordi HSP70 je jejich vazba do substrat
a nukleotid vazebné domény a také na-
ruseni protein-proteinovych interakci
mezi H5P70 a jeho kochaperony [40].
Doposud bylo nalezeno nékolik inhibi-
tord, u nichz byla potvrzena jejich vazba
do struktury HSP70 (tab. 2). Mira aktivity
inhibitord a sila vazby latek k HSP70 byla
charakterizovana pomoci inhibi¢ni kon-
stanty IC_ (koncentrace inhibitoru, pfi
které dojde ke snizeni odpovédi na 50 %),
stfedni efektivni koncentrace EC, (kon-
centrace latky, pfi které nastane snizeni
definované odpovédi na polovinu) nebo
disociacni konstanty Kd (sila vazby mezi
inhibitorem a HSP70) (tab. 2).

MKT-077 a jeho derivaty

Jednim z prvnich nalezenych inhibi-
tord HSP70 je kladné nabité rhodacyani-
nové barvivo MKT-077, které se vaze po-
bliz vazebného mista pro ATP v nukleotid
vazebné doméné mitochondridlniho
HSPA9. Za selektivitu MKT-077 je zod-
povédna i jeho kationtova povaha, diky
¢emuz je akumulovan protonovym gra-
dientem v mitochondriich rychle se dé-
licich nadorovych bunék [41,54]. Pozdéji
byla také pomoci spektroskopie nuklearni
magnetické rezonance potvrzena vazba
mezi MKT-077 a HSPAS. Inhibitor je zde

vazan do negativné nabité kapsy v bliz-
kosti nukleotid vazebného mista. Diky
jeho selektivni vazbé pouze do ADP stavu
HSPA8 zacal byt MKT-077 klasifikovan jako
alostericky inhibitor [54]. Jeho protinddo-
rovy efekt byl pozorovan napf. u inhibice
proliferace nadorovych bunéénych linii
prsu, stfeva a moCového méchyfe (IC,, ~
1-5 pm) a zaroven nebyla pozorovana to-
xicita u zdravych bunék ledvin [41]. In-
hibitor MKT-077 postoupil do faze | kli-
nickych testd, v niZz byly pacientdm
aplikovany kaZzdodenné infuze o davce
30-50 mg/m? po dobu 3 tydnd. U fady
pacient viak byla pozorovana renalni to-
xicita a zaroven bylo zjisténo, ze dochazi
k rychlé metabolizaci MKT-077, ¢imz ne-
mohlo byt v séru dosazeno pozadované
terapeutické hladiny [55].

Nestabilita MKT-077 je zplsobena
pfedeviim oxidaci benzothiazolového
a pyridinového kruhu. Lepsi stability za
soucasného udrzeni dobré antiprolife-
racni aktivity bylo dosaZzeno systematic-
kymi susbstitucemi, pficemz nejlepsi vy-
sledky vykazovala latka se zamé&né&nym
pyridinovym kruhem za thiazolovy he-
terocyklus se soucasnymi substitucemi
malych molekul (na benzothiazolovém
a thiazolovém kruhu). Aplikaci vzniklé
latky JG-98 na bunky prsniho adenokar-
cinomu MDA-MB-231 byly zjistény
EC,, = 0,4 pm a > 7x lep3i mikrozomalni
stabilita — 37 min. Pozdéji byl JG-98 iden-
tifikovan jako alostericky inhibitor inter-
akce HSP70/BAG3 [42,56].

Novolactone

Haasan et al hledali drahy a konkrétni
geny, které ovlivhuje pfirodni latka no-
volactone prostfednictvim screeningu
pfezivani heterozygotickych a homozy-
gotikych dele¢nich mutantd kvasinek vy-
stavenych této latce. Pfi bliz8im zkoumani
biochemickych vlastnosti kvasinkového
i lidského HSP70 po jejich ovlivnéni no-
volactonem bylo objeveno, Ze se jedna
o alostericky inhibitor, ktery se kovalentné
vaze na Glu444 v SBD HSPA1A. Studium
chovani HSPA1A inhibovaného novolac-
tonem pfineslo nové poznatky o aloste-
rické komunikaci NBD a SBD domén [43].
Zminény inhibitor je proto uZite¢nym na-
strojem pro pochopeni fungovani chape-
rond in vitro i in vivo a v neposledni fadé
také novym potencialnim lécivem.
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Tab. 2. Latky modulujici aktivitu HSP70.

Latka Vazebné Znama struktura Mira aktivity/vazby Reference
misto HSP70 inhibitor [pm]

rhodocyaniny a analoga

MKT-077 NBD Ano ¢ (NMR) 14 (EC.) [41,42]

JG-98 NBD 0,4 (EC,) [42]

novolactone SBD Ano " (RTG) 0.25(C,) [43]

flavonoidy

EGCG NBD 12(IC,): 0,7 = (Kd) [44]

myricetin NBD Ano? (NMR) 145(1C.) [45]

latky mimikujici ATP

VER-155008 NBD Ano ¢ (RTG) 05(C,); 03" (K) [46]

fenylehtylsulfonamidy

PES SBD 8,4 (IC.0);;6"°(K) [47,48]

PET-16 SBD Ano? (RTG) 1,5(C,); 4" (K) [48]

derivaty kolchicinu

AEAC nezname 100 (IC,); 0,15 " (K) [49]

imidazoly

apoptozol NBD 0,21¢(K);0,14" (K) [50]

peptidy

peptidovy aptamer A8 SBD [51]

peptidovy aptamer A17 NBD [51]

polyaminy

15-deoxyspergualin SBD 49(K) [52]

dihydropyrimidiny

MAL3-101 NBD 834(IC,) [531

vakciny

pNGVL4a-Sig/E7(detox)/HSP70 DNA (NCT00121173)

rekombinantni protein HSP70 (NCT00030303)

HSP70-peptid TKD/IL-2 aktivovany (NCT02118415)

protildtka cmHSP70.1 epitop TKD (NCT02118415)

CN54gp140 glycoprotein-HSP70 (NCT01285141)

konjugovana vakcina

NMR - spektroskopie nukledrni magnetické rezonance, EGCG - epigalokatechin galat, ATP — adenozintrifosfat, SBD — substrat va-
zebna doména, NBD - nukleotid vazebna doména, TKD - peptid o aminokyselinové sekvenci: TKDNNLLGRFELSG

adnak, ®PHSPAT1, HSPAS5, HSPA8

Inhibitory s flavonoidni

strukturou

Epigalokatechin galat (epigallocatechin
gallate — EGCQG) je pfirodni polyfeno-
licky flavonoid ze zeleného &aje, u néhoz
byla pomoci afinitni chromatografie zjis-
téna interakce s NBD endoplazmatic-

kého HSPAS (Kd = 0,7 um) [44]. Dalsim
inhibitorem s flavonoidni strukturou je
myricetin, ktery taktéz inhibuje ATPazo-
vou aktivitu HSP70. Detailnéji mecha-
nizmus jeho G&inku byl popsan u bak-
terialniho HSP70 - DnaK. Myricetin
inhibuje interakci DnaK s kochaperonem

Dnal (HSP40), ¢cimz blokuje ATPazovy cy-
klus DnaK [45].

Latky mimikujici ATP

Williamson et al v roce 2009 s vyuzi-
tim krystalové struktury komplexu ATP
a HSPA8/BAGT navrhli a pripravili sérii
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8- a 8,5"-substituovanych derivatl ade-
nozinu. Naslednymi systematickymi
modifikacemi téchto inhibitord v po-
loze C8 a 5' bylo dosaZzeno hodnoty
IC, = 0,5 pm u latky, ktera dostala nazev
VER-155008. Krystalova struktura kom-
plexu VER-155008-HSPA8 odhalila sta-
bilizaci inhibitoru v NBD HSPA8 pro-
stfednictvim nékolika m-i interakci mezi
Arg272, aromatickymi kruhy obou substi-
tuentd a Tyr15 [46]. Doposud byla u této
latky prokazana inhibice proliferace na-
dorovych linii prsu a stfeva s Gl , v roz-
mezi 5,3-14,4 um. U linie BT474 (BC) VER-
155008 indukuje kaspazami-3/7 zavislou
apoptoézu, kdezto u linie HCT116 (karci-
nom streva) zplsobuje apopt6zu nezavis-
lou na systému kaspaz-3/7 [57].

2-phenylethynesulfonamid
Nizkomolekularni latka 2-phenylethy-
nesulfonamid (PES) (znama téz pod na-
zvem pfithtrin-p) zabranovala akumu-
laci p53 v mitochondriich, nebyly v3ak
znamy jeho pfimé intracelularni cile. Pro-
stfednictvim biotinylovaného PES a afi-
nitni precipitace byl jako intracelularni
cil tohoto inhibitoru nalezen HSPA1A.Va-
zebné misto pro PES bylo pomoci delecni
mutageneze identifikovano v substrat
vazebné doméné HSP70 [47]. PES vyka-
Zuje cytotoxicitu vici Sirokému spektru
solidnich nadord bez ohledu na jejich
status p53 a zvy3enou expresi antiapo-
ptotického Bcl-xL. PES zplsobuje po3ko-
zeni procesu degradace makromolekul
pomoci autofagie a lysozoma, coz vede
k nahromadéni nespravné slozenych
a agregovanych proteind, v¢. substratd
HSP90 a nasledné k buné&&né smrti [58].

AEAC

AEAC je synteticky derivat kolchicinu in-
hibujici HSPA1A. Blizéi charakterizace
mechanizmu Gcinku prokazala inhibici
vazby substratu a poskozeni HSP70-i-
zeného refoldingu. Prozatim existuji na
zakladé in silico predikci tfi potencialni
mista vazby inhibitoru AEAC - jedno
v NBD a dvé v SBD. Ackoliv byla namé-
fena nanomolarni afinita mezi AEAC
a HSPA1A in vitro a in silico, nebyl pozo-
rovan vyrazny vliv podani AEAC na viabi-
litu nadorovych bunék krysiho glioblas-
tomu (C6) a melanomu (B16). Soucasné
podani AEAC a doxorubicinu v3ak sig-

nifikantné zesililo protinadorovy efekt
doxorubicinu [49].

Apoptozol

Apoptozol byl nalezen pfi screeningu
knihovny imidazolovych latek s apop-
totickym ucinkem. Pfi bliz8im zkoumani
bylo zjisténo, Ze se specificky vaze do
NBD HSPA1A a HSPA8 [50,59]. Mechaniz-
mus U€inku tohoto inhibitoru spociva
v preruieni interakce mezi HSP70 a jeho
substratem APAF1. Tato udalost vede
k aktivaci buné&cné smrti zavislé na
kaspazach. VyuZiti apoptozolu k poten-
cialni protinadorové terapii podporuje
studie na mysich xenograftech, u nichz
bylo pozorovano zmen3eni nadoru bez
vlivu na viabilitu mysi [59].

Vyuziti HSP70 v imunoterapii
Kromé nizkomolekularnich latek inhibuji-
cich HSP70 jsou v poslednich letech také
intenzivné studovany imunogenni vlast-
nosti chaperont. V personalizované me-
diciné hledaji své uplatnéni komplexy
HSP70-substratovy peptid izolované z na-
dord konkrétniho pacienta i lidsky re-
kombinantni protein HSPA1A [60-62].
Ke zdolani nadorl pomoci imunitni od-
povédi viak existuje mnohem vic zpd-
sobi: a) imunizace komplexem HSP70-
-HPV16 oE7 antigenem vede k aktivaci
imunitni odpovédi fizené CD8+ bun-
kami; b) exozomy z nadorovych bunék
nadmiru produkujici HSP70 aktivuji zrani
dendritickych bunék a odpovéd fize-
nou burnikami CD4+ a CD8+ a c) kom-
plexy HSP70 s tumor asociovanymi anti-
geny izolované z faznich dendritickych
a nadorovych bunék zpusobuji odpo-
véd fizenou T lymfocyty doprovaze-
nou indukci efektorovych i pamétovych
T bunék [60,63,64].

V soucasnosti probiha nékolik klinic-
kych testl sledujicich imunogenni vlast-
nosti HSP70. V prvnim klinickém testu
byla hleddna mira odpovédi imunit-
niho systému pacientt s chronickou my-
eloidni leukemii (CML) v chronické fazi
na vakcinu vyrobenou z jejich vlastniho
nadoru. Vakcina byla pfipravena z pre-
¢isténého HSPA1A a na zakladé vysledkd
byla reinfize autolognich NK (natural
killer) bunék aktivovanych HSPA1A shle-
dana za bezpeénou [65]. Diky Uspésnym
testim z faze |, probiha v kombinaci

s chemoradioterapii faze Il u pacientt
s NSCLC (NCT02118415). Odlisna vakcina
pNGVL4a-Sig/E7(detox)/HSP70 DNA
byla testovana u pacientek s cervikalni
intraepitelialni neoplazii [66]. Ve fazi | kli-
nického testovani je také sledovan re-
kombinantni protein HSP70 pii 1é¢bé
CML v chronické fazi (NCT00030303).

Zavér

2Zvyseni genetické nestability a proliferacni
aktivity nadorovych bunék klade velké na-
roky na bunéény proteostaticky aparat,
jehoz centralni slozkou jsou molekularni
chaperony HSP90 a HSP70. Uspéiné za-
vedeni inhibice HSP90 do nadorové tera-
pie je komplikovano komplexnosti bunéé-
ného chaperonového systému, ktery na
inhibici HSP90 reaguje zvy3enim exprese
chaperont rodiny HSP70. Objeveni ¢i de-
sign selektivniho inhibitoru HSP70 s vyso-
kou afinitou a jeho kombinované pouziti
s inhibitory HSP90 predstavuje nadéjnou
strateqii pfi Ié¢bé nadorovych onemoc-
néni. Klicové je zejména zacileni na stre-
sem-indukovanou izoformu HSPA1A, jejiz
zvydena exprese je charakteristickd pro
nadorové buriky.
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