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Autophagy revealed as a targetable vulnerability in senescent cells by cell painting E- E
phenotypic profiling: a mechanistic study of MCOPPB and related compounds
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Bunécnad senescence je trvald forma zastaveni buné¢ného cyklu vyvolana rznymi stresovymi faktory, zahrnujici napt. dysfunkci
telomernich oblasti chromozom, onkogenni signalizaci ¢i zdsadni poSkozeni DNA. Ackoliv zpocatku chrani organizmus pred
tumorigenezi, je nezbytna béhem raného vyvoje a hraje dilezitou roli pti hojeni tkani, postupné dochazi k chronické akumulaci
senescentnich bunék. Typicky u starsich jedincl prispivaji nahromadéné senescen¢ni buriky k dysfunkci tkani, rozvoji zanétu
a nékterych degenerativnich nemoci, a obecné pfispivaji ke starnuti organizmu. Senescentni burnky jsou pomérné rezistentni
vUci apoptodze a Casto vykazuji prozanétlivy sekrec¢ni fenotyp (senescence-associated secretory phenotype — SASP), ktery pak
parakrinnim zplsobem negativné ovliviuje okolni tkané i cely organizmus.

Senolytika, tedy latky selektivné eliminujici senescentni buriky, predstavuji slibny terapeuticky pfistup pro eliminaci negativnich
vlivd akumulovanych senescencnich bunék. Dosud vsak bylo popsdno jen malo mechanisticky vymezenych tfid senolytickych
latek.

Autofi v ramci specializovaného cytotoxického screeningu jiz dfive identifikovali nékteré nové latky se senolytickym ucinkem,
jako jsou napt. MCOPPB (mald syntetickd molekula, plivodné zkoumand jako selektivni agonista nociceptinového receptoru),
daurisolin a dauricin (dva pfibuzné ptirodni alkaloidy zkoumané jako potencidlni protinddorova Iéciva).

Pro zjisténi senolytického mechanizmu téchto latek vyuzili autofi morfologického profilovani bunék zalozeného na metodé
Cell Painting, vyvinuté vyzkumnym Broad Institutem (spole¢ny projekt MIT (Massachusetts Institute of Technology) a Harvardské
univerzity). Obrazova mikroskopicka analyza morfologickych zmén v ramci metody Cell Painting zahrnuje stovky parametr
a umoznuje zaradit rGzné latky do multiparametricky definovanych klastrd. Vsechny tfi zkoumané latky vytvorily spolu s nékolika
slouceninami dobie vymezeny klastr zahrnujici znamé inhibitory autofagie (bafilomycin A a chloroquin). V ramci klastru dale
skorovaly latky AZ191 (inhibitor DYRK1B kinazy) a MS1108 — nové syntetizovany derivat MCOPPB.

Zasadnim zjisténim bylo, Ze vSechny latky z tohoto klastru vykazuji preferenéni toxicitu k senescencnim bunkam a zaroven také
vsechny narusuji autofagicky tok v burikdch. Na zakladé téchto zjisténi autofi odvozuji, Ze senescentni bunky jsou na funkéni
autofagii preferen¢né zavislé a definovali latky cilici autofagii jako zcela novou ttidu senolytik. Dale doloZili prediktivni hodnotu
metody Cell Painting pro zjistovani mechanizmu ucinku zndmych i experimentalné vyvijenych léciv.

Translational control of AMPK activity in melanoma
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Transla¢ni inicia¢ni komplex elF4F reguluje signalizaci ERK/MAPK u malignich melanomi s mutacemi BRAF a NRAS. Soucasné se
podili na rozvoji rezistence v(ci terapii zamérené proti kindzdm BRAF a MEK. Autofi studie nové prokazali zasadni Glohu elF4F
v regulaci hlavniho bunééného senzoru energetického metabolizmu, AMP-aktivované proteinkinazy (AMPK).

U melanomovych bunék nesoucich nejcastéjsi mutaci BRAF %t byla dosud aktivita drah ERK a AMPK povazovana za vzajemné
se vylucujici, protoZe signalizace ERK aktivovana BRAF negativné ovliviiuje kanonickou aktivaci AMPK zprostfedkovanou LKB1.
Autofi vsak zjistili, Ze inhibice elF4F mize stimulovat aktivitu AMPK v melanomovych bunkach invitro i invivo, a to navzdory
soucasné hyperaktivaci ERK. Hladiny proteinti LKB1 a jeho kofaktoru MO25 byly pfitom na inhibici elF4F citlivé, coz naznacuje
existenci nekanonického mechanizmu aktivace AMPK nezdvislého na LKB1.

Proteomicka analyza zamérena na funkci elF4F ve fyziologii bunék melanomu nad ramec signalni drahy MAPK dale ukazala, ze
elF4F je nezbytny pro udrzeni bunécnych hladin kli¢covych reguldtort buné¢ného cyklu a metabolizmu, v¢. CDK1, CDK2, TYMS
a UHRF1. Zaroven byla identifikovédna protein fosfataza PP2A jako novy cil signalni drahy regulované elF4F. Nasledné analyzy
prokazaly, Ze inhibice nebo snizeni hladiny PP2A pomoci siRNA zvysuji aktivitu AMPK v melanomovych bunkach nezdvisle na
LKB1.Vysledky tak ukazuji, Ze PP2A hraje vyznamnou roli v regulaci aktivity AMPK u melanomu. Inhibice elF4F tedy nejen narusuje
kanonické aktivatory AMPK, ale soucasné také snizuje expresi PP2A, ktera negativné reguluje dynamiku AMPK.
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Autoti zavérem zdUraznuji, ze elF4F vykonava dvoji regulacni funkci v fizeni AMPK u melanomu s mutaci BRAF. Na jedné strané
udrzuje kanonickou signalni drdhu AMPK, na strané druhé vsak prostfednictvim osy elF4AF-PP2A-AMPK omezuje rozsah jeji
aktivace. Farmakologicka inhibice této osy muze prekonat negativni regulaci signalizace AMPK zprostfedkovanou drahou ERK
a predstavovat novy terapeuticky pfistup k potlac¢eni rdstu melanomu.

In silico screening, synthesis, and biological evaluation of pyrazolopyrimidine-derived
mTOR inhibitors for anticancer and senomorphic effects
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Bunécnd senescence je stav vyvolany stresem, ktery se vyznacuje reverzibilni zéstavou bunécného cyklu. Senescentni buriky
se akumuluji béhem starnuti a pfispivaji k rozvoji nemoci souvisejicich s vékem, v¢. neurodegenerativnich chorob, nddorovych
onemocnéni a diabetu 2. typu. Signalni drdha mTOR hraje zasadni roli v udrZzovani a regulaci znak( spojenych se senescenci.

Autofi vyuzili virtudIni vysokokapacitni screening a fragment-based design k identifikaci novych nizkomolekularnich
kompetitivnich inhibitorl kindzy mTOR s p¥iznivymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi. Vybréano bylo 3est kandidatnich latek
(1-6), pficemz torkinib (7) byl syntetizovdn a pouzit jako referen¢ni latka.

Biochemické a bunécné testy ukazaly, Ze torkinib a slouceniny 5 a 6 inhibovaly mTORC1-zprostfedkovanou fosforylaci
p70 S6K. Slou¢enina 5 vykazovala cytostatické ucinky jak u netransformovanych lidskych bunék, tak u gliomovych nadorovych
bunék, pficemz vyssi citlivost byla pozorovéna u gliomovych bunék. Na rozdil od rapalogu temsirolimu potlacovaly torkinib
i sloucenina 5 migraci v nékolika bunécnych liniich glioblastomu. Sloucenina 5 navic indukovala pfechodny autofagicky tok
odlisny od ucinku ostatnich testovanych inhibitord mTOR.

Sloucenina 5 dale snizovala radiaciindukovanou expresi markerud sekre¢niho fenotypu asociovaného se senescenci (senescence-
-associated secretory phenotype — SASP), v¢. IL-1q, IL-6 a IL-8. Mezi dalsi senomorfni Gcinky pattilo zmenseni velikosti bunék
a snizeni aktivity p-galaktosidazy asociované se senescenci. In vivo vykazovala sloucenina 5 mirné vyssi toxicitu nez torkinib,
pravdépodobné v disledku lepsi rozpustnosti.

Autofi shrnuji, Zze slou¢enina 5 vykazuje odlisné biologické ucinky ve srovnani s torkinibem a predstavuje perspektivniho
kandidéta pro dalsi vyvoj inhibitord mTOR zaméfenych jak proti nadorovym, tak proti senescentnim bunkam.
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