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Abstract 

P r o t e o t o x i c s t r e s s ( P S ) i s i n d u c e d b y d a m a g e d , u n f o l d e d , o r a g g r e g a t e d p r o t e i n s , 

w h i c h a c c u m u l a t e w h e n t h e c e l l ' s c h a p e r o n e o r d e g r a d a t i v e c a p a c i t y i s o v e r w h e l m e d . D e f e c t s 

i n p r o t e i n h o m e o s t a s i s a r e a t y p i c a l p h e n o m e n o n a c c o m p a n y i n g c a n c e r c e l l s , o f f e r i n g a n 

e f f e c t i v e t h e r a p e u t i c s t r a t e g y a s c a n c e r c e l l s a r e i n e v i t a b l y m o r e v u l n e r a b l e t o P S d u e t o 

a c c e l e r a t e d p r o t e i n r e q u i r e m e n t s a n d i n c r e a s e d a b e r r a n t p r o t e i n p r o d u c t i o n . I n d e e d , t h e r e a r e 

c l i n i c a l l y u s e d a n t i c a n c e r d r u g s t a r g e t i n g p r o t e o s t a s i s . I n t e r e s t i n g l y , t h e a n t i c a n c e r e f f e c t s o f 

D i s u l f i r a m ( D S F ) - a d r u g i n i t i a l l y d e v e l o p e d t o t r e a t a l c o h o l i s m w h i c h i s n o w a h o t c a n d i d a t e 

f o r o n c o l o g y r e p u r p o s i n g , a r e a l s o a t t r i b u t e d t o i n t e r f e r e n c e w i t h p r o t e o s t a s i s . D S F ' s 

a n t i c a n c e r p r o p e r t i e s a r e a t t r i b u t e d t o i t s m e t a b o l i t e , b i s - d i e t h y l d i t h i o c a r b a m a t e - c o p p e r 

c o m p l e x ( C u E T ) . M e c h a n i s t i c a l l y , C u E T i n d u c e s a g g r e g a t i o n o f N P L 4 , a n e s s e n t i a l c o f a c t o r 

o f t h e s o - c a l l e d V C P / p 9 7 - U F D l - N P L 4 t r a n s f e r a s e c o m p l e x . T h e c o m p l e x i s i n d i s p e n s a b l e 

f o r p r o c e s s i n g p r o t e i n s f i x e d i n p r o t e i n c o m p l e x e s a n d c e l l u l a r s t r u c t u r e s . T h u s , d i s u l f i r a m , 

v i a i t s m e t a b o l i t e C u E T r e p r e s e n t s a p o t e n t i a l l y e f f e c t i v e a n d r e a d i l y a v a i l a b l e a n t i c a n c e r 

d r u g . H o w e v e r , d e s p i t e m e c h a n i s t i c r a t i o n a l e , m u l t i p l e c a s e r e p o r t s , a n d p r o m i s i n g 

p r e c l i n i c a l r e s u l t s , d i s u l f i r a m h a s s h o w n l e s s i m p r e s s i v e r e s u l t s i n c l i n i c a l t r i a l s . O n e p o s s i b l e 

c a u s a t i o n i s e x p l a i n e d i n t h i s w o r k i n v o l v i n g u n a w a r e d r u g - d r u g i n t e r a c t i o n . N a m e l y , c a n c e r 

p a t i e n t s o f t e n t a k e v a r i o u s s u p p l e m e n t s t o i m p r o v e t h e i r t h e r a p y o u t c o m e o r t o a t t e n u a t e t h e 

s i d e e f f e c t s . U n f o r t u n a t e l y , t h e y a r e i n t r o d u c i n g p o t e n t i a l u n w a n t e d d r u g - d r u g i n t e r a c t i o n s , 

w h i c h m i g h t d e c r e a s e t r e a t m e n t e f f i c a c y . S u c h a n e f f e c t i s k n o w n f o r a n t i o x i d a n t d i e t a r y 

s u p p l e m e n t s h i n d e r i n g c h e m o - r a d i o t h e r a p y . B e s i d e s a n t i o x i d a n t s , c a n n a b i s p r o d u c t s h a v e 

b e c o m e v e r y p o p u l a r a m o n g c a n c e r p a t i e n t s i n r e c e n t y e a r s . S t r i k i n g l y , i n t h e s e a r c h f o r 

m o d u l a t o r s o f C u E T e f f e c t i v i t y a g a i n s t c a n c e r c e l l s u s i n g a h i g h - t h r o u g h p u t s c r e e n i n g 

a p p r o a c h , c a n n a b i d i o l ( C B D ) , o n e o f t h e m a j o r c a n n a b i n o i d s p r e s e n t i n a c a n n a b i s p l a n t , 

s c o r e d a s a p o t e n t C u E T p r o t e c t a n t . D e t a i l e d m e c h a n i s t i c i n s i g h t s p r e s e n t e d i n t h i s w o r k 

s h o w t h a t C B D i n d u c e s t h e e x p r e s s i o n o f m e t a l l o t h i o n e i n s , e n d o g e n o u s m e t a l c h e l a t o r s , 

e f f e c t i v e l y p r o t e c t i n g c e l l s f r o m C u E T - m e d i a t e d c y t o t o x i c e f f e c t s . T h i s w o r k m i g h t p a r t i a l l y 

e x p l a i n s o m e o f t h e i n c o n c l u s i v e r e s u l t s o f D S F ' s c l i n i c a l t r i a l s a n d s i m u l t a n e o u s l y e x p o s e s 

C B D a n d c a n n a b i s - b a s e d p r o d u c t s a s p o t e n t i a l l y d a n g e r o u s m o d u l a t o r s o f o n g o i n g 

a n t i c a n c e r t h e r a p y . 
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s t r e s s , d r u g r e s i s t a n c e 



Abstrakt 

Proteotoxický s t r e s ( P S ) j e v buňkách způsoben poškozenými, chybně složenými 

n e b o agregovanými p r o t e i n y . T y s e akumulují v okamžiku, k d y d o j d e k přetížení buněčných 

chaperonů a protein-degradačních mechanismů. P S patří m e z i běžné j e v y doprovázející 

r a k o v i n u z důvodu zvýšené proteinové syntézy a a k u m u l a c e aberantních proteinů. Cílení P S 

se t a k nabízí j a k o efektivní s t r a t e g i e p r o protinádorovou t e r a p i i . V současnosti e x i s t u j e 

několik schválených léčiv interferujících s údržbou proteinové homeostázy a řada dalších j e 

v klinickém testování. Jedním z n i c h j e d i s u l f i r a m ( D S F ) znám p o d komerčním názvem 

A n t a b u s . D S F j e léčivo původně podávané k léčbě a l k o h o l i s m u a nyní s e s t a l o kandidátní 

látkou k léčbě r a k o v i n y . Ukázalo s e , že z a j e h o protinádorovými v l a s t n o s t m i stojí j e h o 

m e t a b o l i t C u E T ( m o l e k u l a složená z j e d n o h o i o n t u mědi a d v o u m o l e k u l 

dietylditiokarbamátu). M e c h a n i s m u s j e h o účinku spočívá v a g r e g a c i a i m o b i l i z a c i p r o t e i n u 

N P L 4 , nezbytného k o f a k t o r u tvořící translokázový k o m p l e x s V C P / p 9 7 - U F D l . Celý 

k o m p l e x j e nedílnou součástí údržby proteinů, které j s o u například inkorporované d o 

proteinových komplexů n e b o pevných buněčných s t r u k t u r . D S F tímto představuje 

potenciálně v e l m i efektivní protinádorovou t e r a p i i přímo cílící n a p r o t e i n o v o u homeostázu. 

I přes t o , že m e c h a n i s m u s působení j e v e l m i účinný, což j e podpořeno preklinickými s t u d i e m i 

i několika k a z u i s t i k a m i , výsledky v klinických protinádorových studiích n e j s o u úplně 

přesvědčivé. J e d e n z možných důvodů j e adresován v této práci. Onkologičtí p a c i e n t i s e totiž 

snaží často podpořit protinádorovou léčbu, případně snížit její negativní účinky, užíváním 

různých terapeutických doplňků. T y však m o h o u vést k nežádoucím lékovým interakcím, j a k 

b y l o dokázáno například p r o a n t i o x i d a n t y v e spojení s chemo-radioterapií. Kromě různých 

antioxidantů j s o u m e z i onkologickými p a c i e n t y v e l m i populární i p r o d u k t y z m a r i h u a n y 

{Cannabis sativa L . ) . V této práci věnující s e modulátorům biologické a k t i v i t y C u E T , s e z a 

použití vysokokapacitního s c r e e n u podařilo i d e n t i f i k o v a t k a n a b i d i o l ( C B D ) , j e d e n 

z převažujících členů kanabinoidních látek v marihuaně, j a k o látku interferující 

s biologickým účinkem C u E T . Dále s e podařil detailně o b j a s n i t m e c h a n i s m u s stojící z a t o u t o 

interferencí. Ukázalo s e , že C B D vyvolává e x p r e s i metalothioneinů, endogenních chelátorů, 

které efektivně potlačují cytotoxický e f e k t C u E T . T a t o a k t i v i t a j e pravděpodobně způsobena 

chelatací mědi z m o l e k u l y C u E T . Výsledky práce t a k m o h o u , alespoň částečně, vysvětlit 

nedostatečnost D S F v klinických studiích k d e n e b y l a mapována e x p r e s e metalothioneinů a n i 

souběžné užívání C B D . Zároveň v a r u j e před C B D či marihuanovými p r o d u k t y jakožto 

potenciálně nebezpečnými modulátory probíhající onkologické léčby. 

Klíčová slova: k a n a b i d i o l , m e t a l o t h i o n e i n y , C u E T , N P L 4 , proteinové agregáty, 

proteotoxický s t r e s s , léková r e s i s t e n c e 
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1. INTRODUCTION 

P r o t e o t o x i c s t r e s s b e l o n g s t o h a l l m a r k s o f c a n c e r . T h e c a n c e r c e l l s p r o d u c e 

a n o v e r d o s e o f p r o t e i n s , i n c l u d i n g a n e x c e s s o f a b e r r a n t o n e s . A s a r e s u l t , t h e c e l l s a r e 

b e c o m i n g e x t e n s i v e l y d e p e n d e n t o n p r o t e i n p r o c e s s i n g m e c h a n i s m s . U n d e r s t a n d a r d 

c o n d i t i o n s , t h e p r o t e o t o x i c s t r e s s r e g u l a t e s a c a s c a d e o f r e s p o n s e s a s s o c i a t e d w i t h p r o t e i n 

q u a l i t y c o n t r o l m e c h a n i s m s l e a d i n g t o r e f o l d i n g , s e q u e s t r a t i o n , o r d e g r a d a t i o n o f p a r t i c u l a r 

p r o t e i n s . I n t h e c a s e o f a n u n m a n a g e a b l e s i t u a t i o n , p r o t e i n s t r e s s l e a d s t o p r o g r a m m e d c e l l 

d e a t h , p r e d o m i n a n t l y a p o p t o s i s l . 

C h e m o t h e r a p y t a r g e t i n g p r o t e i n h o m e o s t a s i s p r o v i d e s s e v e r a l F D A ( A m e r i c a n F o o d 

a n d D r u g A d m i n i s t r a t i o n o f f i c e ) o p t i o n s 2 " 4 ( s e e c h a p t e r 1 . 4 ) . U n f o r t u n a t e l y , c a n c e r t r e a t m e n t 

a c c o m p a n i e s d r u g r e s i s t a n c e . N e v e r t h e l e s s , m a n y n e w d r u g s a r e d e v e l o p e d a n d t e s t e d i n 

c l i n i c a l t r i a l s . O n e s u c h m e d i c a t i o n i s D S F w h i c h w a s i n i t i a l l y d e s i g n e d t o t r e a t a l c o h o l 

d e p e n d e n c y a s a n a v e r s i o n t h e r a p y , a n d c u r r e n t l y , i t h a s b e c o m e a c a n d i d a t e f o r r e p u r p o s i n g 

i n c a n c e r t h e r a p y 5 - 7 . M e c h a n i s t i c a l l y , D S F i s m e t a b o l i s e d i n t h e h u m a n b o d y i n t o m a n y 

m o l e c u l e s , i n c l u d i n g c o p p e r - d i e t h y l d i t h i o c a r b a m a t e c o m p l e x ( C u E T ) . T h e c o m p l e x t a r g e t s 

N u c l e a r p r o t e i n l o c a l i s a t i o n p r o t e i n 4 ( N P L 4 ) , a n i n t e g r a l p a r t o f t h e " V a l o s i n - c o n t a i n i n g 

p r o t e i n ( V C P / p 9 7 ) - U b i q u i t i n r e c o g n i t i o n f a c t o r i n E R - a s s o c i a t e d d e g r a d a t i o n p r o t e i n 1 

( U F D 1 ) - N P L 4 " c o m p l e x a c t i n g a s s e g r e g a s e i n t h e u b i q u i t i n - p r o t e a s o m e s y s t e m ( U P S ) 8 . 

T h e d r u g r e s i s t a n c e m e n t i o n e d a b o v e m a y a r i s e n o t o n l y f r o m c a n o n i c a l r e a s o n s s u c h 

a s t h e s e l e c t i o n o f c a n c e r c e l l s b u t a l s o o n t h e b a s e s o f p a t i e n t s u p p l e m e n t a t i o n w i t h 

s u b s e q u e n t d r u g - d r u g i n t e r a c t i o n . I t i s a l r e a d y k n o w n t h a t c e r t a i n s u p p l e m e n t s , s u c h as 

d i e t a r y a n t i o x i d a n t s , m a y i n t e r f e r e w i t h c h e m o - r a d i o t h e r a p y 9 . P a t i e n t s w i t h c a n c e r a r e 

i n c r e a s i n g l y u s i n g c a n n a b i s p r o d u c t s 1 0 1 1 . C a n n a b i s i s g e n e r a l l y a c c e p t e d a s a p l a n t w i t h 

e x t r a o r d i n a r y b e n e f i c i a l e f f e c t s , i n c l u d i n g a n t i c a n c e r p r o p e r t i e s . D u e t o l e g a l a s p e c t s , 

a p u b l i c m a r k e t p r o v i d e s c o u n t l e s s p r o d u c t s b a s e d o n c a n n a b i d i o l ( C B D ) , t h e n o n -

p s y c h o a c t i v e c o m p o n e n t o f t h e c a n n a b i s p l a n t 1 2 . C a n n a b i s i t s e l f h a s b e e n d e e p l y s t u d i e d f o r 

t h e l a s t f e w y e a r s . T h e s t u d i e s s u p p o r t a b r o a d s p e c t r u m o f t a r g e t s m o d u l a t i n g c e l l a n d t i s s u e 

p r o c e s s e s 1 2 1 3 . H o w e v e r , s t u d i e s f r e q u e n t l y e x h i b i t s i g n i f i c a n t v a r i a t i o n i n t h e m e t h o d o l o g y 

a n d s u b s e q u e n t f i n d i n g s , p r o m p t i n g c a u t i o u s i n t e r p r e t a t i o n . 
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1.1. Ubiquitin proteasome system 

P r o t e i n h o m e o s t a s i s i s d e f i n e d b y d y n a m i c p r o c e s s e s c o m p o s e d o f s y n t h e s i s , f o l d i n g , 

a n d d e g r a d a t i o n a c c o m p a n i e d b y s t r i c t c o n t r o l . N e w l y s y n t h e s i s e d p r o t e i n s u n d e r g o p r o t e i n 

q u a l i t y c o n t r o l b a s e d o n i d e n t i f y i n g m i s f o l d e d , t o x i c , d y s f u n c t i o n a l , o r i m m a t u r e p r o t e i n s . 

T h e c e l l s d e c i d e a p r o t e i n ' s f a t e b y c h o o s i n g b e t w e e n d e g r a d a t i o n , s e q u e s t r a t i o n , o r 

r e f o l d i n g 1 4 1 5 . B e f o r e t h e d e g r a d a t i o n , p r o t e i n s a r e t a g g e d b y r e g u l a t o r y p o l y p e p t i d e s n a m e d 

p o l y - u b i q u i t i n ( U b ) c h a i n a c t i n g a s a s i g n a l f o r d e g r a d a t i o n i n t h e 2 6 S p r o t e a s o m e 1 6 " 1 8 . I n 

a d d i t i o n t o p r e s e r v i n g p r o t e i n h o m e o s t a s i s , t h e d e g r a d a t i o n p r o c e s s r e g u l a t e s n u m e r o u s 

c e l l u l a r p r o c e s s e s , i n c l u d i n g t h e c e l l c y c l e , g e n e e x p r e s s i o n , a p o p t o s i s , c a r c i n o g e n e s i s , e t c . 1 9 . 

T h e U P S i s a n i r r e p l a c e a b l e m e c h a n i s m f o r t h e d e g r a d a t i o n o f m o s t p r o t e i n s . 

T h e d e g r a d a t i o n p r o c e s s i n i t i a t e s w i t h t h e b i n d i n g o f a p o l y - U b c h a i n . T h e m o d i f i c a t i o n i s 

m e d i a t e d b y a f a m i l y o f E l , E 2 , a n d E 3 e n z y m e s 2 0 - 2 2 . M a r k e d p r o t e i n s a r e d i r e c t e d t o 

t h e p r o t e a s o m e , w h e r e h y d r o l y s a t i o n t a k e s p l a c e a n d r e s u l t i n g s h o r t p o l y p e p t i d e s a r e u s e d a s 

n e w b u i l d i n g b l o c k s f o r n e w l y s y n t h e s i s e d p r o t e i n s 1 9 ' 2 3 ' 2 4 . T h e s y s t e m i s a l s o l i n k e d w i t h 

m a n y a s s i s t i n g p r o t e i n s r e s p o n s i b l e f o r t h e d e l i v e r y o f u b i q u i t i n a t e d p r o t e i n s , t h e i r 

i n t e r a c t i o n w i t h p r o t e a s o m e s o r m a k i n g t h e p r o t e i n s a c c e s s i b l e f o r d e g r a d a t i o n , s e e c h a p t e r s 

1 .2 a n d 1 .3 . 

I n s u f f i c i e n c y o f U P S ' s c o m p o n e n t s l e a d s t o p r o t e o t o x i c s t r e s s a n d i s a s s o c i a t e d w i t h 

v a r i o u s h u m a n d i s e a s e s 2 5 . U P S i s a l s o e s s e n t i a l f o r t h e s u r v i v a l o f c a n c e r c e l l s , a n d t h u s 

i t r e p r e s e n t s o n e o f t h e t a r g e t s f o r c a n c e r t h e r a p y 2 6 " 2 9 . 

1.1.1. The ubiquitin code 

I n 1 9 7 8 , C i e h a n o v e r e t a l . ( 1 9 7 8 ) 3 0 d i s c o v e r e d a c o m p o n e n t l i n k e d t o c e l l u l a r 

p r o t e o l y t i c a c t i v i t y . T h e c o m p o n e n t w a s l a t e r i d e n t i f i e d a s u b i q u i t i n ( U b ) , a s m a l l p r o t e i n 

w i t h a m o l e c u l a r w e i g h t o f u p t o 8 , 5 k D a . U b i s n o w k n o w n t o b e a r e s i d u a l m o l e c u l e 

i m p o r t a n t f o r m o s t c e l l u l a r a s p e c t s , i n c l u d i n g 1 6 " 1 8 3 1 : 

• p r o t e a s o m a l d e g r a d a t i o n 

• p r o t e i n h o m e o s t a s i s 

• e n d o c y t o s i s 
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• r e c e p t o r t r a f f i c k i n g 

• s c a f f o l d i n g 

• s e l e c t i v e a u t o p h a g y 

• c e l l s i g n a l l i n g c a s c a d e s 

• D N A r e p a i r 

• g e n o m e i n t e g r i t y 

• e p i g e n e t i c r e g u l a t i o n 

• c e l l c y c l e c o n t r o l 

• p r o g r a m m e d c e l l d e a t h 

T h e m e a n i n g o f t h e U b s i g n a l i s b a s e d o n t h e l o c a t i o n a n d a r c h i t e c t u r e o f t h e U b 

m a r k , w h i c h i s s u m m a r i s e d u n d e r a s i n g l e n a m e : T h e u b i q u i t i n c o d e 1 6 - 1 8 . T h e s i g n a l c o u l d 

b e m o n o u b i q u i t i n a t i o n , m u l t i m o n o u b i q u i t i n a t i o n , o r p o l y u b i q u i t i n a t i o n . P o l y u b i q u i t i n a t i o n 

i s d i v i d e d a c c o r d i n g t o t h e l y s i n e ( o r m e t h i o n i n e ) o n w h i c h t h e b o n d i s f o r m e d ( L y s 6 , L y s l 1 , 

L y s 2 7 , L y s 2 9 , L y s 3 3 , L y s 4 8 , L y s 6 3 , a n d M e t l ) . E x c e p t f o r h o m o t y p i c c h a i n s , m i x e d a n d 

b r a n c h e d c h a i n s a r e p r e s e n t e d ( F i g . 1 ) . A d d i t i o n a l l y , U b s u n d e r g o f u r t h e r m o d i f i c a t i o n s . 

T h e e x a m p l e i n c l u d e s a c e t y l a t i o n 1 7 . T h e p l e t h o r a o f p o s s i b l e c o m b i n a t i o n s g i v e s t h e U b 

b r o a d p o t e n t i a l f o r a p p l i c a t i o n a c r o s s c e l l u l a r p r o c e s s e s 1 7 ' 3 2 . 

U b i q u i t i n a t i n g e n z y m e s c a r r y o u t t h e m u l t i - s t e p p r o c e s s o f u b i q u i t i n a t i o n . 

T h e c l a s s i f i c a t i o n o f e n z y m e s i s b a s e d o n t h e i r f u n c t i o n i n a c a s c a d e . U b i q u i t i n i s b o u n d a n d 

t r a n s f e r r e d t o a n E 2 U b - c o n j u g a t i n g e n z y m e b y a n E l U b - a c t i v a t i n g e n z y m e 2 0 , 2 1 . 

A n E 3 U b - l i g a s e e n s u r e s t h e t r a n s f e r o f U b t o a t a r g e t s u b s t r a t e 2 2 . T h e o p p o s i t e r e a c t i o n , 

c a l l e d d e - u b i q u i t i n a t i o n , i s m e d i a t e d b y d e u b i q u i t i n a s e s ( D U B s ) 1 8 ' 3 3 , s e e F i g . 1 . 
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S u b s t r a t e 
0 U b i q u i t i n 

1 M o n o u b i q u t i n a t i o n 
2 M u l t i m o n o u b i q u t i n a t i o n 
3,4 H o m o / h e t e r o t y p i c ( m i x e d ) p o l y u b i q u t i n a t i o n 
5 B r a n c h e d h e t e r o t y p i c p o l y u b i q u t i n a t i o n 

F i g . 1 . : S c h e m a t i c r e p r e s e n t a t i o n o f t h e u b i q u i t i n c o d e t o g e t h e r w i t h e n z y m e s m e d i a t i n g 
u b i q u i t i n a t i o n a n d d e u b i q u i t i n a t i o n : E l , E 2 a n d E 3 , a n d D U B s . 

A b b r e v i a t i o n s : E l - u b i q u i t i n - a c t i v a t i n g e n z y m e ; E 2 - u b i q u i t i n - c o n j u g a t i n g e n z y m e , 
E 3 - u b i q u i t i n - p r o t e i n l i g a s e ; D U B s - d e u b i q u i t i n a s e s 

1.1.2. Proteasome 

P r o t e i n d e g r a d a t i o n i s m a i n l y b a s e d o n t h e i n t e r p l a y b e t w e e n U P S a n d 

t h e a u t o p h a g y - l y s o s o m e s y s t e m . I n t e r e s t i n g l y , a u t o p h a g y i s e x p e n d a b l e u n d e r n o r m a l 

( n u t r i e n t - r i c h ) c o n d i t i o n s . T h e r e f o r e , a u t o p h a g y ' s p r i m a r y f u n c t i o n i s r e c y c l i n g i n t r a c e l l u l a r 

c o m p o n e n t s t o m a i n t a i n e n e r g y m e t a b o l i s m a n d p r o d u c e b u i l d i n g m a t e r i a l f o r n e w 

m o l e c u l e s 1 9 ' 3 4 . C o n t r a r i l y , p r o t e a s o m a l d e g r a d a t i o n i s e s s e n t i a l . P r o t e a s o m e m e d i a t e s 

t h e b a s a l t u r n o v e r o f p r o t e i n s , d e g r a d a t i o n o f r e g u l a t o r y p r o t e i n s , a n d t h o s e d a m a g e d o r 

m i s f o l d e d . T h u s , t h e p r o t e a s o m e r e g u l a t e s t h e c e l l c y c l e , a p o p t o s i s , s u r v i v a l , m e t a b o l i s m , 

g e n e e x p r e s s i o n , a n d p r o t e i n q u a l i t y c o n t r o l a n d p l a y s a c r u c i a l r o l e i n c a r c i n o g e n e s i s a n d 

v a r i o u s d i s e a s e s 1 9 . 
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A 2 6 S P r o t e a s o m e i s c o m p o s e d o f a b a r r e l - s h a p e d 2 0 S c o r e p a r t i c l e a n d a t t a c h e d 

1 9 S r e g u l a t o r y p a r t i c l e f r o m o n e o r b o t h s i d e s ( F i g . 2 ) . I n a d d i t i o n , t h e 1 9 S r e g u l a t o r y 

p a r t i c l e s c o u l d b e r e p l a c e d b y a l t e r n a t i v e f o r m s 1 9 ' 2 3 ' 2 4 . 

T h e 2 0 S c o r e p a r t i c l e , w h e r e t h e d e g r a d a t i o n t a k e s p l a c e , c o n t a i n s a a n d P s u b u n i t s 

f o r m i n g a h e t e r o h e p t a m e r i c r i n g i n t h e c o n s t i t u t i o n o f a , P, P, a . T h e a s u b u n i t s g o v e r n 

t h e s u b s t r a t e e n t r y w h i l e t h e P s u b u n i t s f u l f i l h y d r o l y t i c f u n c t i o n 1 9 ' 2 3 ' 2 4 ' 3 5 . 

T h e 1 9 S r e g u l a t o r y p a r t i c l e s a r e r e s p o n s i b l e f o r t h e r e c o g n i t i o n a n d p r e p a r a t i o n o f 

a s u b s t r a t e . T h e p a r t i c l e s a r e c o m p o s e d o f " b a s e " , f u r t h e r f o r m e d b y A A A + - A T P a s e ( R P T ) 

a n d n o n - A T P a s e ( R P N ) s u b u n i t s , a n d " l i d " , c o n s i s t i n g o f n i n e R P N s u b u n i t s . S p e c i f i c 

s u b u n i t s a r e r e q u i r e d f o r U b - b i n d i n g , U b - r e m o v a l , 2 0 S o p e n i n g , s u b s t r a t e b i n d i n g , s u b s t r a t e 

u n f o l d i n g , a n d s u b s t r a t e t r a n s l o c a t i o n 1 9 ' 2 3 ' 2 4 . 

T h e c a n o n i c a l U b c h a i n l i n k e d w i t h l y s i n s a t p o s i t i o n 4 8 ( K 4 8 ) i s t h e p r i n c i p a l s i g n a l 

f o r p r o t e a s o m e t o d e g r a d e p r o t e i n 1 7 1 8 ' 3 6 . A s h u t t l e p r o t e i n a n d a s u b u n i t o f t h e 1 9 S 

p r o t e a s o m e t h e n r e c o g n i s e t h e u b i q u i t i n a t e d s u b s t r a t e . T h e r e c o g n i t i o n a c t i v a t e s D U B 

e n z y m e s a s s o c i a t e d w i t h t h e p r o t e a s o m e . D U B s c u t p a r t o f t h e U b c h a i n , w h i c h l e a d s t o 

t h e r e c y c l i n g o f U b s . 1 9 S p a r t i c l e d i r e c t s t h e s u b s t r a t e t o t h e 2 0 S c o r e p a r t i c l e w h i l e t h e 

s u b s t r a t e i s u n f o l d e d a n d d e u b i q u i t i n a t e d . W h e n t h e a s u b u n i t o p e n s , t h e s u b s t r a t e i s c l e a v e d 

b y P s u b u n i t s 1 9 ' 2 3 ' 2 4 ' 3 6 . 
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20S 

19S 

RPT1-6 
a 1-7 
p 1-7 

I P1-7 
) a 1-7 

RPT1-6 

RPNs 

T r y p s i n - l i k e |32 

C a s p a s e - l i k e (31 

C h y m o t r y p s i n - l i k e p 5 

F i g . 2 . : T h e 2 6 S p r o t e a s o m e i s a s s e m b l e d f r o m t h e 2 0 S c o r e p a r t i c l e a n d t h e 1 9 S r e g u l a t o r y p a r t i c l e s . 
T h e c o r e p a r t i c l e i s f u r t h e r c o m p o s e d o f a a n d P s u b u n i t s . I n a d d i t i o n , s p e c i f i c s u b u n i t s f u l f i l 
h y d r o l y t i c a c t i v i t y . R e g u l a t o r y p a r t i c l e s c o n s i s t o f A T P a s e ( R P T ) a n d n o n - A T P a s e ( R P N ) s u b u n i t s . 

A b b r e v i a t i o n : R P T - R e g u l a t o r y p a r t i c l e A A A + A T P a s e , R P N - R e g u l a t o r y p a r t i c l e n o n - A T P a s e 

1.2. Protein quality control 

D u r i n g c e l l l i f e , a l a r g e a m o u n t o f p r o t e i n s i s s y n t h e s i s e d a n d d e g r a d e d . A p a r t f r o m 

r e g u l a r p r o t e i n t u r n o v e r , t h e c e l l s s t r u g g l e w i t h m i s f o l d e d p r o t e i n s , m u t a n t p r o t e i n s , p r o t e i n s 

e r r o n e o u s l y l o c a t e d a n d f a u l t y u n / a s s e m b l e d m u l t i - c o m p l e x s u b u n i t s . T h e c e l l s d e v e l o p 

s e v e r a l p r o t e i n q u a l i t y c o n t r o l m e c h a n i s m s ( P Q C ) t o b a l a n c e n o r m a l c e l l f u n c t i o n a n d 

m a i n t a i n p r o t e i n h o m e o s t a s i s . P Q C r e c o g n i s e s a b e r r a n t p r o t e i n s a n d p r o m o t e s t h e i r 

r e f o l d i n g , s e q u e s t r a t i o n , o r d e g r a d a t i o n . A b r o a d f a m i l y o f m o l e c u l a r c h a p e r o n e s o r c h e s t r a t e 

t h e c o n t r o l p r o c e s s e s 1 1 4 1 5 ' 3 7 - 3 9 . 

S e v e r a l c o n d i t i o n s m a y c a u s e t h e o v e r l o a d o f a b e r r a n t p r o t e i n s r e s u l t i n g i n 

p r o t e o t o x i c s t r e s s , i n c l u d i n g a g e i n g , D N A m u t a t i o n s , a n d e x p o s u r e t o e x o g e n o u s f a c t o r s 

( h i g h t e m p e r a t u r e , d r u g s / c h e m i c a l s , i n f e c t i o n s , n u t r i t i o n i n s u f f i c i e n c y ) . A c c u m u l a t i o n o r 

p r o d u c t i o n o f e x c e s s i v e a b e r r a n t p r o t e i n s i s a s s o c i a t e d w i t h v a r i o u s h u m a n d i s e a s e s s u c h as 

c a n c e r , n e u r o d e g e n e r a t i v e d i s e a s e s , a n d c a r d i o v a s c u l a r d i s o r d e r s 4 0 ' 4 1 . I n a d d i t i o n , i n d u c e d 

p r o t e o t o x i c s t r e s s i s o n e o f t h e s t r a t e g i e s t o t r e a t c a n c e r 2 6 " 2 9 . 
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M o l e c u l a r c h a p e r o n e s a r e r e s p o n s i b l e f o r p r o t e i n f o l d i n g , r e f o l d i n g , t r a n s l o c a t i o n , 

s e q u e s t r a t i o n , a n d d e g r a d a t i o n a s s i g n m e n t . T h o s e l i n k e d t o p r o t e o t o x i c s t r e s s a r e h e a t s h o c k 

p r o t e i n s ( H S P s ) c l a s s i f i e d a c c o r d i n g t o t h e i r m o l e c u l a r w e i g h t ( s m a l l H S P s , H S P 6 0 , H S P 7 0 , 

H S P 9 0 , H S P 1 0 0 ) a n d s u b d i v i d e d i n t o s p e c i f i c i s o f o r m s . T h e i s o f o r m s p l a y v a r i o u s r o l e s . 

A d d i t i o n a l l y , t h e y m a y b e t i s s u e - s p e c i f i c , s u b c e l l u l a r - s p e c i f i c , c o n s t i t u t i v e l y e x p r e s s e d , o r 

i n d u c i b l y e x p r e s s e d 1 4 ' 3 7 . 

T h e s o - c a l l e d u n f o l d e d p r o t e i n r e s p o n s e ( U P R ) , w h i c h c o l l a b o r a t e s w i t h t h e U P S a n d 

t h e a u t o p h a g y - l y s o s o m e s y s t e m , i s a n e s s e n t i a l p a r t o f P Q C . S y n t h e s i s e d p r o t e i n s t r a n s l o c a t e 

f r o m c y t o s o l t o t h e e n d o p l a s m i c r e t i c u l u m ( E R ) , w h e r e c h a p e r o n e - m e d i a t e d f o l d i n g o c c u r s . 

U n d e r a n o v e r l o a d o f u n f o l d e d p r o t e i n s , E R s t r e s s r e s p o n s e i s i n d u c e d i n v o l v i n g t h r e e 

p r i m a r y a d a p t i v e r e s p o n s e s 1 ' 3 8 ' 3 9 ' 4 2 : 

1 ) T h e f i r s t r e s p o n s e i s a c c o m p a n i e d b y d e c r e a s e d m R N A t r a n s l a t i o n t h r o u g h P r o t e i n 

K i n a s e R N A - L i k e E R K i n a s e ( P E R K ) - m e d i a t e d p h o s p h o r y l a t i o n o f e u k a r y o t i c i n i t i a t i o n 

f a c t o r 2 s u b u n i t - a ( e I F 2 a ) . T h e e v e n t h a s t h e e f f e c t o f p r e v e n t i n g n e w l y s y n t h e s i s e d p r o t e i n s 

f r o m o c c u p y i n g t h e E R . T h e e x c e p t i o n h a s s e v e r a l m R N A s r e c o g n i s e d b y e I F 2 a , i n c l u d i n g 

A c t i v a t i n g t r a n s c r i p t i o n f a c t o r 4 ( A T F 4 ) , w h i c h f u r t h e r i n d u c e s t r a n s c r i p t i o n o f U P R -

a s s o c i a t e d g e n e s . T h e p r o d u c t s o f g e n e s a r e i n v o l v e d i n r e d o x h o m e o s t a s i s , a u t o p h a g y , 

a p o p t o s i s , a m i n o a c i d m e t a b o l i s m , a n d p r o t e i n f o l d i n g . 

2 ) T h e s e c o n d p a t h w a y b e g i n s w i t h t h e a c t i v a t i o n o f a t y p e 1 E R t r a n s m e m b r a n e 

p r o t e i n k i n a s e / e n d o r i b o n u c l e a s e ( I R E l a ) , w h i c h c l e a v e s X - b o x - b i n d i n g p r o t e i n 1 ( X B P 1 ) . 

X B P 1 i n d u c e s t r a n s c r i p t i o n o f U P R - a s s o c i a t e d g e n e s i n v o l v e d i n i n f l a m m a t i o n r e s p o n s e , 

E R / G o l g i b i o g e n e s i s , a n d E R p r o t e i n t r a n s l o c a t i o n , f o l d i n g , s e c r e t i o n a n d d e g r a d a t i o n . 

I R E l a a l s o c l e a v e s o t h e r R N A s ( m i c r o / m R N A s ) , r e s u l t i n g i n t h e d e g r a d a t i o n o f m R N A s v i a 

I R E 1 - d e p e n d e n t d e c a y l e a d i n g t o a l o w e r i n g o f t h e m R N A p o o l . A d d i t i o n a l l y , I R E l a m a y 

b i n d s o m e s t r e s s - i n d u c e d p r o t e i n s a n d a c t i v a t e s i n f l a m m a t i o n , a u t o p h a g y a n d s t r e s s r e s p o n s e 

p a t h w a y s . 

3 ) A T F 6 i s a c t i v a t e d b y p r o t e a s e - m e d i a t e d c l e a v a g e t o b e g i n t h e t h i r d p a t h w a y . 

E m e r g e d f r a g m e n t , r e f e r r e d t o a s A T F 6 p 5 0 , t r a n s l o c a t e s t o t h e n u c l e u s a n d t r i g g e r s 

t r a n s c r i p t i o n o f U P R - a s s o c i a t e d g e n e s . T h e g e n e s a r e i n v o l v e d i n E R / G o l g i b i o g e n e s i s , 

p r o t e i n f o l d i n g , s e c r e t i o n , a n d d e g r a d a t i o n . 
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X B P 1 ( 2 ) o r A T F 6 ( 3 ) i n d u c e E R - a s s o c i a t e d p r o t e i n d e g r a d a t i o n ( E R A D ) , d e g r a d i n g 

u n f o l d e d p r o t e i n s i n E R . A l t e r n a t i v e l y , A T F 4 - m e d i a t e d a u t o p h a g y d e g r a d e s t h e p r o t e i n s . 

V C P / p 9 7 c o n d u c t s t h e t r a n s p o r t o f u b i q u i t i n a t e d p r o t e i n s f r o m E R t o t h e p r o t e a s o m e , w h i c h 

e n a b l e s t h e E R A D p r o c e s s 1 ' 3 8 - 3 9 4 2 . 

W h e n t h e c e l l d o e s n o t m a n a g e t h e o v e r l o a d o f u n f o l d e d p r o t e i n , t h e p r o a p o p t o t i c 

r e s p o n s e i s a c t i v a t e d . T h e p r o a p o p t o t i c s i g n a l s c o m e f r o m P E R K a n d I R E l a i n v o l v i n g 

a c a s c a d e o f e v e n t s e n d i n g i n a p o p t o s i s 1 ' 3 8 ' 3 9 ' 4 2 . 

1.3. VCP/p97 complex 

V C P / p 9 7 A A A + A T P a s e b e l o n g t o t h e m u l t i f u n c t i o n a l p r o t e i n s w h i c h f u l f i l t h e i r 

t a s k s b y b o u n d c o f a c t o r s . I t p l a y s a c r u c i a l r o l e i n p r o t e i n m a i n t e n a n c e a n d s e g r e g a t i o n f r o m 

c e l l u l a r s t r u c t u r e s a n d p r o t e i n c o m p l e x e s . V C P / p 9 7 a l s o c o n t r i b u t e s t o p r o t e i n d e g r a d a t i o n , 

a s s o c i a t e s w i t h p r o t e i n a g g r e g a t e s , r e g u l a t e s t h e c e l l c y c l e , D N A d a m a g e r e s p o n s e , 

D N A r e p l i c a t i o n , e d i t s m e m b r a n e s , a n d r e g u l a t e s a u t o p h a g y f u n c t i o n a n d f u n c t i o n o f 
, 4 3 ^ 6 
l y s o s o m e s . 

V C P / p 9 7 p r e d o m i n a n t l y l o c a l i s e s t o t h e E R . S t r u c t u r a l l y , t h e p r o t e i n c o n s i s t s o f D l 

a n d D 2 A T P a s e d o m a i n s . T h e t w o d o m a i n s f o r m h o m o h e x a m e r , w h i c h a r i s e s f r o m t w o 

a t t a c h e d r i n g s . W h i l e D 2 i s o n l y r e s p o n s i b l e f o r A T P a s e h y d r o l y s i s , t h e D l u n i t i s i n c h a r g e 

o f t h e c o m p l e x a s s e m b l y w i t h e x t r a A T P a s e a c t i v i t y . I n a d d i t i o n , t h e N - t e r m i n a l d o m a i n 

r e q u i r e d f o r s u b s t r a t e r e c o g n i t i o n a n d t h e C - t e r m i n a l d o m a i n n e e d e d f o r n u c l e a r l o c a l i s a t i o n 

a r e a d d i t i o n a l f u n c t i o n a l s t r u c t u r e s 4 3 " 4 6 . 

H e t e r o d i m e r U F D 1 - N P L 4 i s o n e o f t h e c o f a c t o r s t h a t b i n d t o V C P / p 9 7 . T h e f u n c t i o n 

o f t h e h e t e r o d i m e r i s t h e r e c o g n i t i o n o f u b i q u i t i n a t e d p r o t e i n s . T h u s , t h e s e g r e g a t i o n o f 

u b i q u i t i n a t e d p r o t e i n f r o m c e l l u l a r s t r u c t u r e a n d p r o t e i n c o m p l e x e s p r e d e t e r m i n e d f o r 

d e g r a d a t i o n i s t h e p r i n c i p a l r o l e o f t h e w h o l e V C P / p 9 7 - U F D l - N P L 4 c o m p l e x ( F i g . 3 ) . 

T h e c o m p l e x h a s a d i f f e r e n t r o l e i n D N A r e p l i c a t i o n a n d r e g u l a t i o n o f t h e c e l l c y c l e . 

G e n e r a l l y , t h e s e f u n c t i o n s c o n t r i b u t e t o t h e p r o t e o m e a n d g e n o m e s t a b i l i t y 4 3 , 4 4 , 4 6 . 
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Proteasome 

1 
O 
O 
o 

Substrate 

I 

Chromatin 

0 U b i q u i t i n 

F i g . 3 . : T h e V C P / p 9 7 - U F D l - N P L 4 c o m p l e x r e c o g n i s e s p o l y u b i q u i t i n a t e d s u b s t r a t e , a c o m p o n e n t o f 
a n o t h e r s t r u c t u r e ( i n t h i s f i g u r e : c h r o m a t i n ) . C o m p l e x s e g r e g a t e s s u b s t r a t e f r o m a s t r u c t u r e . 
P r o t e a s o m e s u b s e q u e n t l y d e g r a d e s t h e s u b s t r a t e . 

A b b r e v i a t i o n : N P L 4 - N u c l e a r p r o t e i n l o c a l i s a t i o n p r o t e i n 4 , V C P / p 9 7 - V a l o s i n - c o n t a i n i n g p r o t e i n , 
U F D 1 - u b i q u i t i n r e c o g n i t i o n f a c t o r i n E R - a s s o c i a t e d d e g r a d a t i o n p r o t e i n 1 

1.4. Ubiquitin-proteasome system (UPS) and cancer therapy 

T h e g e n e r a l p h e n o t y p e o f c a n c e r c e l l s i s c h a r a c t e r i s e d b y u p r e g u l a t e d p r o t e o t o x i c 

s t r e s s . T h e s t r e s s a r i s e s f r o m i n c r e a s e d p r o t e i n s y n t h e s i s a n d s y n t h e s i s o f d e f e c t i v e p r o t e i n s 

h i g h l y o c c u p y i n g U P S . A d d i t i o n a l l y , U P S w a s s h o w n t o h a v e a r o l e i n t u m o u r m e t a b o l i s m , 

i m m u n o l o g i c a l m o d u l a t i o n a n d s t e r n n e s s m a i n t e n a n c e . T h i s U P S d e p e n d e n c e p r o v i d e s 

p o t e n t i a l t a r g e t s f o r c a n c e r t r e a t m e n t o f v a r i o u s c a n c e r t y p e s . M a n y s e l e c t i v e m o l e c u l e s w e r e 

d e v e l o p e d , d i r e c t l y t a r g e t i n g t h e p r o t e a s o m e s u b u n i t s o r u p s t r e a m p r o c e s s e s , i n c l u d i n g 

( d e ) u b i q u i t i n a t i n g e n z y m e s , P Q C , a n d p r o t e i n s e g r e g a t i o n . S o m e o f t h e s e m o l e c u l e s , 
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s u c h a s b o r t e z o m i b , h a v e a l r e a d y b e e n F D A - a p p r o v e d f o r c l i n i c a l u s e i n o n c o l o g i c a l 

t r e a t m e n t 1 - 8 ' 2 6 " 2 9 . 

B o r t e z o m i b i s a r e v e r s i b l e i n h i b i t o r o f t h e 2 0 S p r o t e a s o m a l P 5 s u b u n i t l e a d i n g t o 

t h e i n h i b i t i o n o f i t s c h y m o t r y p s i n - l i k e a c t i v i t y . I t o b t a i n e d i t s i n i t i a l F D A a p p r o v a l i n 2 0 0 3 

f o r r e f r a c t o r y m u l t i p l e m y e l o m a ( M M ) , a n d t h u s t h e d r u g w a s t h e f i r s t a p p r o v e d c o m p o u n d 

t a r g e t i n g U P S . B o r t e z o m i b a p p l i c a t i o n s f u r t h e r a n d q u i c k l y e x p a n d e d 2 ' 2 7 ' 2 8 . B a s e d o n h i g h 

t o x i c i t y 

a n d c a n c e r r e s i s t a n c e a r i s i n g f r o m t h e B o r t e z o m i b t r e a t m e n t , a n o t h e r p r o t e a s o m e i n h i b i t o r 

w a s d e v e l o p e d c a l l e d C a r f i l z o m i b . I n c o n t r a s t t o B o r t e z o m i b , C a r f i l z o m i b f o r m s 

a n i r r e v e r s i b l e b o n d w i t h t h e P 5 s u b u n i t o f 2 0 S p r o t e a s o m e . T h e d r u g w a s F D A - a p p r o v e d i n 

2 0 1 2 f o r p a t i e n t s w i t h M M , i n c l u d i n g t h o s e w h o u n d e r w e n t B o r t e z o m i b t h e r a p y . E v e n 

t h o u g h C a r f i l z o m i b w a s l e s s t o x i c a n d i n i t i a l l y e f f i c i e n t i n B o r t e z o m i b r e s i s t a n c e p a t i e n t s , 

t h e d r u g w a s p o o r l y s o l u b l e i n w a t e r f o r c i n g t h e u s e o f h i g h l y c o n c e n t r a t e d s o l v e n t s a n d 

i n d u c i n g a d d i t i o n a l r e s i s t a n c e 3 ' 2 7 ' 2 8 . I x a z o m i b , F D A a p p r o v e d i n 2 0 1 5 a s t h e f i r s t o r a l l y 

a d m i n i s t r a t e d p r o t e a s o m a l i n h i b i t o r , p r o v i d e d t h e s o l u t i o n t o t h e s e l i m i t a t i o n s . A s w i t h 

B o r t e z o m i b , t h e I x a z o m i b m e c h a n i s m w a s e x p l a i n e d b y a r e v e r s i b l e b o n d t o t h e P 5 s u b u n i t 

o f 2 0 S p r o t e a s o m e 4 ' 2 7 ' 2 8 . 

B e s i d e s t h e a p p r o v e d d r u g s m e n t i o n e d a b o v e , m a n y o t h e r U P S i n t e r f e r e r s a r e u n d e r 

c l i n i c a l t r i a l s , i n c l u d i n g d i s u l f i r a m : N C T 0 4 5 2 1 3 3 5 5 , N C T 0 3 3 2 3 3 4 6 6 , N C T 0 3 9 5 0 8 3 0 7 . D S F 

i s a m e m b e r o f m e d i c a t i o n s t h a t h a v e h i s t o r i c a l l y b e e n u s e d t o t r e a t a d i f f e r e n t c o n d i t i o n , i n 

t h i s c a s e , a l c o h o l i s m . T h e d r u g i s c u r r e n t l y a h o t c a n d i d a t e f o r r e p u r p o s i n g i n c a n c e r t h e r a p y . 

T h e h u m a n b o d y m e t a b o l i s e s t h e D S F m o l e c u l e i n t o m a n y c o m p o u n d s , i n c l u d i n g C u E T 

( F i g . 4 ) , w h i c h h a s p r e v i o u s l y b e e n d e m o n s t r a t e d a s o n e o f t h e c a u s e s o f i t s a n t i c a n c e r a c t i o n . 

M e c h a n i s t i c a l l y , C u E T a n t i c a n c e r a c t i v i t y i n v o l v e s t a r g e t i n g t h e N P L 4 p r o t e i n , a c r i t i c a l 

V C P / p 9 7 - c o m p l e x c o f a c t o r . N P L 4 i s u n d e r t h e a c t o f C u E T a g g r e g a t e d , w h i c h r e s u l t s i n 

p r o t e o t o x i c s t r e s s a r i s i n g f r o m t h e a g g r e g a t e s ' p r e s e n c e a n d t h e e l i m i n a t i o n o f a c r i t i c a l l i n k 

i n t h e U P S p a t h w a y s 8 . 

17 



F i g . 4 . : M o l e c u l e o f b i s - d i e t h y l d i t h i o c a r b a m a t e - c o p p e r c o m p l e x ( C u E T ) 

1.5. History of usage of Cannabis sp. 

Cannabis s p . h a s a v e r y l o n g h i s t o r y t h a t d a t e s b a c k m o r e t h a n t e n t h o u s a n d y e a r s t o 

A s i a , a c c o r d i n g t o a r c h a e o b o t a n i c a l r e c o r d s 4 7 . O v e r t i m e , c a n n a b i s h a s g a i n e d a v a r i e t y o f 

u s e s a s a f i b r e , c u l i n a r y i n g r e d i e n t , m e d i c a t i o n , a n d s p i r i t u a l s u b s t a n c e 4 8 ' 4 9 . E u r o p e a n 

s c i e n t i s t s b e g a n t e s t i n g c a n n a b i s f o r m e d i c i n a l a p p l i c a t i o n s i n t h e 1 9 t h c e n t u r y , w h i c h 

s p a r k e d p u b l i c a n d s c h o l a r l y i n t e r e s t 4 9 ' 5 0 . A s a r e s u l t , s e v e r a l c o m p a n i e s s t a r t e d 

m a n u f a c t u r i n g c a n n a b i s p r o d u c t s l a t e r p r e s c r i b e d f o r c o n d i t i o n s l i k e p a i n , i n f l a m m a t i o n , 

s w e l l i n g , s p a s m s , m i g r a i n e s , r e s t l e s s n e s s , a n d i n s o m n i a . C o n c e r n s a b o u t t h e r e c r e a t i o n a l 

m i s u s e o f p l a n t s e m e r g e d i n t h e 2 0 t h c e n t u r y , a n d a s a r e s u l t , t h e u s e o f p l a n t s s t a r t e d t o b e 

r e g u l a t e d 4 9 . I n t h e U n i t e d S t a t e s , r e s t r i c t i o n s w e r e f o l l o w e d b y e s t a b l i s h i n g a h i g h t a x , e v e n 

f o r i n d u s t r i a l o r m e d i c a l u s e 4 9 ' 5 1 . T h e p l a n t h a s s i n c e b e e n i n c l u d e d o n t h e l i s t o f a d d i c t i v e 

d r u g s 4 9 . 

R o g e r A d a m s b e g a n s t u d y i n g t h e c h e m i c a l c o m p o s i t i o n o f c a n n a b i s i n 1 9 4 0 . I n 

a s h o r t t i m e , h e e x t r a c t e d a n d d e s c r i b e d C B D , s y n t h e s i s e d c a n n a b i n o l ( C B N ) a n d e l u c i d a t e d 

i t s m o l e c u l a r f o r m u l a , a n d i d e n t i f i e d d e l t a - 9 - t e t r a h y d r o c a n n a b i n o l ( A 9 - T H C ) as 

a p s y c h o t r o p i c c o m p o n e n t o f c a n n a b i s . R e g a r d l e s s o f i t s c o n t r o v e r s y , c a n n a b i s h a s c o m e t o 

t h e s p o t l i g h t a g a i n a f t e r t h e s e p a r a t e d i s c o v e r y o f t h e c h e m i c a l s t r u c t u r e o f A 9 - T H C a n d C B D 

i n t h e e a r l y 1 9 4 0 s b y G a o n i a n d M e c h o u l a n 4 9 ' 5 2 ' 5 3 . T h e d i s c o v e r i e s s p a r k e d a f r e s h s u r g e o f 

i n t e r e s t i n c a n n a b i s , p a r t i c u l a r l y i n c o n n e c t i o n w i t h t h e e n d o c a n n a b i n o i d s i g n a l i n g 

s y s t e m 4 9 ' 5 4 . I n r e c e n t y e a r s , n u m e r o u s n a t i o n s h a v e a u t h o r i s e d c a n n a b i s o r i t s c o m p o n e n t s 

a g a i n a s m e d i c a t i o n , d i e t a r y s u p p l e m e n t , o r c o s m e t i c , r e s t o r i n g a n e w w a v e o f s c i e n t i f i c 

i n t e r e s t 4 9 . 
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1.6. Social and economic perspective of Cannabis 

C a n n a b i s , a l s o k n o w n a s m a r i j u a n a , i s a c o n t r o v e r s i a l d r u g u s e d w o r l d w i d e . U s e r s o f 

c a n n a b i s c a n b e c a t e g o r i s e d i n t o t h r e e c a t e g o r i e s b a s e d o n w h e t h e r t h e y u s e i t f o r 

r e c r e a t i o n a l , t h e r a p e u t i c , o r c o m p l e m e n t a r y p u r p o s e s . C a n n a b i s p r o d u c t s a r e s o l d a s p u r i f i e d 

c a n n a b i n o i d - b a s e d p r o d u c t s o r p l a n t p a r t s 1 2 . T h e n u m b e r o f s t a t e s t h a t h a v e l e g a l i s e d 

m a r i j u a n a h a s i n c r e a s e d i n r e c e n t d e c a d e s . T h e g l o b a l m a r k e t w i t h m a r i j u a n a i n 2 0 2 1 w a s 

v a l u e d a t $ 2 5 . 7 b i l l i o n , a n d t h e m a r k e t f o r C B D a l o n e w a s v a l u e d a t $ 1 5 . 6 b i l l i o n . V a l u e s o f 

$ 1 4 8 . 9 b i l l i o n a n d $ 5 9 . 4 3 b i l l i o n a r e p r e d i c t e d f o r 2 0 3 1 a n d 2 0 3 0 , r e s p e c t i v e l y 5 5 - 5 6 . 

N o w a d a y s , C B D p r o d u c t s a r e e a s i l y a c c e s s i b l e i n i n t e r n e t s h o p s , b r i c k - a n d - m o r t a r 

s t o r e s , a n d e v e n i n v e n d i n g m a c h i n e s ( F i g . 5 ) i n s h o p p i n g m a l l s a n d g a s s t a t i o n s i n m a n y 

c o u n t r i e s w o r l d w i d e . M o r e o v e r , C B D p r o d u c t s a r e a v a i l a b l e a s d r i e d h e r b s , i n f o o d s , d r i n k s , 

c o s m e t i c s , v a r i o u s p i l l s , a n d e x t r a c t s 1 2 . 

F i g . 5 . : V e n d i n g m a c h i n e o f f e r i n g C B D p r o d u c t s i n O l o m o u c , C z e c h R e p . ( p h o t o g r a p h t a k e n i n 
F e b r u a r y 2 0 2 3 ) . 
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B e s i d e s t h e l e g a l m a r i j u a n a - b a s e d m e d i c a t i o n s d e s c r i b e d i n c h a p t e r 1 . 1 0 , 

o v e r - t h e - c o u n t e r p r o d u c t s a r e o f f - l a b e l a n d o f t e n l a c k C B D - c o n t e n t v e r i f i c a t i o n . T h e s e i s s u e s 

a n d t h e g r o w i n g n o n - s c i e n t i f i c p u b l i c i n t e r e s t u n d e r l i n e t h e n e e d f o r a m o r e p r o f o u n d 

e x a m i n a t i o n o f p o t e n t i a l s i d e e f f e c t s , d r u g - d r u g i n t e r a c t i o n s , a n d i m p a c t s o n l o n g - t e r m u s e r s . 

1.7. Chemistry behind cannabinoids 

Cannabis sativa L . , a m e m b e r o f t h e Cannabaceae p l a n t f a m i l y , c a n b e c l a s s i f i e d i n t o 

s u b s p e c i e s , t h e m o s t w e l l - k n o w n o f w h i c h a r e i n d i c a , s a t i v a , a n d r u d e r a l i s 5 7 . M o r e t h a n 5 0 0 

c o m p o u n d s r e p r e s e n t i n g 1 8 c h e m i c a l c l a s s e s , i n c l u d i n g t e r p e n e s , f l a v o n o i d s , 

n o n - c a n n a b i n o i d p h e n o l s , a n d c a n n a b i n o i d s , w e r e f o u n d i n t h e s e p l a n t s 5 8 " 6 0 . 

C a n n a b i n o i d s a r e c h a r a c t e r i s e d b y C 2 1 t e r p e n o p h e n o l i c b a c k b o n e a n d c o u l d b e 

d i v i d e d i n t o 1 1 s u b g r o u p s 5 8 ' 6 0 : 

• C a n n a b i d i o l 

• ( - ) - A 9 - t r a n s - t e t r a h y d r o c a n n a b i n o l 

• ( - ) - A 8 - t r a n s - t e t r a h y d r o c a n n a b i n o l 

• C a n n a b i c h r o m e n e 

• C a n n a b i g e r o l 

• C a n n a b i n o l 

• C a n n a b i n o d i o l 

• C a n n a b i t r i o l 

• C a n n a b i e l s o i n 

• C a n n a b i c y c l o l 

• M i s c e l l a n e o u s - t y p e c a n n a b i n o i d s 

M o s t c a n n a b i n o i d s a r e f o u n d i n p l a n t s a s c a r b o x y l i c a c i d s . D e c a r b o x y l a t i o n 

o r i g i n a t e s f r o m h e a t ( 9 8 - 2 0 0 °C) a n d p r o d u c e s a c t i v e f o r m s 5 9 . 

F r o m a m e d i c a l s t a n d p o i n t , p h y t o c a n n a b i n o i d s a r e t h e m o s t e x a m i n e d p l a n t ' s 

c h e m i c a l c l a s s . F o r m e d i c a l u s e , c a n n a b i s i s l e g a l i n m a n y c o u n t r i e s , i n c l u d i n g t h e C z e c h 

R e p u b l i c , C a n a d a , G e r m a n y , I t a l y , t h e N e t h e r l a n d s , a n d a l m o s t h a l f o f t h e U S s t a t e s . I t w a s 
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a c c e p t e d d e s p i t e p o t e n t i a l a d v e r s e e v e n t s a f f e c t i n g t h e c a r d i o v a s c u l a r , r e p r o d u c t i v e , 

r e s p i r a t o r y , a n d c e n t r a l n e r v o u s s y s t e m s a n d t h e r i s k f o r a d d i c t i o n d e v e l o p m e n t 6 1 ' 6 2 . 

T h e m o s t a b u n d a n t c a n n a b i n o i d s i n M a r i j u a n a a r e A 9 - T H C a n d C B D , b o t h o f w h i c h 

h a v e s i g n i f i c a n t m e d i c a l p o t e n t i a l . H o w e v e r , A 9 - T H C i s p r o b l e m a t i c d u e t o i t s p s y c h o a c t i v e 

p r o p e r t i e s , a n d t h a t i s w h y n o n - p s y c h o a c t i v e C B D s t a r t e d d r a w i n g m o r e a t t e n t i o n i n t h e l a s t 

d e c a d e . 

T h e b i o l o g i c a l e f f e c t s o f c a n n a b i n o i d s a r e r e p o r t e d i n n u m e r o u s s t u d i e s ( r e v i e w e d i n 

M o r a l e s e t a l . ( 2 0 1 7 ) 1 3 ) . I n t e r e s t i n g l y , p u b l i c a t i o n s o f t e n c a m e t o o p p o s i n g f i n d i n g s , m a i n l y 

e x p l a i n e d a s e f f e c t s o f v a r i o u s m o d e l s , c o n c e n t r a t i o n s , a n d e x p e r i m e n t a l s e t t i n g s . A l s o , h i g h 

n o n - p h y s i o l o g i c a l d r u g c o n c e n t r a t i o n s c o m m o n l y u s e d i n r e s e a r c h w i t h r e p o r t i n g i m p a c t o n 

m u l t i p l e c e l l u l a r t a r g e t s a r e u n a c h i e v a b l e i n t h e h u m a n b o d y , f u r t h e r c o m p l i c a t i n g 

t h e u n a m b i g u o u s t r a n s l a t i o n o f r e s u l t s . T h e r e i s a l s o a n i n c r e a s i n g n u m b e r o f v a r i o u s 

c a n n a b i s p r o d u c t s , o v e r w h e l m i n g t h e i r p r o p e r s t u d y . F u r t h e r m o r e , o n l y a f e w c a n n a b i s 

p r o d u c t s a r e s t a n d a r d i s e d , a n d t h e c h e m i c a l c o n t e n t m a y d i f f e r d e p e n d i n g o n p l a n t v a r i e t y , 

c u l t i v a t i o n c o n d i t i o n s , a n d m a n u f a c t u r i n g f a c t o r s , c o m p l i c a t i n g c o m p a r i s o n o f i n d i v i d u a l 

s t u d i e s . A d d i t i o n a l l y , r e s u l t s m a y v a r y f r o m p a t i e n t t o p a t i e n t a n d f o r m o f a d m i n i s t r a t i o n , 

p r e d o m i n a n t l y o r a l o r t h r o u g h i n h a l a t i o n 5 9 ' 6 3 . 

N e v e r t h e l e s s , t h e r e i s n o d o u b t t h a t M a r i j u a n a a n d i t s d e r i v a t i v e s h a v e a s i g n i f i c a n t 

p o t e n t i a l f o r m e d i c a l a p p l i c a t i o n . U n f o r t u n a t e l y , d u e t o s c i e n t i f i c c l u t t e r , m a n y p e o p l e a r e 

e n c o u r a g e d t o u s e m a r i j u a n a a n d o t h e r p r o d u c t s f o r s i t u a t i o n s w h e r e t h e b e n e f i t s a r e 

q u e s t i o n a b l e a n d p o t e n t i a l l y h a r m f u l 6 2 . 

1.8. Pharmacokinetics of cannabinoids 

D u e t o t h e h i g h c o m p l e x i t y o f c a n n a b i s ' s e l e m e n t a l c o m p o s i t i o n , w h i c h v a r i e s 

d e p e n d i n g o n t h e p a r a m e t e r s d e s c r i b e d a b o v e , d e t a i l e d p h a r m a c o k i n e t i c s s t u d i e s a r e l i m i t e d . 

M o r e o v e r , o n e s u b s t a n c e ' s a l t e r e d c o n c e n t r a t i o n c a n q u i c k l y a f f e c t o t h e r s ' k i n e t i c s 5 9 , 6 3 . 

G e n e r a l l y , c a n n a b i n o i d s d i s t r i b u t e t o t h e a d i p o s e t i s s u e a n d w e l l - v a s c u l a r i s e d o r g a n s 

( b r a i n , h e a r t , l u n g , a n d l i v e r ) 5 9 6 3 " 6 7 . E l i m i n a t i o n s o f c a n n a b i n o i d s t a k e f r o m a f e w m i n u t e s 

( i n i t i a l h a l f - l i f e ) t o d a y s ( l o n g t e r m i n a l e l i m i n a t i o n h a l f - l i f e ) 5 9 ' 6 3 ' 6 8 . T h e g e n e r a l h a l f - l i f e f o r 
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o r a l l y a d m i n i s t r a t e d C B D a n d A 9 - T H C i s 2 4 h o u r s t o 5 d a y s f o r i n t r a v e n o u s l y , s m o k e d , o r 

c h r o n i c o r a l a d m i n i s t r a t e d C B D . C a n n a b i n o i d s a r e m e t a b o l i s e d b y m a n y b i o t r a n s f o r m a t i o n 

e n z y m e s , m a i n l y r e s p o n s i b l e f o r d e c a r b o x y l a t i o n , o x i d a t i o n , a n d c o n j u g a t i o n 5 7 ' 5 9 , 6 3 . 

E s s e n t i a l p a r t s o f c a n n a b i n o i d m e t a b o l i s m a r e c y t o c h r o m e s P 4 5 0 . E s p e c i a l l y 

C Y P 2 C 9 , C Y P 2 C 1 9 , a n d C Y P 3 A 4 f o r A 9 - T H C , C B D , a n d C B N a r e w e l l - s t u d i e d 5 9 - 6 3 - 6 9 - 7 2 . 

A d d i t i o n a l l y , g l u c u r o n i d a t i o n f r o m p h a s e I I o f b i o t r a n s f o r m a t i o n i s f u n d a m e n t a l f o r 

e l i m i n a t i n g c a n n a b i s m e t a b o l i t e s 5 9 ' 6 3 ' 7 3 . F i n a l l y , t e r m i n a l m e t a b o l i c w a s t e p r o d u c t s a r e 

e l i m i n a t e d b y f a e c e s a n d u r i n e 6 3 ' 7 4 - 7 6 . 

T h e p e a k p l a s m a c o n c e n t r a t i o n o f i n h a l e d c a n n a b i n o i d s ( A 9 - T H C , C B D ) i s r e a c h e d 

w i t h i n t h e f i r s t f e w m i n u t e s , a n d t h e i r s y s t e m i c b i o a v a i l a b i l i t y i s t y p i c a l l y b e t w e e n 1 0 - 3 5 % 

( A 9 - T H C ) a n d 3 1 % ( C B D ) o f t h e r e c e i v e d d o s e . H o w e v e r , o r a l l y a d m i n i s t r a t e d c a n n a b i n o i d s 

( A 9 - T H C , C B D ) h a v e o n l y a b o u t 6 % b i o a v a i l a b i l i t y . L o w b i o a v a i l a b i l i t y m a y r e s u l t f r o m 

t h e i r l i p o p h i l i c n a t u r e 6 3 ' 7 4 ' 7 7 ' 7 8 . G u y a n d F l i n t ( 2 0 0 4 ) 7 9 , f o r e x a m p l e , c o m p a r e d t h e 

p h a r m a c o k i n e t i c s o f A 9 - T H C , C B D , a n d A 9 - T H C : C B D i n h u m a n s u b j e c t s a f t e r a s i n g l e o r a l 

d o s e o f 2 0 m g o f e a c h s u b s t a n c e . C a n n a b i n o i d s C B D a n d A 9 - T H C h a d m a x i m a l p l a s m a p e a k 

c o n c e n t r a t i o n a f t e r 3 2 - 1 0 0 m i n u t e s w i t h 2 , 0 5 - 1 2 , 4 6 n g / m l c o n c e n t r a t i o n s a n d h a l f - l i f e f r o m 

4 7 t o 1 4 4 m i n 7 9 . A d d i t i o n a l l y , 7 0 0 m g o f C B D w a s g i v e n o r a l l y t o p a t i e n t s w i t h H u n t i n g t o n ' s 

d i s e a s e e v e r y d a y f o r s i x w e e k s w h i l e t h e i r p l a s m a c o n c e n t r a t i o n s w e r e m o n i t o r e d 8 0 . A f t e r 

s i x w e e k s , t h e C B D p l a s m a l e v e l w a s 5 , 9 - 1 1 , 2 n g / m l . A w e e k a f t e r t h e t e r m i n a t i o n o f t h e 

d r u g a d m i n i s t r a t i o n , t h e l e v e l o f C B D w a s 1,5 n g / m l w i t h a n e s t i m a t e d e l i m i n a t i o n t i m e o f 

2 - 5 d a y s 8 0 . 

1.9. Pharmacodynamics of cannabinoids 

C B D i s t h e s u b j e c t o f m o s t p h a r m a c o d y n a m i c s r e s e a r c h w i t h i n c a n n a b i n o i d s d u e t o 

i t s h i g h m e d i c a l p o t e n t i a l , a b u n d a n c e i n t h e p l a n t , a n d n o n - p s y c h o a c t i v e p r o p e r t i e s . S o m e 

c e l l u l a r t a r g e t s w e r e a l s o u n c o v e r e d f o r A 9 - T H C , A 8 - T H C , C B N , c a n n a b i g e r o l , 

c a n n a b i c h r o m e n e , A 9 - t e t r a h y d r o c a n n a b i v a r i n , a n d c a n n a b i d i v a r i n 1 3 ' 4 9 ' 8 1 ' 8 2 , s e e T a b . 1 . 
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T a b . 1 . : A c t i v i t y o f c a n n a b i n o i d s a g a i n s t t h e i r t a r g e t s ( T a b l e a d j u s t e d a n d t a k e n f r o m M o r a l e s 
e t a l . ( 2 0 1 7 ) 1 3 . 

A 9 - T H C 
A 8 -

T H C 
C B N C B D C B G C B C A 9 - T H C V C B D V 

C B l 
P a r t i a l 
a g o n i s t 

P a r t i a l 
a g o n i s t 

A g o n i s t 

A n t a g o n i s t 
o r 

n e g a t i v e 
a l l o s t e r i c 

m o d u l a t o r 

P a r t i a l 
a g o n i s t 

A g o n i s t A n t a g o n i s t N R 

C B 2 
P a r t i a l 
a g o n i s t 

P a r t i a l 
a g o n i s t 

A g o n i s t o r 
i n v e r s e 
a g o n i s t 

A n t a g o n i s t 
P a r t i a l 
a g o n i s t 

A g o n i s t 
P a r t i a l 
a g o n i s t 

N R 

A E A u p t a k e - I n h i b i t o r I n h i b i t o r I n h i b i t o r - -

G P R 5 5 

A g o n i s t , 
L P I 

i n h i b i t o r , 
o r N R 

- A n t a g o n i s t 
L P I 

i n h i b i t o r 

P a r t i a l 
a g o n i s t , 

L P I 
i n h i b i t o r 

L P I 
i n h i b i t o r 

G P R 1 8 A g o n i s t - - A n t a g o n i s t - - - -
5 - H T 1 A - - - A g o n i s t A n t a g o n i s t A g o n i s t 

5 - H T 2 A 

5 - H T 3 A 

- - -
P a r t i a l 
a g o n i s t 

- - - -5 - H T 2 A 

5 - H T 3 A A n t a g o n i s t - - A n t a g o n i s t - - - -
fi- a n d 5 -

O P R 
A l l o s t e r i c 
m o d u l a t o r - -

A l l o s t e r i c 
m o d u l a t o r - - - -

P P A R y A g o n i s t - - A g o n i s t - - - -

G l y R a l 
P o s i t i v e 

a l l o s t e r i c 
m o d u l a t o r 

- -
P o s i t i v e 

a l l o s t e r i c 
m o d u l a t o r 

- - - -

G l y R a 3 
P o s i t i v e 

a l l o s t e r i c 
m o d u l a t o r 

- -
P o s i t i v e 

a l l o s t e r i c 
m o d u l a t o r 

- - - -

T R P V 1 , 2 , 3 , 
4 

T R P V 2 , 
3 , 4 

a g o n i s t 
- -

T R P V 1 , 
2 , 3 

a g o n i s t 

T R P V 1 , 2 
a g o n i s t 

T R P V 3 , 4 
a g o n i s t 

T R P V 2 
a g o n i s t 

T R P V 
1 , 2 , 3 

a g o n i s t 

T R P A 1 A g o n i s t - A g o n i s t A g o n i s t A g o n i s t 
A g o n i s t 

A g o n i s t A g o n i s t 

T R P M 8 A n t a g o n i s t - A n t a g o n i s t - A n t a g o n i s t A n t a g o n i s t A n t a g o n i s t -
a 2 - A R - - - - A g o n i s t - - -

A b b r e v i a t i o n : A 8 - T H C - d e l t a - 8 - t e r t r a h y d r o c a n n a b i n o l , A 9 - T H C - d e l t a - 9 - t e r t r a h y d r o c a n n a b i n o l , 
A 9 - T H C V - d e l t a - 9 - t e t r a h y d r o c a n n a b i v a r i n , C B C - c a n n a b i c h r o m e n e , C B D - c a n n a b i d i o l , C B D V 
- c a n n a b i d i v a r i n , C B G - c a n n a b i g e r o l , C B N - c a n n a b i n o l , N R - n o r e s p o n s e 
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A l l t h e c a n n a b i n o i d s w e r e f i r s t s t u d i e d c o n c e r n i n g t h e c a n n a b i n o i d r e c e p t o r s 1 a n d 2 

( C B 1 , C B 2 ) . C B 1 a n d C B 2 a r e G - p r o t e i n c o u p l e d r e c e p t o r s b e l o n g i n g t o t h e 

e n d o c a n n a b i n o i d s y s t e m . I t s w e l l - k n o w n e n d o g e n o u s l i g a n d s a r e a n a n d a m i d e 5 4 ' 8 3 a n d 

2 - a r a c h i d o n o y l g l y c e r o l 5 4 ' 8 4 ' 8 5 . C B 1 i s p r e d o m i n a n t l y e x p r e s s e d i n t h e b r a i n , w h i l e C B 2 i s 

m a i n l y e x p r e s s e d i n i m m u n e c e l l s 8 6 ' 8 7 . I t s a c t i v a t i o n l e a d s t o m a n y p h y s i o l o g i c a l p r o c e s s e s 

a c c o r d i n g t o t h e c e l l t y p e . G e n e r a l l y , t h e r e c e p t o r s c o n t r i b u t e t o t h e f o l l o w i n g 8 7 : 

• N e u r o p r o t e c t i o n 

• B e h a v i o u r a l m o d u l a t i o n 

• A p p e t i t e m o d u l a t i o n 

• E n e r g y m e t a b o l i s m 

• I m m u n i t y 

• N o c i c e p t i o n 

• C e l l g r o w t h 

• C e l l p r o l i f e r a t i o n 

T h e b r o a d f i e l d o f a f f e c t e d p r o c e s s e s g i v e s t h e e x c e l l e n t p o t e n t i a l f o r t h e t r e a t m e n t 

o f a w i d e r a n g e o f d i s o r d e r s , d i s e a s e s , a n d t h e i r s y m p t o m s w h i c h a r e i n a w e l l - a r r a n g e d w a y 

d i s c u s s e d i n S t a s i u l e w i c z e t a l . ( 2 0 2 0 ) 8 7 . 

E x c e p t f o r C B 1 a n d C B 2 , c a n n a b i n o i d s a l s o i n t e r a c t a n d m o d u l a t e 1 3 : 

• G p r o t e i n - c o u p l e d r e c e p t o r 5 5 ( G P R 5 5 ) a n d 1 8 ( G P R 1 8 ) 

• 5 - h y d r o x y t r y p t a m i n e r e c e p t o r 1 A ( 5 - H T 1 A ) , 2 A ( 5 - H T 2 A ) , a n d 3 A 

( 5 - H T 3 A ) 

• m u - a n d d e l t a - o p i o i d r e c e p t o r ( u - a n d 5 - O P R ) 

• P e r o x i s o m e p r o l i f e r a t o r - a c t i v a t e d r e c e p t o r g a m m a ( P P A R y ) 

• G l y c i n e r e c e p t o r ( G l y R ) s u b u n i t s a l a n d a 3 

• T r a n s i e n t r e c e p t o r p o t e n t i a l ( T R P ) c h a n n e l s 

• a l p h a - 2 a d r e n e r g i c r e c e p t o r ( a 2 - A R ) , a l l c h a r a c t e r i s e d b e l o w . 

G P R 5 5 a n d G P R 1 8 w e r e s u g g e s t e d a s a d d i t i o n a l c a n n a b i n o i d r e c e p t o r s 8 8 ' 8 9 . G P R 5 5 

r o l e s t a n d s i n t h e m o d u l a t i o n o f e n e r g y h o m e o s t a s i s 9 0 , b o n e p h y s i o l o g y 9 1 , m a y c o n t r i b u t e t o 

m a l i g n a n t c e l l g r o w t h 9 2 , m o d u l a t e s i n n a t e i m m u n i t y 9 3 a n d c e n t r a l n e r v o u s s y s t e m ( C N S ) 9 4 ' 9 5 . 
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I n t h e c a s e o f C N S , t h e r e c e p t o r i m p a c t s a n x i e t y a n d m o t o r c o o r d i n a t i o n 9 9 5 . I n c o n t r a s t , 

G P R 1 8 m a y p l a y a r o l e i n m e t a b o l i s m 9 6 a n d i m m u n e m o d u l a t i o n 9 7 , i n c l u d i n g t h e m o d u l a t i o n 

o f i n t e s t i n a l i n t r a e p i t h e l i a l l y m p h o c y t e s 9 8 . 

5 - H T r e c e p t o r s l o c a l i s e t o t h e C N S a n d p e r i p h e r a l n e r v o u s s y s t e m , w h i c h h a v e 

i n h i b i t o r y o r e x c i t a t o r y f u n c t i o n s b y m o d u l a t i n g t h e r e l e a s e o f v a r i o u s n e u r o t r a n s m i t t e r s o r 

h o r m o n e s 9 9 1 0 0 . T h e y i n c l u d e p r e s y n a p t i c a u t o r e c e p t o r s a n d p o s t s y n a p t i c h e t e r o r e c e p t o r s . 

T h e s e d i v i d e i n t o s e v e n c l a s s e s ( 5 - H T 1 - 5 - H T 7 ) c o m p r i s i n g 1 4 s u b t y p e s o f r e c e p t o r s 1 0 1 , 

f r o m w h i c h t h r e e s u b t y p e s a r e a f f e c t e d b y c a n n a b i n o i d s ( 5 - H T 1 A , 5 - H T 2 A , a n d 5 - H T 3 ) . 

5 - H T 1 A i s v i t a l i n t h e m o d u l a t i o n o f m o o d , e m o t i o n s 1 0 2 - 1 0 4 , a n d p a i n 1 0 5 . 5 - H T 2 A h a s 

a r o l e i n p a i n 1 0 6 1 0 7 , m e m o r y , a n d c o g n i t i o n 1 0 8 1 0 9 . R e c e p t o r 5 - H T 3 i n f l u e n c e s a n x i e t y 1 1 0 , 

c o g n i t i o n 1 1 1 , p a i n s e n s a t i o n 1 1 2 , a n d m e m o r y 1 1 3 . 

P P A R s a r e n u c l e a r h o r m o n e r e c e p t o r s c o m p r i s i n g t h r e e i s o t y p e s 1 1 4 1 1 5 : P P A R a , 

P P A R P , a n d P P A R y , w i t h y i s o t y p e r e l e v a n t w i t h i n c a n n a b i n o i d s . P P A R y m o d u l a t e s f a t t y 

a c i d s t o r a g e 1 1 6 1 1 7 , i n s u l i n s e n s i t i v i t y 1 1 8 , a n d n e u r o p r o t e c t i o n 1 1 9 . F u r t h e r m o r e , P P A R y s h o w s 

p r o a p o p t o t i c 1 2 0 a n d a n t i p r o l i f e r a t i v e p r o p e r t i e s 1 2 1 . 

G l y R i s a l i g a n d - g a t e d i o n c h a n n e l l o c a l i s e d t o t h e C N S t h a t m a y c o m p r i s e f o u r 

d i f f e r e n t a s u b u n i t s a n d o n e P s u b u n i t 1 2 2 . A c c o r d i n g t o t h e h o m o - o r h e t e r o p e n t a m e r i c 

c o n f i g u r a t i o n , t h e r e c e p t o r h a s d i f f e r e n t p h a r m a c o l o g i c a l e f f e c t s 1 2 3 . B r i e f l y , i t h a s a f u n c t i o n 

i n n e u r o d e v e l o p m e n t 1 2 4 , i n f l a m m a t o r y p a i n s e n s a t i o n 1 2 5 , m o t o r i c c o n t r o l 1 2 6 , s e n s o r y 

f u n c t i o n , a n d r e s p i r a t i o n 1 2 3 . 

T R P c h a n n e l s a r e i n v o l v e d i n v a r i o u s c e l l u l a r p r o c e s s e s b y m o d u l a t i o n o f i o n 

t r a n s p o r t . T h o s e , w h i c h a r e i n f l u e n c e d b y c a n n a b i n o i d s , h a v e t h e f o l l o w i n g r o l e s : 

• T r a n s i e n t r e c e p t o r p o t e n t i a l v a n i l l o i d 1 ( T R P V 1 ) , t o g e t h e r w i t h T r a n s i e n t 

r e c e p t o r p o t e n t i a l a n k y r i n 1 ( T R P A 1 ) , i s c o n c e n t r a t e d a n d p l a y s a r o l e i n 

p e r i p h e r a l s e n s o r y n e u r o n s r e s p o n s i b l e f o r t h e p e r c e p t i o n o f 

t e m p e r a t u r e 1 2 7 1 2 8 , p a i n 1 2 9 1 3 0 , a n d i t c h 1 3 1 1 3 2 . M o r e o v e r , t h e T R P s m o d u l a t e 

i n f l a m m a t o r y a n d d e r m a t i t i s r e s p o n s e s 1 3 3 1 3 4 . 

• T R P V 2 p o t e n t i a l l y m e d i a t e s a n d i s i n d u c e d b y i n f l a m m a t i o n 1 3 5 1 3 6 a n d 

r e s p o n s e s t o t h e r m a l s t i m u l a t i o n 1 3 7 . 

2 5 



• T R P V 3 i s a s s o c i a t e d w i t h t h e s e n s a t i o n o f p a i n 1 3 8 , i t c h 1 3 9 , a n d 

t e m p e r a t u r e 1 4 0 , 1 4 1 . 

• T R P V 4 r e s p o n s e s t o p a i n 1 4 2 , m e c h a n i c a l s t i m u l i 1 4 3 , a n d t e m p e r a t u r e 1 4 4 . 

A d d i t i o n a l l y , t h i s o n e i s r e s p o n s i b l e f o r o s m o t i c b a l a n c i n g 1 4 5 a n d 

t h e s e n s a t i o n o f o s m o t i c c h a n g e s 1 4 6 . 

• F i n a l l y , t h e T r a n s i e n t r e c e p t o r p o t e n t i a l m e l a s t a t i n 8 ( T R P M 8 ) a c t s a s a n o t h e r 

t h e r m a l s e n s o r 1 4 7 . 

A R f a m i l y o f r e c e p t o r s c o m p r i s i n g a l , a 2 , p i , P 2 , a n d P 3 s u b t y p e s p l a y a w i d e v a r i e t y 

o f r o l e s , s u c h a s i n m e t a b o l i c r e g u l a t i o n , c a r d i a c f u n c t i o n , m u s c l e c o n t r a c t i o n , b l o o d 

p r e s s u r e , a n d n e u r a l m o d u l a t i o n 1 4 8 - 1 5 0 . N a m e l y , t h e a 2 - A R r e c e p t o r i n v o l v e d i n p a i n 

s e n s a t i o n , i n d u c t i o n o f s e d a t i o n 1 5 1 , i n s u l i n r e l e a s e 1 5 2 , a n d n o r e p i n e p h r i n e r e l e a s e 1 5 3 i s 

i n f l u e n c e d b y c a n n a b i n o i d s 

T h e o p i o i d r e c e p t o r s a r e a l s o a f f e c t e d b y c a n n a b i n o i d s i n v o l v i n g u - a n d 5 - a n d 

K - O P R r e c e p t o r s , a l l h a v i n g a n a l g e s i c f u n c t i o n s 1 5 4 1 5 5 a n d a n e f f e c t o n b e h a v i o u r 1 5 6 a n d 

l o c o m o t i o n 1 5 7 . 

1.10. Cannabis medicinal applications 

N u m e r o u s m e d i c a l c o n d i t i o n s h a v e b e e n s u g g e s t e d a s t h e r a p e u t i c a l l y t a r g e t a b l e b y 

c a n n a b i s a n d c a n n a b i n o i d s . M u l t i p l e s c l e r o s i s o f f e r s a n e x a m p l e . I t i s a n i n f l a m m a t o r y a n d 

d e m y e l i n a t i n g n e u r o d e g e n e r a t i v e d i s e a s e , w h i c h i s n o w a d a y s i n c u r a b l e . T h e r e f o r e , 

t h e t r e a t m e n t f o c u s e s o n s l o w i n g d o w n a n d s y m p t o m s m a n a g e m e n t 1 5 8 . I n t h i s c a s e , c a n n a b i s 

f o r m u l a t i o n ( S a t i v e x , A 9 - T H C : C B D , 1 : 1 ) i s a p p r o v e d i n s e v e r a l c o u n t r i e s f o r t r e a t i n g 

s p e c i f i c s y m p t o m s , p o t e n t i a l l y l e a d i n g t o a b e t t e r q u a l i t y o f l i f e 1 5 9 1 6 0 . 

T h e e f f e c t s o f c a n n a b i s a n d c a n n a b i n o i d s o n m o v e m e n t d i s o r d e r s s u c h a s T o u r e t t e 

s y n d r o m e , P a r k i n s o n ' s d i s e a s e , H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e , a m y o t r o p h i c l a t e r a l s c l e r o s i s , a n d 

c e r v i c a l d y s t o n i a h a v e a l s o b e e n e x a m i n e d . F o r e x a m p l e , p a t i e n t s w i t h T o u r e t t e s y n d r o m e , 

a n e u r o d e v e l o p m e n t a l d i s e a s e c h a r a c t e r i s e d b y t i c s a n d o b s e s s i v e - c o m p u l s i v e b e h a v i o u r s , 

w e r e i n v e s t i g a t e d w h e n g i v e n A 9 - T H C . I t w a s d e t e r m i n e d t h a t A 9 - T H C m i g h t h e l p r e d u c e 

s y m p t o m s 1 6 1 . P a r k i n s o n ' s d i s e a s e b e l o n g s t o t h e n e u r o d e g e n e r a t i v e d i s o r d e r s c h a r a c t e r i s e d 
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b y t r e m o r s a n d b r a d y k i n e s i a . C a n n a b i n o i d s o r s m o k e d c a n n a b i s w e r e t e s t e d i n s e v e r a l s t u d i e s 

e v a l u a t i n g s y m p t o m s w i t h c o n f l i c t i n g r e s u l t s 1 6 2 1 6 3 . 

T h e s y m p t o m s o f n e u r o d e g e n e r a t i v e H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e i n c l u d e c h o r e a , d y s t o n i a , 

a n d i m p a i r m e n t o f m o t o r a b i l i t y , c o g n i t i o n , a n d b e h a v i o u r . I n a r e s e a r c h o f t h e s y m p t o m s , 

c a n n a b i d i o l a n d t h e s y n t h e t i c c a n n a b i n o i d N a b i l o n e w e r e t r i e d , a n d t h e r e s u l t s s h o w e d w e a k 

o r n o e f f e c t 8 0 1 6 4 . 

T h e n e u r o d e g e n e r a t i v e c o n d i t i o n k n o w n a s a m y o t r o p h i c l a t e r a l s c l e r o s i s i s 

c h a r a c t e r i s e d b y p r o g r e s s i v e p a r a l y s i s a n d c r a m p i n g . A s t u d y o n t h e e f f e c t s o f A 9 - T H C o n 

c r u m p s f o u n d n o d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e A 9 - T H C g r o u p a n d t h e p l a c e b o g r o u p 1 6 5 . C e r v i c a l 

d y s t o n i a i s a n e u r o l o g i c a l d i s o r d e r c h a r a c t e r i s e d b y f o c a l d y s t o n i a . D r o n a b i n o l , a s y n t h e t i c 

c a n n a b i n o i d , w a s e x a m i n e d b u t h a d n o i m p a c t o n d i s e a s e s y m p t o m s 1 6 6 . 

I n s e v e r a l s t u d i e s , c a n n a b i s a n d i t s p r o d u c t s w e r e t e s t e d a g a i n s t p s y c h i a t r i c c o n d i t i o n s 

s u c h a s a n x i e t y , s l e e p i n g d i s o r d e r s , a n d p s y c h o s i s . F o r e x a m p l e , C B D a d m i n i s t r a t i o n 

i m p r o v e d a n x i e t y 1 6 7 . S l e e p i n g d i s o r d e r s w e r e t e s t e d w i t h N a b i l o n e a n d D r o n a b i n o l w i t h t h e 

p r o b a b l y b e n e f i c i a l r e s u l t 1 6 8 1 6 9 . P s y c h o s i s w a s s t u d i e d w i t h C B D , a n d a p o t e n t i a l 

a n t i p s y c h o t i c e f f e c t w a s r e p o r t e d 1 7 0 . 

E p i l e p s y i s a n e u r o l o g i c a l d i s o r d e r a s s o c i a t e d w i t h s e i z u r e s . I n t h i s c a s e , C B D - b a s e d 

m e d i c a t i o n E p i d i o l e x / E p i d y o l e x r e c e i v e d F D A a n d E u r o p e a n C o m m i s s i o n a p p r o v a l t o t r e a t 

s e v e r a l f o r m s o f t h e c o n d i t i o n 1 7 1 1 7 2 . N a b i l o n e e f f e c t , f o r i n s t a n c e , w a s e v a l u a t e d a g a i n s t 

a g i t a t i o n i n t h e c o n t e x t o f A l z h e i m e r d i s e a s e a n d p r e s u m a b l y h a d a ' p r o b a b l y b e n e f i c i a l ' 

r e s u l t 1 7 3 . 

T h e p a i n i n c o m b i n a t i o n w i t h c a n n a b i s a n d c a n n a b i n o i d s i s h i g h l y s t u d i e d . H o w e v e r , 

t h e c o n c l u s i o n s a r e c o n f l i c t i n g . T h e s t u d i e s c o u l d b e c a t e g o r i s e d b y t h e f o l l o w i n g t y p e s o f 

p a i n : a c u t e , c h r o n i c , d i s e a s e - a s s o c i a t e d , a n d n e u r o p a t h i c p a i n . M o n t e r o - O l e a s e t a l . ( 2 0 2 0 ) 6 2 

s u m m a r i s e s y s t e m a t i c r e v i e w s e v a l u a t i n g s t u d i e s a n d t r i a l s . 

T o g e t h e r w i t h c a n n a b i n o i d s a n d c a n n a b i s , c a n c e r i s a n o t h e r b r o a d s u b j e c t t h a t h a s 

r e c e i v e d e x t e n s i v e r e s e a r c h . S t u d i e s w e r e c o n d u c t e d t o f i n d t h e r a p e u t i c e f f e c t s a g a i n s t 

c h e m o t h e r a p y - i n d u c e d a d v e r s e e v e n t s a n d c a n c e r - a s s o c i a t e d s y m p t o m s . F o r e x a m p l e , 

N a b i l o n e a n d D r o n a b i n o l a r e a p p r o v e d c a n n a b i n o i d - b a s e d d r u g s f o r t r e a t i n g n a u s e a a n d 
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v o m i t i n g i n d u c e d b y a n t i c a n c e r d r u g s . I n t h e c a s e o f c a n c e r - r e l a t e d s y m p t o m s , i n c l u d i n g 

p a i n , t h e r e s u l t s v a r y f r o m a ' h a r m f u l ' t o a ' b e n e f i c i a l ' c o n c l u s i o n , s e e M o n t e r o - O l e a s e t a l . 

( 2 0 2 0 ) 6 2 . 

R h e u m a t i c c o n d i t i o n s a r e c h a r a c t e r i s e d b y c h r o n i c p a i n a n d g a t h e r s e v e r a l d i s e a s e s . 

F o r e x a m p l e , r h e u m a t o i d a r t h r i t i s i s a n a u t o i m m u n e d i s e a s e a f f e c t i n g m a i n l y j o i n t s . S a t i v e x 

w a s t e s t e d a g a i n s t d i s e a s e - a s s o c i a t e d s y m p t o m s w i t h ' p o t e n t i a l l y b e n e f i c i a l ' e f f e c t s a t 

a t t e n u a t i o n o f p a i n 1 7 5 . 

T h e f i n a l e x a m p l e i s f i b r o m y a l g i a , a s y n d r o m e c h a r a c t e r i s e d b y m u s c u l o s k e l e t a l p a i n . 

N a b i l o n e w a s t e s t e d i n f i b r o m y a l g i a p a t i e n t s , b u t t h e s t u d i e s h a d c o n f l i c t i n g r e s u l t s 1 6 8 1 7 6 . 

M o s t s t u d i e s ' f i n d i n g s w e r e i n c o n s i s t e n t , w i t h t h e c o m m o n e s t c o n c l u s i o n s b e i n g 

' p r o b a b l y b e n e f i c i a l ' o r ' u n c l e a r ' . M e t h o d o l o g i c a l l i m i t a t i o n s a r e t h e p r i m a r y e x p l a n a t i o n 6 2 . 

M a n y o t h e r c o n d i t i o n s t e s t e d i n c o m b i n a t i o n w i t h c a n n a b i s a n d i t s p r o d u c t s w e r e 

r e s e a r c h e d ; f o r a s u m m a r y o f s y s t e m a t i c r e v i e w s , s e e M o n t e r o - O l e a s e t a l . ( 2 0 2 0 ) 6 2 . 

1.11. Cannabidiol 

A c a n n a b i n o i d f a m i l y i s a g r o u p o f p h y t o c o n s t i t u e n t s f o u n d i n t h e c a n n a b i s p l a n t , a n d 

C B D i s a m e m b e r o f t h i s g r o u p . D u e t o i t s h i g h e r p r o p o r t i o n a l p r e s e n c e i n p l a n t s , l a c k o f 

p s y c h o t r o p i c e f f e c t s , a n d c o n t e n t i o u s t r a i t s m o s t l y l i n k e d t o 9 - T H C , C B D o f f e r s a w i d e r a n g e 

o f r e s e a r c h o p p o r t u n i t i e s . A d d i t i o n a l l y , C B D i s t y p i c a l l y c o n s i d e r e d a s a f e s u b s t a n c e w i t h 

m i l d a d v e r s e e f f e c t s 1 7 7 . 

1.11.1. Structure of cannabidiol 

T h e b i o s y n t h e t i c p a t h w a y s t a r t s w i t h a C I 8 f a t t y a c i d c l e a v e d t o h e x a n o i c a c i d . T h i s 

C 6 i s f u r t h e r c o n v e r t e d t o t h e h e x a n o y l - C o A a n d e l o n g a t e d t o C 8 t e t r a k e t i d e - C o A . N e x t , C 8 

i s c y c l i s e d , f o r m i n g o l i v e t o l i c a c i d . I n t h i s s t e p , C I O i s o p r e n o i d g e r a n y l - P P , c o m i n g f r o m t h e 

m e t h y l e r y t h r i t o l 4 - p h o s p h a t e p a t h w a y , e n t e r s t h e r e a c t i o n . I t p r e n y l a t e s o l i v e t o l i c a c i d a n d 

t h u s f o r m s c a n n a b i g e r o l i c a c i d . T h e e n d p o i n t p r o d u c t , c a n n a b i d i o l i c a c i d ( C B D A ) , i s f o r m e d 

w i t h i n t h e l a s t o x i d a t i v e c y c l i s a t i o n r e a c t i o n . D e c a r b o x y l a t i o n t o a n e u t r a l f o r m o c c u r s w i t h 
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d r y i n g a n d h e a t i n g w i t h o u t e n z y m a t i c c o n t r i b u t i o n . F i n a l l y , a 2 1 - c a r b o n t e r p e n o p h e n o l i c 

c o m p o u n d i s c r e a t e d , c a l l e d ( - ) c a n n a b i d i o l 1 7 8 ( F i g . 6 ) . 

F i g . 6 . : - ( - ) C a n n a b i d i o l m o l e c u l e 

1.11.2. Medical targets of cannabidiol 

C B D h a s b e e n e x t e n s i v e l y i n v e s t i g a t e d o v e r t h e p a s t f e w d e c a d e s d u e t o i t s w i d e 

r a n g e o f c e l l u l a r t a r g e t s a n d n o n - p s y c h o a c t i v e p r o p e r t i e s . A m o n g m e d i c a l p r o p e r t i e s 

a t t r i b u t e d t o C B D b e l o n g : 

• A n t i - i n f l a m m a t o r y 1 7 9 

• A n t i o x i d a n t 1 8 0 

• A n x i o l y t i c 1 8 1 

• A n t i d e p r e s s i v e 1 8 1 

• A n t i p s y c h o t i c 1 8 1 

• A n t i c o n v u l s a n t 1 8 2 

• A n a l g e s i c 1 8 3 

T h e s e p r o p e r t i e s c a n d i d a t e C B D f o r t h e t r e a t m e n t o f t h e f o l l o w i n g p a t h o l o g i c a l 

c o n d i t i o n s : 

• D i a b e t e s 1 8 4 

• C a n c e r 1 8 5 

• A r t h r i t i s 1 8 6 

• A n x i e t y 1 8 7 

• P s y c h o s i s 1 8 7 

• E p i l e p s y 1 8 7 
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• C a r d i o v a s c u l a r d i s e a s e s 1 8 8 

• N e u r o d e g e n e r a t i v e d i s e a s e s 1 8 9 , 1 9 0 

• S k i n d i s e a s e s 1 9 1 

1.11.2.1. Cannabidiol molecular targets - the transcriptional level 

C B D t r a n s c r i p t i o n a l l y a l t e r s c e l l s p r a c t i c a l l y i n a l l a s p e c t s . F o r e x a m p l e , 

t h e f o l l o w i n g g r o u p s o f t r a n s c r i p t s w e r e a f f e c t e d b y C B D i n B V - 2 m i c r o g l i a l c e l l s 1 9 2 , 1 9 3 : 

• S t r e s s r e s p o n s e 

• T r a n s c r i p t i o n r e g u l a t i o n 

• M e t a b o l i s m 

• M e m b r a n e t r a n s p o r t 

• M e m b r a n e s e c r e t i o n 

• P h o s p h a t a s e s 

• A d h e s i o n 

• M i g r a t i o n 

• M o t i l i t y 

• M o r p h o g e n e s i s 

• A p o p t o s i s 

• C e l l c y c l e 

• P r o l i f e r a t i o n 

• G - p r o t e i n c o u p l e d r e c e p t o r s 

• K i n a s e s 

• R e g u l a t i o n o f t r a n s l a t i o n 

• I n f l a m m a t o r y c h e m o k i n e s 

• I n f l a m m a t o r y r e c e p t o r s 

• H o s t d e f e n c e 

• A d a p t i v e r e s p o n s e 

J u k n a t e t a l . ( 2 0 1 2 ) 1 9 3 a l s o e l a b o r a t e o n t h e a l t e r a t i o n s e m p h a s i s i n g z i n c ( Z n + ) 

h o m e o s t a s i s , i n c l u d i n g m e t a l l o t h i o n e i n s ( M T s ) . M T s w i l l b e d i s c u s s e d i n m o r e d e t a i l i n 

c h a p t e r 1 . 1 3 . 1 . 
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1.11.2.2. Cannabidiol molecular targets - protein level 

T h e e n d o c a n n a b i n o i d s y s t e m b e l o n g s a m o n g t h e m o s t s t u d i e d c e l l u l a r t a r g e t s 

c o m p r i s i n g C B 1 p r e d o m i n a n t l y d i s t r i b u t e d t o t h e b r a i n a n d C N S , C B 2 m a i n l y l o c a l i s e d t o 

t h e p e r i p h e r a l n e r v o u s s y s t e m a n d i m m u n e s y s t e m , a n d r e l a t i v e l y n e w c l a s s i f i e d 

G P R 5 5 8 8 1 9 4 1 9 5 . C B D a c t s a s a n i n v e r s e a g o n i s t f o r t h e C B 2 r e c e p t o r 1 9 6 1 9 7 , a n a n t a g o n i s t o f 

G P R 5 5 r e c e p t o r s 8 8 a n d i s r e p o r t e d t o b e a n e g a t i v e a l l o s t e r i c m o d u l a t o r o r i n v e r s e a g o n i s t o f 

C B 2 1 9 6 - 1 9 8 B a s e d o n t h e 0 p p 0 S i n g e f f e c t s o f C B D a n d A 9 - T H C o n t h e C B 1 r e c e p t o r , C B D 

m i g h t a t t e n u a t e A 9 - T H C m e d i a t e d a d v e r s e e f f e c t s 1 9 8 1 9 9 . S t u d i e s f o r t r e a t i n g b o w e l d i s o r d e r s , 

n e u r o l o g i c a l d i s e a s e s , a n d i n f l a m m a t o r y s k i n d i s e a s e s r e v e a l t h a t C B D ' s a n t i - i n f l a m m a t o r y 

a c t i v i t i e s m a y b e p a r t i a l l y e x p l a i n e d b y i t s i n v e r s e a g o n i s t i c a c t i v i t y a t C B 2 1 9 7 ' 2 0 0 ' 2 0 1 . C B D ' s 

a n t i s e i z u r e e f f e c t w a s s h o w n t o b e p a r t i a l l y m e d i a t e d b y i t s a n t a g o n i s t i c e f f e c t o n G P R 5 5 2 0 2 . 

N e x t , C B D w a s s h o w n t o d e c r e a s e t h e e f f i c a c y o f 2 - A G s i g n a l l i n g 1 9 8 a n d t o i n h i b i t F a t t y a c i d 

a m i d e h y d r o l a s e ( F A A H ) . N o t a b l e , F A A H i n h i b i t i o n c a u s e s a n i n c r e a s e d p o o l o f 

a n a n d a m i d e i n c e l l s 2 0 3 . C o n t r a r i l y , M a s s i , e t a l . ( 2 0 0 8 ) 2 0 4 r e p o r t e d C B D - m e d i a t e d i n d u c t i o n 

o f F A A H a c t i v i t y . 

T R P c h a n n e l s m o d u l a t i n g i n t r a c e l l u l a r c a l c i u m ( C a 2 + ) a n d c o n t r o l l i n g t e m p e r a t u r e , 

p a i n , o s m o l a r a n d m e c h a n i c p e r c e p t i o n s a r e h i g h l y s t u d i e d c o n c e r n i n g C B D . C B D i s 

a n a g o n i s t o f T R P V 1 a n d T R P V 2 c h a n n e l s a n d c a u s e s a n i n c r e a s e i n i n t r a c e l l u l a r C a 2 + 

l e v e l s 1 3 5 - 2 0 5 - 2 0 6 . S e v e r a l C B D - m e d i a t e d e f f e c t s a r e a t t r i b u t e d t o t h e m o d u l a t i o n o f T R P V 1 . 

F o r e x a m p l e , C B D - m e d i a t e d a n t i c o n v u l s a n t e f f e c t s a r e l i n k e d w i t h T R P V 1 ( a n d C B 1 a n d 

C B 2 r e c e p t o r s ) 2 0 7 . F u r t h e r m o r e , C B D r e d u c e d c o c a i n e r e w a r d b e h a v i o u r , r e v e r s e d b y 

t h e a d m i n i s t r a t i o n o f T R P V 1 ( a n d C B 2 a n d 5 - H T 1 A ) i n h i b i t o r s 2 0 8 . A d d i t i o n a l l y , C B D h a s 

a n t i h y p e r a l g e s i c p r o p e r t i e s d r i v e n b y T R P V 1 2 0 9 . C B D w a s f u r t h e r s h o w n t o m o d u l a t e 

T R P A 1 a n d a d e n o s i n e A l r e s u l t i n g i n a n t i n o c i c e p t i v e p r o p e r t i e s 2 1 0 . 

P P A R y p l a y s a r o l e i n g l u c o s e a n d l i p i d m e t a b o l i s m a n d i n s u l i n s i g n a l l i n g . N o t a b l y , 

t h e h i g h e s t e x p r e s s i o n o c c u r s i n a d i p o c y t e s , w h e r e P P A R y c o n t r o l s a d i p o c y t o k i n e s s e c r e t i o n 

a n d l i p i d l o a d s 2 1 1 . C B D i s r e p o r t e d t o b e a n a g o n i s t o f t h i s r e c e p t o r 2 1 2 , w h i c h s u g g e s t s 

a p o s i t i v e e f f e c t o n T y p e 2 D i a b e t e s . H o w e v e r , t h i s w a s n o t p r o v e n i n a c l i n i c a l t r i a l 

( N C T 0 1 2 1 7 1 1 2 2 1 3 ) 2 1 4 . P P A R y w a s f u r t h e r a s s o c i a t e d w i t h A l z h e i m e r ' s d i s e a s e , a n d C B D 

w a s p r o p o s e d t o b e e f f e c t i v e i n a t t e n u a t i n g A l z h e i m e r ' s d i s e a s e m a n i f e s t a t i o n 2 1 5 . 
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F u r t h e r m o r e , C B D i s a n a g o n i s t o f s e r o t o n i n r e c e p t o r 5 - H T 1 A 2 1 6 . T h e f a m i l y o f 

s e r o t o n i n r e c e p t o r s p l a y s r o l e s i n d i v e r s e g e n e r a l p r o c e s s e s t h r o u g h n e u r o n a l e x c i t a b i l i t y a n d 

n e u r o t r a n s m i t t e r r e l e a s e s , s u c h a s d e v e l o p m e n t , b e h a v i o u r , s e n s a t i o n , a n d e n d o c r i n e 

f u n c t i o n 2 1 7 . C B D w a s s h o w n t o b e a n a g o n i s t o f 5 - H T 1 A 2 1 6 . I n a s s o c i a t i o n w i t h 5 - H T 1 A , 

C B D w a s s t u d i e d a s a p o t e n t i a l a n t i - a n x i e t y c o m p o u n d 2 1 8 , s u b s t a n c e a t t e n u a t i n g m e c h a n i c a l 

a l l o d y n i a 2 1 9 , a n d i n c o o p e r a t i o n w i t h C B 2 , s u b s t a n c e d e c r e a s i n g n e u r o n a l i n f l a m m a t i o n 2 0 1 . 

A m o n g r e p o r t e d t a r g e t s , f e w c e l l u l a r t r a n s p o r t e r s h a v e b e e n i d e n t i f i e d , i n c l u d i n g 

A T P b i n d i n g c a s s e t t e s u b f a m i l y G m e m b e r 2 ( A B C G 2 ) 2 2 0 a n d p - g l y c o p r o t e i n ( p - g p ) 2 2 1 , b o t h 

o f w h i c h C B D i n h i b i t s , r e d u c i n g d r u g e f f l u x . T h e i n f o r m a t i o n i s r e l e v a n t f o r d r u g 

c o n t r a i n d i c a t i o n s l e a d i n g t o i n c r e a s e d d r u g t o x i c i t y . C o n t r a r i l y , E p i d i o l e x p r e s c r i b i n g 

i n f o r m a t i o n d o e s n o t a n t i c i p a t e i n t e r a c t i o n s w i t h p - g p t r a n s p o r t e r s b u t c a u t i o n s a t 

t h e p o s s i b i l i t y o f i n t e r f e r e n c e w i t h A B C G 2 a n d A B C B 1 1 t h r o u g h 7 - C O O H - C B D , a 

m e t a b o l i t e o f C B D 2 2 2 . T h i s t o p i c w i l l b e m o r e e x a m i n e d i n c h a p t e r 1 . 1 2 . 1 . 

A s u b s e t o f t h e c y t o c h r o m e P 4 5 0 ( C Y P 4 5 0 ) b i o t r a n s f o r m a t i o n e n z y m e s , i n c l u d i n g 

C Y P 1 A 1 , C Y P 1 A 2 , C Y P 2 C 9 , C Y P 2 C 1 9 , C Y P 2 D 6 , C Y P 3 A 4 , a n d C Y P 3 A 5 , w e r e f o u n d t o 

b e r e s p o n s i b l e f o r C B D ' s m e t a b o l i s m . T h e t w o m a i n e n z y m e s t h a t a p p e a r t o b e i n c h a r g e o f 

m e t a b o l i s m a r e C Y P 2 C 1 9 a n d C Y P 3 A 4 6 9 . T h e s e t w o e n z y m e s 2 2 3 t o g e t h e r w i t h U D P -

G l u c u r o n o s y l t r a n s f e r a s e s ( U G T s ) U G T 1 A 9 , U G T 2 B 7 2 2 4 , a n d C Y P 4 5 0 s : C Y P 1 A 2 , 

C Y P 2 B 6 , C Y P 2 C 8 , a n d C Y P 2 C 9 a r e a l s o h i g h l i g h t e d i n t h e p r e s c r i b i n g i n f o r m a t i o n f o r 

E p i d i o l e x , w h i c h w a r n s a g a i n s t p o t e n t i a l i n t e r a c t i o n s w i t h o t h e r m e d i c a t i o n s t h a t a r e 

m e t a b o l i s e d b y t h e C Y P 4 5 0 s 2 2 2 . T h e d r u g - d r u g i n t e r a c t i o n s b a s e d o n b i o t r a n s f o r m a t i o n 

e n z y m e s a r e d e s c r i b e d i n m o r e d e p t h b y B r o w n & W i n t e r s t e i n ( 2 0 1 9 ) 1 2 . 

A l o n g w i t h t h e p r e v i o u s l y m e n t i o n e d C B D t a r g e t s a n d p a t h o l o g i c a l c o n d i t i o n s , o t h e r s 

a r e s u g g e s t e d , i n c l u d i n g ( T a b . 2 ) : 
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T a b 2 . : L i s t o f c o n d i t i o n s p o t e n t i a l l y t r e a t a b l e b y C B D 

Target Pathological condition Reference 

A d e n o s i n e A 1 A A n t i a r r h y t h m i c e f f e c t G o n c a & D a r i c i ( 2 0 1 5 ) 2 2 5 

A d e n o s i n e A 2 A A n t i - i n f l a m m a t o r y e f f e c t C a r r i e r e t a l . ( 2 0 0 6 ) 2 2 6 

u - O P R a n d 5 - O P R D r u g - s e e k i n g b e h a v i o u r 

K a t h m a n n e t a l . ( 2 0 0 6 ) 2 2 7 

V i u d e z - M a r t i n e z e t a l . 

( 2 0 1 8 ) 2 2 8 

G l y R s u b u n i t s a l , a 3 , 

a n d P 2 

A n t i - i n f l a m m a t o r y , 

a n t i n o c i c e p t i v e , a n d 

n e u r o p r o t e c t i v e p r o p e r t i e s 

A h r e n s e t a l . ( 2 0 0 9 ) 2 2 9 

X i o n g e t a l . ( 2 0 1 2 ) 2 3 0 

G a m m a - a m i n o b u t y r i c 

a c i d t y p e A ( G A B A - A ) 

r e c e p t o r 

A n t i c o n v u l s a n t a n d a n x i o l y t i c 

e f f e c t s 
B a k a s e t a l . ( 2 0 1 7 ) 2 3 1 

T R P V 3 I n f l a m m a t i o n 
D e P e t r o c e l l i s e t a l . 

( 2 0 1 2 ) 2 3 2 

D o p a m i n e D 2 
A n t i p s y c h o t i c p r o p e r t i e s a n d 

a n t i e p i l e p t i c p r o p e r t i e s 

S e e m a n ( 2 0 1 6 ) 2 3 3 

G h o v a n l o o e t a l . ( 2 0 1 8 ) 2 3 4 

C a l c i u m c h a n n e l s 
A n t i a r r h y t h m i c a n d 

n e u r o p r o t e c t i v e p r o p e r t i e s 

A h e t a l . ( 2 0 1 5 ) 2 3 5  

R y a n e t a l . ( 2 0 0 9 ) 2 3 6 

1.12. Cannabidiol and cancer 

N o w a d a y s , c a n c e r p a t i e n t s f r e q u e n t l y u t i l i z e C B D o r m a r i j u a n a i n g e n e r a l a s 

a p a l l i a t i v e c a r e c o m p o n e n t o r a s a w a y t o l e s s e n t h e s i d e e f f e c t s o f c h e m o t h e r a p y ( n a u s e a , 

v o m i t i n g , p a i n , l o s s o f a p p e t i t e ) 2 3 7 . A d d i t i o n a l l y , C B D i s b e i n g t h o r o u g h l y r e s e a r c h e d as 

a p o t e n t i a l a l t e r n a t i v e t h e r a p y f o r c a n c e r i n a v a r i e t y o f c a n c e r m o d e l s , i n c l u d i n g l u n g 2 3 8 , 

g l i o m a 2 3 9 , l e u k a e m i a 2 4 0 , m e l a n o m a 2 4 1 , e n d o m e t r i a l 2 4 2 , b r e a s t 2 4 3 , a n d c o l o n c a n c e r 2 4 4 . 

I t h a s b e e n d e m o n s t r a t e d t h a t C B D h a s a n t i - p r o l i f e r a t i v e a n d p r o - a p o p t o t i c 

c a p a b i l i t i e s a n d a c t i o n s t h a t l i m i t c a n c e r c e l l a n g i o g e n e s i s , m i g r a t i o n , a d h e s i o n , a n d 
1 9 9 2 4 5 2 4 6 

i n v a s i o n 
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1.12.1. Cannabidiol as a chemotherapy adjuvant 

O v e r t h e p a s t f e w y e a r s , C B D h a s u n d e r g o n e s u b s t a n t i a l r e s e a r c h a s a p o t e n t i a l 

c h e m o t h e r a p y a d j u v a n t . T h e r e a r e t w o m e t h o d s f o r a s s e s s i n g C B D c o n t r i b u t i o n : 

1 . T h e f i r s t m e t h o d e v a l u a t e s C B D a s a s u b s t a n c e r e d u c i n g t h e h a r m f u l e f f e c t s o f 

c h e m o t h e r a p y . C B D a t t e n u a t e d o r a l m u c o s i t i s i n m i c e t r e a t e d w i t h 5 - f l u o r o u r a c i l 2 4 7 . 

F u r t h e r m o r e , C B D d e c r e a s e d c i s p l a t i n - i n d u c e d r e n a l t o x i c i t y i n m i c e 2 4 8 a n d , i n l o w d o s e s , 

a l s o c i s p l a t i n - i n d u c e d e m e s i s i n s h r e w s 2 4 9 ' 2 5 0 . I n a d d i t i o n , C B D w a s r e p o r t e d t o a t t e n u a t e 

o x a l i p l a t i n - i n d u c e d n e u r o p a t h y p a i n i n m i c e 2 5 1 . L i k e w i s e , C B D f o r e s t a l l s p e r i p h e r a l 

n e u r o p a t h y i n m i c e c a u s e d b y p a c l i t a x e l 2 5 1 - 2 5 3 . S i m i l a r l y , C B D a t t e n u a t e d d o x o r u b i c i n -

i n d u c e d c a r d i a c i n j u r y i n r a t s a n d m i c e 2 5 4 , 2 5 5 . 

2 . A s e c o n d s t r a t e g y a s s e s s e s t h e p r o s p e c t i v e p o t e n t i a t i o n o f c h e m o t h e r a p e u t i c 

e f f e c t i v e n e s s . I n d e e d , t h e r e a r e p r e c l i n i c a l e x a m p l e s . F o r e x a m p l e , a m o u s e m o d e l w i t h 

p a n c r e a t i c d u c t a l a d e n o c a r c i n o m a c o t r e a t e d w i t h C B D a n d g e m c i t a b i n e o u t l i v e d m i c e t r e a t e d 

w i t h g e m c i t a b i n e a l o n e 2 5 6 . M o r e o v e r , C B D w a s s h o w n t o i n c r e a s e t h e d r u g u p t a k e o f 

c a r m u s t i n e i n g l i o b l a s t o m a c e l l u l a r m o d e l s 2 5 7 ' 2 5 8 a n d o v e r c o m e d r u g r e s i s t a n c e o f 

g l i o b l a s t o m a s t e m - l i k e c e l l s 2 5 9 . A d d i t i o n a l l y , C B D e n h a n c e s t h e e f f e c t i v e n e s s o f 

t e m o z o l o m i d e i n t h e g l i o b l a s t o m a c e l l u l a r m o d e l 2 5 8 ' 2 6 0 ' 2 6 1 a n d m o u s e x e n o g r a f t s 2 6 1 . L i k a r e t 

a l . ( 2 0 1 9 ) 2 6 2 f o u n d t h a t p a t i e n t s w h o r e c e i v e d r a d i a t i o n , t e m o z o l o m i d e , a n d C B D t r e a t m e n t 

h a d u n e x p e c t e d l y e x t e n d e d l i f e t i m e s . H o w e v e r , p r e c l i n i c a l m o u s e m o d e l s i n v o l v i n g 

g l i o b l a s t o m a x e n o g r a f t s d i d n o t c o n f i r m t h e i n c r e a s e d e f f i c a c y o f t h e c o m b i n a t i o n 2 6 3 . C B D 

w a s a l s o r e p o r t e d t o p o t e n t i a t e c i s p l a t i n t r e a t m e n t 2 6 4 , a l t h o u g h t h i s f i n d i n g w a s n o t c o n f i r m e d 

b y a n o t h e r g r o u p u s i n g a d i f f e r e n t m o d e l 2 6 5 . T h e o p p o s i t e r e s u l t w a s o b t a i n e d b y M a r z e d a e t 

a l . ( 2 0 2 2 ) 2 6 6 , w h o s h o w e d a n t a g o n i s t i c e f f e c t s o f C B D a n d c i s p l a t i n i n m e l a n o m a c e l l l i n e s . 

C B D h a s o v e r c o m e r e s i s t a n c e a g a i n s t o x a l i p l a t i n i n m i c e x e n o g r a f t s a n d c o l o r e c t a l c a n c e r 

c e l l s 2 6 7 . A d d i t i o n a l l y , a n a n t a g o n i s t i c e f f e c t o f C B D o n c a r b o p l a t i n w a s r e p o r t e d 2 6 8 . C B D 

i n c r e a s e d t h e t o x i c i t y o f v i n b l a s t i n e d u e t o a d e c r e a s e i n p - g p t r a n s p o r t e r e f f l u x 2 6 9 . In ovo 

s t u d i e s a t c h i c k e n e m b r y o c h o r i o a l l a n t o i c m e m b r a n e r e v e a l e d t h a t c o m b i n e d C B D p l u s 

p a c l i t a x e l a r e m o r e e f f e c t i v e t h a n e i t h e r t r e a t m e n t a l o n e 2 6 5 ' 2 7 0 . T h e e f f e c t w a s f u r t h e r s e e n i n 

a n o t h e r c e l l l i n e 2 6 4 , a l t h o u g h S a i n z - C o r t e t a l . ( 2 0 2 0 ) 2 7 1 d i d n o t c o n f i r m t h i s i n d i f f e r e n t c e l l 

l i n e s . I n p r o s t a t e c a n c e r m o d e l s , C B D a t l o w e r c o n c e n t r a t i o n s e n h a n c e d t h e c y t o t o x i c e f f e c t s 
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o f d o c e t a x e l . H i g h e r c h e m o t h e r a p y e f f i c a c y o f v i n c r i s t i n e a f t e r C B D w a s a l s o s u g g e s t e d 

f o r o v a r i a n c a n c e r c e l l l i n e s a n d c a n i n e n e o p l a s t i c c e l l l i n e s 2 7 3 ' 2 7 4 . A d d i t i o n a l l y , C B D 

p o t e n t i a t e d d o x o r u b i c i n t r e a t m e n t b y t h e i n c r e a s e d i n f l u x a n d d e c r e a s e d e f f l u x i n : 

• C o l o r e c t a l a d e n o c a r c i n o m a c e l l l i n e 2 2 1 

• G l i o b l a s t o m a c e l l l i n e 2 5 7 

• H e p a t o c e l l u l a r c a r c i n o m a c e l l l i n e 2 7 5 

• A n d o t h e r c e l l l i n e s 2 6 4 - 2 7 6 - 2 7 7 . 

B o r t e z o m i b w a s m o r e e f f i c i e n t i n m u l t i p l e m y e l o m a c e l l l i n e s i n c o m b i n a t i o n w i t h 

C B D 2 7 8 . O n t o p o f t h a t , C B D i n h i b i t e d t o p o t e c a n e f f l u x a n d t h u s i n c r e a s e d i t s t o x i c i t y i n 

t h e m o u s e c e l l l i n e o v e r e x p r e s s i n g t h e A B C G 2 t r a n s p o r t e r 2 2 0 . 

C B D , i n c o m b i n a t i o n w i t h s e v e r a l c h e m o t h e r a p i e s , i s a l s o p l a n n e d f o r s e v e r a l c l i n i c a l 

t r i a l s ( T a b . 3 ) : 

T a b 3 . : C l i n i c a l t r i a l s o f C B D i n c o m b i n a t i o n w i t h c h e m o t h e r a p y . 

5 - F l u o r o u r a c i l C o l o n o r r e c t a l c a n c e r 

G e m c i t a b i n e P a n c r e a t i c c a n c e r 
N C T 0 3 6 0 7 6 4 3 2 7 9 , s t a t u s : N o t y e t 

r e c r u i t i n g 
T e m o z o l o m i d e G l i o b l a s t o m a m u l t i f o r m e 

N C T 0 3 6 0 7 6 4 3 2 7 9 , s t a t u s : N o t y e t 

r e c r u i t i n g 
B o r t e z o m i b M u l t i p l e m y e l o m a 

N C T 0 3 6 0 7 6 4 3 2 7 9 , s t a t u s : N o t y e t 

r e c r u i t i n g 

O x a l i p l a t i n 
C o l o n o r r e c t a l c a n c e r 

O x a l i p l a t i n 
- N C T 0 4 5 8 2 5 9 1 2 8 0 , s t a t u s : N o t y e t 

P a c l i t a x e l - r e c r u i t i n g 

N e u r o t o x i c C o l o r e c t a l , b r e a s t , u t e r i n e , N C T 0 4 3 9 8 4 4 6 2 8 1 , s t a t u s : N o t y e t 

c h e m o t h e r a p y o v a r i a n , p a n c r e a t i c r e c r u i t i n g 

T e m o z o l o m i d e G l i o b l a s t o m a m u l t i f o r m e 
N C T 0 3 6 8 7 0 3 4 2 8 2 , s t a t u s : N o t y e t 

r e c r u i t i n g 
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1.13. The link between cannabis and protein homeostasis 

C B D ' s b i o l o g i c a l e f f e c t s a l s o i n c l u d e n u m e r o u s t a r g e t s a s s o c i a t e d w i t h U P S a n d t h u s 

p o t e n t i a l l y a f f e c t s p r o t e o s t a s i s . F o r e x a m p l e , C B D m o d u l a t e s t h e t r a n s c r i p t i o n l e v e l o f s o m e 

E R - s t r e s s - r e s p o n d i n g p r o t e i n s i n m i c r o g l i a l c e l l s 1 9 2 . N e v e r t h e l e s s , p r e d o m i n a n t e f f e c t s 

r e s u l t i n g i n t h e p r o t e c t i o n o f c e l l u l a r p r o t e i n s a r e i n d i r e c t . I t h a s f r e q u e n t l y b e e n 

d e m o n s t r a t e d t h a t C B D a c t s o n a n t i - i n f l a m m a t o r y , a n t i / p r o - o x i d a n t p a t h w a y s , v a r i o u s 

c h a n n e l s , a n d r e c e p t o r s i n v o l v e d i n n e u r o d e g e n e r a t i o n 1 8 0 1 9 0 ' 2 8 3 ' 2 8 4 . G r o w i n g e v i d e n c e f o r 

t h e i n v o l v e m e n t o f C B D i n p r o t e i n h o m e o s t a s i s r e s u l t s i n c l i n i c a l t r i a l s t e s t i n g C B D a g a i n s t 

n e u r o d e g e n e r a t i v e a n d n e u r o d e v e l o p m e n t a l d i s e a s e s ( T a b . 4 ) : 

T a b 4 . : L i s t o f c l i n i c a l t r i a l s t e s t i n g C B D i n p a t i e n t s o f n e u r o d e g e n e r a t i v e a n d 
n e u r o d e v e l o p m e n t a l d i s e a s e s . 

N C T 0 3 5 8 2 1 3 7 2 8 5 

S t a t u s : C o m p l e t e d 
P a r k i n s o n ' s d i s e a s e 

N C T 0 4 4 3 6 0 8 1 2 8 6 

S t a t u s : R e c r u i t i n g 
A l z h e i m e r ' s d i s e a s e 

N C T 0 2 5 4 4 7 6 3 2 8 7 ' 2 8 8 

S t a t u s : C o m p l e t e d 
T u b e r o u s S c l e r o s i s C o m p l e x 

N C T 0 2 5 4 4 7 5 0 2 8 9 

S t a t u s : C o m p l e t e d 
T u b e r o u s S c l e r o s i s C o m p l e x 

N C T 0 4 4 8 5 1 0 4 2 9 0 

S t a t u s : R e c r u i t i n g 
T u b e r o u s S c l e r o s i s C o m p l e x 
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1.13.1. Metallothioneins 

C B D p o s i t i v e l y r e g u l a t e s t h e m e t a l l o t h i o n e i n ( M T ) p a t h w a y 1 9 3 . M T s a r e a f a m i l y o f 

s m a l l p r o t e i n s i n v o l v e d i n c e l l u l a r t r a n s p o r t , s t o r a g e , a n d e l i m i n a t i o n o f b i o g e n i c o r t o x i c 

m e t a l s 2 9 1 " 2 9 3 ( F i g . 6 ) . A l t h o u g h t h e i r p r i m a r y p u r p o s e i s t o m a i n t a i n t h e b a l a n c e o f Z n + a n d 

c o p p e r ( C u 2 + ) , t h e i r s t r u c t u r e w i t h h i g h c y s t e i n e c o n t e n t a l l o w s b i n d i n g o f h e a v y m e t a l 

c a t i o n s ( m a i n l y d i v a l e n t ) 2 9 3 , t h u s p r o t e c t i n g t h e c e l l u l a r p r o t e i n s . M T s a r e a l s o i n v o l v e d i n 

o x i d a t i v e s t r e s s r e s p o n s e 2 9 4 a n d b i n d e v e n n o n - m e t a l d r u g s 2 9 5 ' 2 9 6 s e r v i n g a s b r o a d - s p e c t r u m 

d e t o x i f i c a t o r s . T h e y a l s o p l a y a r o l e i n c o n t r o l l i n g c e l l g r o w t h , p r o l i f e r a t i o n , a n d 

c a r c i n o g e n e s i s 2 9 1 . 

M T s d i v i d e s i n t o f o u r c l a s s e s : M T - 1 , M T - 2 , M T - 3 , a n d M T - 4 . M T - 1 a n d - 2 ( o r M T -

2 A ) a r e i n d u c i b l e a n d e x p r e s s e d i n m a n y t i s s u e s , e s p e c i a l l y i n t h e l i v e r , p a n c r e a s , a n d 

k i d n e y s 2 9 2 ' 2 9 7 ' 2 9 8 . M T - 1 i s f u r t h e r s u b d i v i d e d i n t o f u n c t i o n a l g e n e s MT-1 A, -IB, -IE, -IF, 

-1G, -1H, -lHlike 1, -1M, -IX, a n d p s e u d o g e n e s M 7 - 1 C , -ID, -II, -1J, -1L, -1P1, -1P3291'299. 

E v e n t h o u g h c e r t a i n M T - 1 i s o f o r m s p e r f o r m e s s e n t i a l l y t h e s a m e f u n c t i o n , t h e y m i g h t b e 

p r e f e r e n t i a l l y e x p r e s s e d i n d i f f e r e n t t i s s u e s 2 9 1 ' 2 9 2 . M T - 3 i s e x p r e s s e d i n t h e b r a i n a n d m a l e 

r e p r o d u c t i v e s y s t e m , w h i l e M T - 4 i s f o u n d i n t h e s k i n a n d u p p e r i n t e s t i n a l t r a c t . B o t h c l a s s e s 

( M T - 3 , M T - 4 ) a r e e x p r e s s e d c o n s t i t u t i v e l y 2 9 2 ' 2 9 7 ' 2 9 8 . I n c o n t r a s t t o M T - 3 , w h i c h i s m o r e 

i m p o r t a n t f o r n e u r o d e v e l o p m e n t a n d b r a i n p r o t e c t i o n 3 0 0 ' 3 0 1 . M T s a c t i v i t y l i e s i n t h e a b i l i t y t o 

c h e l a t e m e t a l s a n d t h u s p r o t e c t s , b e s i d e s o t h e r t h i n g s , c e l l u l a r p r o t e o m e a g a i n s t ( i n ) d i r e c t 

d a m a g e c a u s e d b y t h e h a r m f u l m e t a l s 2 9 1 _ 2 9 3 . 

T h e p r i m a r y t r a n s c r i p t i o n a l r e g u l a t o r f o r b a s a l a n d i n d u c i b l e M T - 1 a n d - 2 i s M e t a l -

r e s p o n s i v e e l e m e n t - b i n d i n g t r a n s c r i p t i o n f a c t o r 1 ( M T F 1 ) 3 0 2 . M T F 1 s e n s e s a n d b i n d s e x c e s s 

o f Z n + i n t h e c y t o p l a s m a n d t h u s i s a c t i v a t e d t o t r i g g e r M T s t r a n s c r i p t i o n . I n a d d i t i o n , o t h e r 

m e t a l s a c t i v a t e M T F 1 i n d i r e c t l y t h r o u g h a n i n c r e a s e i n f r e e i n t r a c e l l u l a r Z n + r e l e a s e d f r o m 

Z n + - s a t u r a t e d M T s 3 0 3 - 3 0 5 . 

M T s a r e s u g g e s t e d a s p r o g n o s t i c m a r k e r s f o r a v a r i e t y o f m a l i g n a n c i e s a s w e l l as 

c h e m o t h e r a p y r e s p o n s e s , w h i c h i s i n - d e p t h s u m m a r i s e d i n n u m e r o u s r e v i e w s 2 9 1 ' 2 9 2 ' 2 9 7 ' 2 9 8 . 
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AIMS 

P e r f o r m a s c r e e n f o r s u b s t a n c e s i n t e r f e r i n g w i t h t h e b i o l o g i c a l a c t i v i t y o f d i s u l f i r a m ' s 

m e t a b o l i t e b i s - d i e t h y l d i t h i o c a r b a m a t e - c o p p e r c o m p l e x ( C u E T ) 

E x p e r i m e n t a l l y c o n f i r m a n d s h o w t h e i n t e r f e r i n g p o t e n t i a l o f i d e n t i f i e d s u b s t a n c e ( s ) 

U n c o v e r t h e m e c h a n i s m o f a c t i o n o f i d e n t i f i e d i n t e r f e r i n g s u b s t a n c e ( s ) 
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3. M A T E R I A L S AND METHODS 

3.1. Cell lines 

H u m a n o s t e o s a r c o m a c e l l l i n e s U - 2 - O S ( A T C C ) , U - 2 - O S e c t o p i c a l l y e x p r e s s i n g 

N P L 4 - G F P ( S k r o t t e t a l . , 2 0 1 7 ) , U - 2 - O S e c t o p i c a l l y e x p r e s s i n g M T - 2 A - G F P , h u m a n b r e a s t 

a d e n o c a r c i n o m a M D A - M B - 2 3 1 , a n d r e t i n a l p i g m e n t e p i t h e l i a h T E R T R P E - 1 ( A T C C ) w e r e 

u s e d . C e l l s w e r e c u l t u r e d i n D M E M m e d i a ( L o n z a ) s u p p l e m e n t e d w i t h 1 0 % f e t a l b o v i n e 

s e r u m ( T h e r m o F i s c h e r S c i e n t i f i c ) a n d 1 % p e n i c i l l i n / s t r e p t o m y c i n ( S i g m a - A l d r i c h ) . 

3.2. High throughput screening for detection of C u E T activity 

interferers 

U - 2 - O S - N P L 4 - G F P c e l l s w e r e s e e d e d i n 3 8 4 - w e l l p l a t e s ( P e r k i n E l m e r , C e l l C a r r i e r -

U l t r a P l a t e ) a t a d e n s i t y o f 1 2 5 0 c e l l s p e r w e l l . T h e c e l l s w e r e p r e - t r e a t e d w i t h l i b r a r y o f 1 2 8 2 

c o m p o u n d s a t 1 0 u M c o n c e n t r a t i o n f o r 1 7 h o u r s , f o l l o w e d b y t r e a t m e n t w i t h 0 . 2 L I M C U E T 

f o r 3 h o u r s . T h e c e l l s w e r e t h e n p r e - e x t r a c t e d u s i n g 0 . 2 % T r i t o n X - 1 0 0 b u f f e r c o n t a i n i n g 

l O u M H o e c h s t 3 3 3 4 2 . N e x t , t h e c e l l s w e r e w a s h e d b y l x P B S , a n d f i x e d b y 1 % f o r m a l d e h y d e 

f o r 1 0 m i n u t e s . T h e l a s t s t e p w a s w a s h i n g w i t h l x P B S a n d a d d i n g 3 0 u l o f l x P B S t o e a c h 

w e l l . 

A n a u t o m a t e d m i c r o s c o p i c p l a t f o r m w a s u s e d t o a c q u i r e e a c h w e l l ( Y o k o g a w a 

C V 7 0 0 0 , 1 0 x a i r o b j e c t i v e ) . F o u r p o s i t i o n s p e r w e l l w e r e t a k e n a n d a n a l y s e d b y C o l u m b u s 

( P e r k i n - E l m e r ) . T h e H o e c h s t d y e s i g n a l w a s u s e d t o i d e n t i f y n u c l e i . F i n a l l y , t h e i n t e n s i t y o f 

t h e N P L 4 - G F P s i g n a l w a s a n a l y s e d , a n d m e a n s w e r e p l o t t e d t o t h e d o t p l o t . 

3.3. Gene silencing and transient overexpression 

T r a n s f e c t i o n s w e r e p e r f o r m e d w i t h s i R N A a g a i n s t M T F 1 ( c a t . n . : S R 3 0 2 9 9 1 , 

O r i G e n e ) , s i R N A a g a i n s t M T - 2 A ( c a t . n . : S R 3 0 2 9 8 7 , O r i G e n e ) e x p r e s s i o n p l a s m i d 

c o n t a i n i n g M y c - D D K - t a g g e d M T - 2 A ( c a t . n . : R C 2 0 2 7 4 8 , O r i G e n e ) a n d e x p r e s s i o n p l a s m i d 

w i t h G F P - M T - 2 A ( c a t . n . : R G 2 0 2 7 4 8 , O r i G e n e ) . G e n e s i l e n c i n g a n d t r a n s f e c t i o n o f p l a s m i d s 
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w e r e p e r f o r m e d u s i n g L i p o f e c t a m i n e R N A i M A X ( c a t . n . : 1 3 7 7 8 - 0 7 5 , I n v i t r o g e n ) a n d 

L i p o f e c t a m i n e 2 0 0 0 ( c a t . n . : 1 1 6 6 8 - 0 2 7 , I n v i t r o g e n ) , r e s p e c t i v e l y . T h e p r o t o c o l w a s 

f o l l o w e d a c c o r d i n g t o t h e m a n u f a c t u r e r ' s i n s t r u c t i o n s . C e l l s w e r e r e s e e d e d a f t e r 2 4 h o u r s a n d 

t r e a t e d a f t e r a d d i t i o n a l 4 8 h o u r s . 

3.4. Establishment of stable cell lines 

C e l l s w e r e t r a n s f e c t e d w i t h a n e x p r e s s i o n p l a s m i d c a r r y i n g T u r b o G F P - t a g g e d M T -

2 A ( c a t . n o : R G 2 0 2 7 4 8 , O r i G e n e ) . F o r t h e t r a n s f e c t i o n , L i p o f e c t a m i n e 2 0 0 0 ( c a t . n o : 1 1 6 6 8 -

0 2 7 , I n v i t r o g e n ) w a s u s e d , a n d t h e p r o t o c o l w a s f o l l o w e d a c c o r d i n g t o t h e m a n u f a c t u r e r ' s 

i n s t r u c t i o n s . N e x t , t h e c e l l s w e r e c u l t i v a t e d i n t h e p r e s e n c e o f s e l e c t i v e a n t i b i o t i c s ( G e n e t i c i n , 

G 4 1 8 ; S i g m a , 4 0 0 u g m L - 1 ) , w h i c h w e r e c h a n g e d e v e r y 2 - 3 d a y s . A f t e r e s t a b l i s h i n g n e w 

c e l l l i n e s , o r i g i n a t i n g f r o m a s i n g l e c e l l , c l o n a l c e l l l i n e s w e r e p r o d u c e d . 

3.5. 2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-

Tetrazolium-5-Carboxanilide (XTT) assay 

T h e c e l l s w e r e s e e d e d i n a 9 6 - w e l l p l a t e a t a d e n s i t y o f 5 0 0 0 c e l l s p e r w e l l a n d t r e a t e d 

a s d e s c r i b e d i n t h e f i g u r e l e g e n d s . X T T a s s a y ( A p p l i c h e m ) w a s c a r r i e d o u t a s d e s c r i b e d i n 

t h e m a n u f a c t u r e r ' s i n s t r u c t i o n s . I n s h o r t , t h e X T T s o l u t i o n w a s a p p l i e d t o t h e m e d i a a n d 

i n c u b a t e d f o r 3 0 - 1 2 0 m i n u t e s . T h e d y e i n t e n s i t y w a s m e a s u r e d a t t h e 4 7 5 n m w a v e l e n g t h 

u s i n g a s p e c t r o m e t e r ( T E C A N , I n f i n i t e M 2 0 0 P R O ) . T h e r e s u l t s a r e p r e s e n t e d a s m e a n v a l u e s 

a n d s t a n d a r d d e v i a t i o n s f r o m 3 i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s p e r f o r m e d i n 5 t e c h n i c a l r e p l i c a t e s . 

3.6. Cell fractionation 

C e l l s w e r e s e e d e d o n a d i s h o r p l a t e a n d t r e a t e d a s d e s c r i b e d i n f i g u r e l e g e n d s . N e x t , 

t h e c e l l s w e r e w a s h e d w i t h l x P B S a n d i n c u b a t e d w i t h l y s i s b u f f e r ( 5 0 m M H E P E S p H 7 , 4 ; 

1 5 0 m M N a C l ; 2 m M M g C 1 2 ; 1 0 % g l y c e r o l ; 0 , 5 % T r i t o n - X ; p r o t e a s e i n h i b i t o r c o c k t a i l b y 

R o c h e ) f o r 1 0 m i n u t e s a t 4 °C, g e n t l y a g i t a t e d . C e l l s w e r e h a r v e s t e d w i t h t h e u s e o f a s c r a p p e r 

a n d t r a n s f e r r e d i n t o E p p e n d o r f t u b e s . A f t e r t h a t , t h e s a m p l e s i n t u b e s w e r e i n c u b a t e d o n i c e 

f o r 1 0 m i n u t e s a n d t h e n c e n t r i f u g e d f o r 1 0 m i n u t e s a t 4°C a t 2 0 0 0 0 x g . T h e s u p e r n a t a n t w a s 
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t r a n s f e r r e d t o t h e n e w E p p e n d o r f t u b e , a n d b o t h f r a c t i o n s ( s u p e r n a t a n t a n d p e l l e t ) w e r e l y s e d 

b y 2 x L S B b u f f e r . P r e p a r e d s a m p l e s w e r e a n a l y s e d w i t h t h e u s e o f i m m u n o b l o t t i n g . 

3.7. Immunoblotting 

C e l l l y s a t e s w e r e s e p a r a t e d b y S D S - P A G E o n a h a n d - c a s t ( 8 % , 1 5 % ) g e l s o r 4 - 1 5 % 

M i n i - P R O T E A N T G X T M P r e c a s t G e l ( B I O - R A D ) g e l s a n d t r a n s f e r r e d o n t o a n i t r o c e l l u l o s e 

m e m b r a n e . T h e m e m b r a n e w a s b l o c k e d w i t h 5 % b o v i n e m i l k d i s s o l v e d i n T B S - T w e e n 2 0 

( 0 , 1 % ) f o r 1 h o u r a t r o o m t e m p e r a t u r e . N e x t , t h e m e m b r a n e w a s i n c u b a t e d w i t h p r i m a r y 

a n t i b o d y o v e r n i g h t a t 4°C, w a s h e d t h r e e t i m e s b y T B S - T w e e n 2 0 , a n d i n c u b a t e d w i t h 

s e c o n d a r y a n t i b o d y f o r 1 h o u r a t r o o m t e m p e r a t u r e . A f t e r w a s h i n g s t e p s , t h e s e c o n d a r y 

a n t i b o d i e s w e r e v i s u a l i z e d u s i n g I m m o b i l o n F o r t e W e s t e r n H R P S u b s t r a t e ( c a t . n . : 

W B L U F 0 5 0 0 , M e r c k M i l l i p o r e ) . F i n a l l y , i m a g e s w e r e a c q u i r e d b y t h e C h e m i D o c i m a g i n g 

s y s t e m ( B i o - R a d ) . 

3.8. Quantitative fluorescence microscopy 

T h e c e l l s w e r e s e e d e d o n g l a s s c o v e r s l i p s a n d t r e a t e d a s d e s c r i b e d i n 

t h e f i g u r e l e g e n d s . N e x t , t h e c e l l s w e r e p r e - e x t r a c t e d f o r 1 m i n u t e w i t h p r e - e x t r a c t i o n b u f f e r 

( 0 , 5 % T r i t o n X - 1 0 0 ) , w a s h e d w i t h l x P B S , a n d w i t h 4 % f o r m a l d e h y d e f o r 1 5 m i n u t e s a t r o o m 

t e m p e r a t u r e . A l t e r n a t i v e l y , t h e c e l l s w e r e f i x e d f i r s t l y i n 4 % f o r m a l d e h y d e f o r 1 5 m i n u t e s 

a n d t h e n p e r m e a b i l i s e d w i t h 0 , 5 % T r i t o n X - 1 0 0 f o r 2 0 m i n u t e s . I n b o t h p r o t o c o l s , n u c l e i 

w e r e s t a i n e d w i t h D A P I ( l u g / m l ) a t r o o m t e m p e r a t u r e f o r 5 m i n u t e s . F l u o r e s c e n c e 

m i c r o s c o p e s w e r e u s e d t o v i s u a l i s e a n d a c q u i r e s a m p l e s ( Z e i s s L S M 7 8 0 o r O l y m p u s 1 X 8 1 

S c a n R a u t o m a t e d m i c r o s c o p e ) . S c a n R A n a l y s i s s o f t w a r e w a s u s e d t o p e r f o r m q u a n t i t a t i v e 

a n a l y s i s o f m i c r o s c o p i c d a t a . S T A T I S T I C A 1 3 ( T I B C O ) w a s u s e d t o a s s e s s t h e d a t a o b t a i n e d 

a n d p r o c e s s e d b y S c a n R . 
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3.9. Quantitative polymerase chain reaction 

T h e q P C R w a s p e r f o r m e d i n a 9 6 - w e l l p l a t e o r 8 - t u b e s t r i p ( R o c h e ) . L i g h t C y c l e r 

N a n o ( R o c h e ) o r L i g h t C y c l e r 4 8 0 I n s t r u m e n t I I ( R o c h e ) w e r e u s e d f o r t h e r e a c t i o n s . S a m p l e s 

w e r e r u n i n t h e p r e s e n c e o f a " g b S G P C R M a s t e r M i x " ( c a t . n . : 3 0 0 5 , G e n e r i B i o t e c h ) o r 

" F a s t S Y B R G r e e n M a s t e r M i x " ( c a t . n . : 4 3 8 5 6 1 2 , A p p l i e d B i o s y s t e m s ) . T h e p r i m e r s u s e d 

w e r e a s f o l l o w s : 

• H S P A 1 A 3 0 6 : 

F o r w a r d 5 ' - G C C T T T C C A A G A T T G C T G T T - 3 ' 

R e v e r s e 5 ' - T C A A C A T T G C A A A C A C A G G A - 3 ' 

• M T - 1 E : 

F o r w a r d 5 ' - G C C T G A C T G C T T G T T C G T C T - 3 ' 

R e v e r s e 5 ' - A A G A G C A G T T G G G G T C C A T T - 3 ' 

• M T - 2 A : 

F o r w a r d 5 ' - C C C G C T C C C A G A T G T A A A G A - 3 ' 

R e v e r s e 5 ' - T A G C A A A C G G T C A C G G T C A G - 3 ' 

• G A P D H 3 0 7 : 

F o r w a r d 5 ' - A G C C A C A T C G C T C A G A C A C - 3 ' 

R e v e r s e 5 ' - G C C C A A T A C G A C C A A A T C C - 3 ' 

T h e d e l t a - d e l t a C T m e t h o d w a s u s e d t o a s s e s s g e n e e x p r e s s i o n . 

3.10. Measurement of C u E T in culture medium and cells 

A c o m p l e t e c e l l c u l t u r e m e d i a ( D M E M , 1 0 % F B S , 1 % p e n i c i l l i n / s t r e p t o m y c i n ) w a s 

i n c u b a t e d w i t h C u E T o r C B D + C u E T c o m b i n a t i o n a s d e s c r i b e d i n t h e f i g u r e l e g e n d . T h e 

m e d i a w a s t h e n v o r t e x e d a n d m i x e d w i t h a c e t o n e i n a 1 :4 r a t i o . T h e m i x t u r e w a s c e n t r i f u g e d 
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a t 1 8 0 0 0 x g f o r 2 m i n u t e s a t 4°C. F o r m e a s u r e m e n t , t h e s u p e r n a t a n t w a s p u t i n t o g l a s s 

H P L C v i a l s . T h e C u E T c o m p l e x w a s m e a s u r e d u s i n g t h e H P L C - M S t e c h n i q u e p r e v i o u s l y 

r e p o r t e d 8 . T h e c a l i b r a t i o n c u r v e w a s u s e d t o c a l c u l a t e t h e q u a n t i f i c a t i o n o f t h e C u E T 

c o m p l e x . 

S u b - c o n f l u e n t U - 2 - O S c e l l s w e r e t r e a t e d w i t h C u E T o r C B D + C u E T c o m b i n a t i o n as 

d e s c r i b e d i n f i g u r e l e g e n d t o m e a s u r e t h e c o n c e n t r a t i o n o f C u E T i n t h e c e l l s . T h e m e d i a w a s 

t h e n r e m o v e d , c e l l s w e r e w a s h e d t w i c e w i t h l x P B S , a n d l x P B S w a s a s p i r a t e d t h o r o u g h l y . 

C e l l s w e r e h a r v e s t e d b y a s c r a p p e r a n d s t o r e d a t -80°C. C e l l u l a r p e l l e t s w e r e t h e n 

h o m o g e n i s e d w i t h a c e t o n e a n d c e n t r i f u g e d 1 8 0 0 0 x g f o r 2 m i n u t e s a t 4 °C, a n d t h e 

s u p e r n a t a n t w a s t r a n s f e r r e d i n t o a g l a s s H P L C v i a l . T h e C u E T c o m p l e x w a s a n a l y s e d b y t h e 

H P L C - M S m e t h o d d e s c r i b e d p r e v i o u s l y 8 . T h e c a l i b r a t i o n c u r v e w a s u s e d t o c a l c u l a t e t h e 

q u a n t i t y o f t h e C u E T c o m p l e x . 

3.11. Statistical analysis 

S e p a r a t e d b a r g r a p h s o f q P C R e x p e r i m e n t s a r e d i s p l a y e d a s m e a n ± S D f r o m 3 

i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s . X Y g r a p h s o f X T T a s s a y , i n c l u d i n g e r r o r b a r s , a r e p l o t t e d a s m e a n 

a n d e r r o r ± S D . A l l t h e f i g u r e s d e p i c t 3 i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s , w i t h e a c h p o i n t p r e s e n t i n g 

5 r e p l i c a t e s . 2 D b o x p l o t s o f t h e q u a n t i t a t i v e m i c r o s c o p y a n a l y s i s a r e p l o t t e d a s m e d i a n ± 

S D . A l l t h e e x p e r i m e n t s w e r e c a r r i e d o u t i n 3 i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s . T h e f i g u r e d e p i c t i n g 

t h e 2 D b o x p l o t r e p r e s e n t s a r a n d o m s e l e c t i o n f r o m o n e o f t h e e x p e r i m e n t s . T h e u n p a i r e d t -

t e s t w a s u s e d t o d e t e r m i n e s t a t i s t i c a l s i g n i f i c a n c e , a n d t h e r e s u l t i n g p - v a l u e i s d i s p l a y e d i n 

g r a p h s a n d f i g u r e l e g e n d s . S T A T I S T I C A 1 3 o r G r a p h P a d P r i s m 8 . 0 . 1 w e r e u s e d f o r t h e 

g r a p h i c a l p r o c e s s i n g . G r a p h P a d P r i s m 8 . 0 . 1 a n d 9 . 2 . 0 w e r e u s e d t o c a l c u l a t e s t a t i s t i c a l 

s i g n i f i c a n c e a n d I C 5 0 v a l u e . 

3.12. Chemicals and antibodies 

T h e f o l l o w i n g a n t i b o d i e s w e r e u s e d f o r i m m u n o b l o t t i n g : a n t i - P - a c t i n ( 1 : 1 0 0 0 ; S a n t a 

C r u z B i o t e c h n o l o g y , c a t . n . : s c - 4 7 7 7 8 ) , a n t i - D D K ( 1 : 1 0 0 0 ; O r i G e n e , c a t . n . : T A 5 0 0 1 1 - 1 0 0 ) , 

a n t i - G A P D H ( c l o n e 1 D 4 , 1 : 5 0 0 ; G e n e T e x , c a t . n . : G T X 7 8 2 1 3 ) , a n t i - h i s t o n e H 3 ( 1 : 2 0 0 0 ; 

C e l l S i g n a l i n g , c a t . n . : 4 4 9 9 P ) , a n t i - M T F l ( 1 : 1 0 0 0 ; N O V U S B i o l o g i c a l s , c a t . n . : N B P 1 -
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8 6 3 8 0 ) , a n t i - N P L O C 4 ( 1 : 1 0 0 0 ; N O V U S B i o l o g i c a l , c a t . n . : N B P 1 - 8 2 1 6 6 ) , a n t i - U b i q u i t i n 

K 4 8 ( c l o n e A p u 2 , c a t . n . 0 5 - 1 3 0 7 , M i l l i p o r e ) g o a t - a n t i m o u s e I g G - H R P ( 1 : 1 0 0 0 ; G E 

H e a l t h c a r e , N A 9 3 1 ) , g o a t - a n t i - r a b b i t ( 1 : 1 0 0 0 ; G E H e a l t h c a r e , N A 9 3 4 ) , d o n k e y - a n t i g o a t 

I g G - H R P ( S a n t a C r u z B i o t e c h n o l o g y , s c - 2 0 2 0 ) . T h e f o r m u l a t i o n o f C u E T ( b i s -

d i e t h y l d i t h i o c a r b a m a t e - c o p p e r c o m p l e x ) i s d i r e c t l y s y n t h e s i s e d i n w a t e r i n t h e p r e s e n c e o f 

1 % b o v i n e s e r u m a l b u m i n , a s d e s c r i b e d p r e v i o u s l y 8 ' 3 0 8 . I n s h o r t , 1 0 m l o f 2 , 8 m M C u E T i s 

p r e p a r e d b y a d d i n g 2 0 0 p l o f 2 8 0 m M s o l u t i o n o f s o d i u m d i e t h y l d i t h i o c a r b a m a t e t r i h y d r a t e 

( D T C , S i g m a A l d r i c h ) a n d 2 8 p i o f 1 M C u C b ( S i g m a A l d r i c h ) i n t o 1 % s o l u t i o n o f b o v i n e 

s e r u m a l b u m i n i n d d H 2 0 ( S i g m a A l d r i c h ) . T h e C u E T f o r m u l a t i o n w a s s t o r e d f o r n o m o r e 

t h a n a m o n t h a t 4°C. T h e l O p M c h e l a t o r b a t h o c u p r o i n e d i s u l f o n i c a c i d ( S i g m a A l d r i c h ) w a s 

u s e d f o r c o p p e r c h e l a t i o n a n d w a s a d d e d t o c e l l s j u s t b e f o r e t h e d i s u l f i r a m ( S i g m a A l d r i c h ) 

t r e a t m e n t . F i n a l l y , C B D [ - ( - ) C a n n a b i d i o l ] w a s o r d e r e d f r o m A b e a m ( c a t . n . : a b 1 2 0 4 4 8 ) a n d 

d i s s o l v e d i n m e t h a n o l ( P e n t a ) t o a c o n c e n t r a t i o n o f 1 0 m M . 
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4. R E S U L T S 

4.1. A high-throughput screen for modulators of C u E T activity 
identified cannabidiol (CBD) 

A h i g h - t h r o u g h p u t s c r e e n i n g m e t h o d w a s d e s i g n e d t o i d e n t i f y b i o l o g i c a l l y a c t i v e 

m o l e c u l e s a f f e c t i n g t h e a n t i c a n c e r a c t i v i t y o f t h e c o p p e r b i s - d i e t h y l d i t h i o c a r b a m a t e - c o p p e r 

c o m p l e x ( C u E T ) . T h e s c r e e n w a s b a s e d o n e v a l u a t i n g C u E T ' s p r i m a r y a n t i c a n c e r t a r g e t , 

N P L 4 p r o t e i n . M e c h a n i s t i c a l l y , c e l l s t r e a t e d w i t h C u E T u n d e r g o a g g r e g a t i o n o f N P L 4 

p r o t e i n . T h u s a g g r e g a t e d p r o t e i n i s i m m o b i l i s e d i n t h e n u c l e u s a n d e n d o p l a s m i c r e t i c u l u m . 

T h e e f f e c t c a n b e v i s u a l i s e d u s i n g r e p o r t e r c e l l l i n e s e c t o p i c a l l y e x p r e s s i n g G F P - t a g g e d 

N P L 4 p r o t e i n s u c h a s t h e U - 2 - O S - N P L 4 - G F P c e l l s ( e s t a b l i s h e d p r e v i o u s l y 8 ) . I m m o b i l i s e d 

N P L 4 - G F P p r o t e i n w a s e v a l u a t e d u s i n g h i g h - t h r o u g h p u t a u t o m a t e d m i c r o s c o p y . 

F o r t h e s c r e e n i n g , t h e c e l l s w e r e p r e t r e a t e d f o r 1 7 h o u r s w i t h c h e m i c a l c o m p o u n d s 

( p r o p r i e t a r y l i b r a r y o f 1 2 8 2 b i o l o g i c a l l y a c t i v e c o m p o u n d s ) , e a c h a t 1 0 u M c o n c e n t r a t i o n , 

a n d s u b s e q u e n t l y t r e a t e d w i t h 0 . 2 u M C u E T f o r 3 h o u r s . A f t e r t h e t r e a t m e n t , t h e c e l l s w e r e 

p r e - e x t r a c t e d u s i n g d e t e r g e n t ( T r i t o n X - 1 0 0 ) t o r e m o v e s o l u b l e c e l l u l a r c o n t e n t . A s a r e s u l t , 

o n l y s o l i d / i n s o l u b l e c e l l u l a r f r a c t i o n s r e m a i n e d , i n c l u d i n g i m m o b i l i s e d N P L 4 - G F P . T h e c e l l s 

w e r e t h e n f i x e d a n d l a b e l l e d w i t h H o e c h s t 3 3 3 4 2 t o v i s u a l i s e n u c l e i i n w h i c h a g g r e g a t e d 

N P L 4 f o r m s a t y p i c a l i n s o l u b l e p a t t e r n ( F i g . 7 ) . T h e n u c l e i s i g n a l w a s r e c o g n i z e d b y 

a u t o m a t e d f l u o r e s c e n c e m i c r o s c o p y a n d u s e d a s a m a s k t o e v a l u a t e t h e c o r r e s p o n d i n g 

N P L 4 - G F P s i g n a l ( F i g . 8 ) . 

T h e s c r e e n i d e n t i f i e d s e v e r a l s u b s t a n c e s c a p a b l e o f a t t e n u a t i n g C u E T a b i l i t y t o 

a g g r e g a t e N P L 4 p r o t e i n , i n c l u d i n g c a n n a b i d i o l ( C B D ) a m o n g t h e s t r o n g e s t h i t s ( F i g . 8 ) . 
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F i g . 7 . : NPL4-GFP signal in reporter U-2-OS cell line. O n t h e l e f t m o c k - t r e a t e d c e l l s , 
t h e N P L 4 - G F P s i g n a l i s h o m o g e n e o u s l y d i s t r i b u t e d w i t h i n t h e n u c l e u s a n d c y t o p l a s m a n d c a n b e 
w a s h e d a w a y b y t h e T r i t o n X p r e - e x t r a c t i o n p r o c e d u r e . O n t h e r i g h t , t h e c e l l s a r e t r e a t e d w i t h 1 u M 
C u E T f o r 2 h o u r s s h o w i n g p r e - e x t r a c t i o n r e s i s t a n t N P L 4 s i g n a l f o r m i n g c l u s t e r s w i t h i n t h e n u c l e i 
a n d g r a i n y p a t t e r n i n t h e c y t o p l a s m s . 

F i g . 8 . : Dot plot representing the results of high-throughput screening of the proprietary 
chemical library of biologically active compounds. C u E T - t r e a t e d c e l l s a r e d e p i c t e d b y b l u e , 
u n t r e a t e d c e l l s a r e y e l l o w , a n d c e l l s t r e a t e d w i t h t e s t e d c o m p o u n d s p a s s i n g t h e t h r e s h o l d o f 0 . 5 % 
p o s i t i v e h i t s a r e c o l o u r e d r e d , g r e e n , b l a c k , o r a n g e , a n d v i o l e t . T h e h i t i n t h e r e d c i r c l e r e p r e s e n t s 
c a n n a b i d i o l ( C B D ) p r e t r e a t m e n t . C e l l s w e r e p r e t r e a t e d w i t h c o m p o u n d s ( 1 0 u M ) f o r 1 7 h a n d t r e a t e d 
w i t h 0 . 2 u M C u E T f o r 3 h . 

A b b r e v i a t i o n : R . F . U . - R e l a t i v e f l u o r e s c e n c e u n i t s 
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T h e s c r e e n o u t c o m e w a s f u r t h e r v e r i f i e d b y a m o r e i n - d e p t h m i c r o s c o p i c a n a l y s i s o f 

c o m b i n e d C B D + C u E T t r e a t m e n t ( F i g . 9 A , 9 B ) . T h e n e x t a i m w a s t o c o n f i r m i f 

t h e C B D - m e d i a t e d p r o t e c t i v e e f f e c t s a l s o r e s c u e e n d o g e n o u s N P L 4 . T h e r e s c u e e f f e c t o f 

e n d o g e n o u s N P L 4 w a s c o n f i r m e d i n U - 2 - O S a n d M D A - M B - 2 3 1 c e l l l i n e s u s i n g 

t h e i m m u n o b l o t t i n g t e c h n i q u e ( F i g . 9 C , 9 D ) . T h e m o s t c r u c i a l q u e s t i o n w a s w h e t h e r 

t h e o b s e r v e d e f f e c t s a l s o p r o j e c t t o t h e m o d u l a t i o n o f C u E T ' s c e l l u l a r c y t o t o x i c i t y . I n d e e d , 

t h e c e l l s p r e t r e a t e d w i t h C B D s u r v i v e b e t t e r t h a n c e l l s t r e a t e d w i t h C u E T a l o n e . F o r t h e t o x i c 

e v a l u a t i o n , t h e X T T a s s a y w a s p e r f o r m e d i n t h r e e c e l l l i n e s : U - 2 - O S , M D A - M B - 2 3 1 , a n d 

h T E R T R P E - 1 ( F i g . 9 E , F i g . 1 6 B , a n d 1 6 C a s p a r t o f t h e f o l l o w i n g s i R N A c o m b i n e d 

e x p e r i m e n t s ) . 

T h e p r o t e o t o x i c s t r e s s m a r k e r s a c c o m p a n y i n g t h e C u E T - p r o m o t e d t o x i c i t y 8 w e r e a l s o 

a n a l y s e d . F o r e x a m p l e , c o m b i n e d C B D + C u E T t r e a t m e n t l e d t o t h e d e c r e a s e d a c c u m u l a t i o n 

o f K 4 8 p o l y u b i q u i t i n a t e d ( U b K 4 8 ) p r o t e i n s . T h i s m a r k e r o f i m p a i r e d p r o t e a s o m a l 

d e g r a d a t i o n w a s d e t e c t e d b y i m m u n o b l o t t i n g i n U - 2 - O S a n d M D A - M B - 2 3 1 c e l l l i n e s ( F i g . 

1 0 A , 1 0 B ) . A d d i t i o n a l l y , i t w a s o b s e r v e d t h a t t h e m R N A e x p r e s s i o n o f t h e H S P 7 0 

(HSPA1A), w h i c h C u E T s t r o n g l y i n d u c e s , h a d a l s o d e c r e a s e d a f t e r C B D p r e - t r e a t m e n t , as 

d e p i c t e d i n U - 2 - O S ( F i g . I O C ) . 

T h e s e r e s u l t s c o n f i r m t h a t C B D i s a p o t e n t a n t a g o n i s t o f C u E T - m e d i a t e d c e l l u l a r 

r e s p o n s e s , i n c l u d i n g t o x i c i t y . 
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F i g . 9 . : Cannabidiol (CBD) protects cells from bis-diethyldithiocarbamate-copper complex 
(CuET). ( A , B ) A m i c r o s c o p y - b a s e d a n a l y s i s c o n f i r m e d t h e m o s t r o b u s t h i t f r o m t h e s c r e e n , C B D . 
C e l l s p r e t r e a t e d w i t h c o m b i n e d C B D + C u E T t r e a t m e n t a c c u m u l a t e l e s s N P L 4 - G F P t h a n c e l l s t r e a t e d 
w i t h C u E T a l o n e . U - 2 - O S - N P L 4 - G F P c e l l s w e r e p r e t r e a t e d w i t h l O u M C B D f o r 1 7 h , a n d t r e a t e d 
w i t h 0 . 2 u M C u E T f o r 3 h . F o r P v a l u e c a l c u l a t i o n , a t w o - t a i l e d t - t e s t w a s u s e d . T h e f i g u r e s s h o w 
r e s u l t s f r o m o n e o f t h r e e i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s . T h e s i z e o f t h e s c a l e b a r i s 2 0 u r n . ( C , D ) C e l l s 
a f t e r t h e c o m b i n e d t r e a t m e n t a c c u m u l a t e l e s s e n d o g e n o u s N P L 4 t h a n c e l l s t r e a t e d w i t h C u E T a l o n e . 
U - 2 - O S a n d M D A - M B - 2 3 1 c e l l s w e r e p r e t r e a t e d w i t h l O u M C B D f o r 1 7 h a n d t r e a t e d w i t h 0 . 2 u M 
C u E T f o r 3 h . C e l l s w e r e f r a c t i o n a t e d a n d a n a l y s e d u s i n g a w e s t e r n b l o t . T h e f i g u r e s h o w s o n e o f 
t h r e e i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s . ( E ) U - 2 - O S c e l l s t r e a t e d w i t h c o m b i n e d C B D + C u E T t r e a t m e n t a r e 
m o r e r e s i s t a n t t h a n c e l l s t r e a t e d w i t h C u E T o n l y , as o b s e r v e d b y t h e X T T a s s a y . C e l l s w e r e p r e t r e a t e d 
w i t h l O u J V I C B D f o r 1 7 h a n d t r e a t e d w i t h 1 0 u M C B D a n d i n c r e a s i n g c o n c e n t r a t i o n o f C u E T f o r 7 2 
h . T h e r e s u l t s r e p r e s e n t t h r e e i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s ' m e a n a n d s t a n d a r d d e v i a t i o n . 

A b b r e v i a t i o n : I C 5 0 - h a l f - m a x i m a l i n h i b i t o r y c o n c e n t r a t i o n , R . F . U . - R e l a t i v e f l u o r e s c e n c e u n i t s 
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F i g . 1 0 . : Cannabidiol (CBD) attenuates proteotoxic stress response induced by bis-
diethyldithiocarbamate-copper complex (CuET). ( A , B ) W e s t e r n b l o t i m a g e s s h o w l o w e r 
i n d u c t i o n o f p o l y u b i q u i t i n a t e d p r o t e i n s i n c e l l s w i t h c o m b i n e d C B D + C u E T t r e a t m e n t c o m p a r e d t o 
C u E T - o n l y - t r e a t e d c e l l s . U - 2 - O S a n d M D A - M B - 2 3 1 w e r e p r e t r e a t e d w i t h l O u M C B D a n d t h e n 
t r e a t e d f o r 3 h b y 0 . 2 u M C u E T . T h e f i g u r e s h o w s o n e o f t h r e e i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s . ( C ) m R N A 
e x p r e s s i o n o f H S P 7 0 (HSPA1A) i s a t t e n u a t e d a f t e r C B D p r e t r e a t m e n t . U - 2 - O S c e l l s w e r e p r e t r e a t e d 
w i t h 1 0 u M C B D f o r 1 7 h , f o l l o w e d b y 0 . 2 ( x M C u E T f o r 3 h o u r s , a n d e v a l u a t e d b y q u a n t i t a t i v e 
p o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n . T - t e s t w a s u s e d f o r P - v a l u e c a l c u l a t i o n s . T h e r e s u l t r e p r e s e n t s t h r e e 
i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s ' m e a n a n d s t a n d a r d d e v i a t i o n s . 
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4.2. CBD and also C u E T induce metallothionein expression 

T h e n e x t q u e s t i o n a d d r e s s e d w a s t h e m e c h a n i s m b e h i n d t h e C B D - p r o m o t e d 

p r o t e c t i o n o f c e l l s f r o m C u E T . T h e m o s t s t r a i g h t f o r w a r d e x p l a n a t i o n s o f f e r e d d i r e c t 

m o l e c u l a r i n t e r a c t i o n l e a d i n g t o c h e m i c a l a l t e r a t i o n / i n a c t i v a t i o n o f C u E T m o l e c u l e o r a l t e r e d 

c e l l u l a r u p t a k e / e f f l u x . B o t h p o s s i b i l i t i e s w e r e a d d r e s s a b l e b y m a s s - s p e c t r o m e t r y o f C u E T ' s 

l e v e l . H o w e v e r , t h e r e w a s n o s i g n i f i c a n t i m p a c t o n C u E T l e v e l s i n t h e p r e s e n c e o f C B D i n 

t h e c u l t i v a t i o n m e d i u m , e x c l u d i n g t h e d i r e c t c h e m i c a l i n t e r a c t i o n ( F i g . 1 1 A ) . N e i t h e r 

u p t a k e r / e f f l u x e x p l a n a t i o n w o r k e d , a s C u E T ' s c e l l u l a r c o n t e n t a m o n g M o c k - o r C B D - p r e -

t r e a t e d s a m p l e s d i d n o t s h o w a n y s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s ( F i g . 1 I B ) . 

F i g . 1 1 . : Cannabidiol (CBD) does not alter bis-diethyldithiocarbamate-copper complex (CuET) 
chemically, nor affects its cellular uptake. A ) C B D d o e s n o t i n f l u e n c e t h e a m o u n t o f C u E T i n 
m e d i a , as a n a l y s e d b y h i g h - p r e s s u r e l i q u i d c h r o m a t o g r a p h y c o m b i n e d w i t h m a s s s p e c t r o m e t r y 
H P L C - M S . 1 0 | i M C B D a n d 0 . 2 ( x M C u E T w e r e a d d e d t o t h e m e d i a a n d i n c u b a t e d i n p a r a l l e l w i t h 
c e l l s . B ) I n t r a c e l l u l a r C u E T a m o u n t w a s u n c h a n g e d w i t h o r w i t h o u t C B D p r e t r e a t m e n t . U - 2 - O S c e l l s 
w e r e p r e t r e a t e d w i t h 1 0 | i M C B D f o r 1 7 h o u r s , f o l l o w e d b y 0 . 2 ( x M C u E T t r e a t m e n t f o r 3 h o u r s . 
D i f f e r e n c e s i n C u E T l e v e l a r e n o t s i g n i f i c a n t , as c a l c u l a t e d b y T - t e s t . T h e r e s u l t s r e p r e s e n t t h r e e 
i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s ' m e a n a n d s t a n d a r d d e v i a t i o n . 

A b b r e v i a t i o n : n . s . - n o t s i g n i f i c a n t 
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T h e o t h e r e x p l a n a t o r y m e c h a n i s m s c o u l d b e f o u n d i n p u b l i c a t i o n s d e s c r i b i n g C B D ' s 

b i o l o g i c a l e f f e c t s a n d m o l e c u l a r t a r g e t s . A m o n g s u c h C B D ' s p r o m o t e d r e s p o n s e s i s 

t h e a c t i v a t i o n o f t h e s o - c a l l e d m e t a l l o t h i o n e i n ( M T ) p a t h w a y 1 9 3 ' 3 0 9 . I n d e e d , q u a n t i t a t i v e P C R 

c o n f i r m e d C B D - i n d u c e d o v e r e x p r e s s i o n o f M T s i n U - 2 - O S a n d M D A - M B - 2 3 1 . 

I n t e r e s t i n g l y , b o t h t e s t e d M T s , M T - 1 A a n d M T - 2 A , a l s o r e s p o n d e d t o C u E T t r e a t m e n t b y 

s t r o n g u p r e g u l a t i o n . I n c o m b i n e d C B D + C u E T t r e a t m e n t , M T s e x p r e s s i o n w a s e v e n h i g h e r 

( F i g . 1 2 ) . T h e s e i n i t i a l r e s u l t s s u g g e s t e d t h a t M T s m i g h t b e r e s p o n s i b l e f o r 

t h e C B D - p r o m o t e d p r o t e c t i v e e f f e c t s a g a i n s t C u E T . 
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F i g 1 2 . : Cannabidiol (CBD) and bis-diethyldithiocarbamate-copper complex (CuET) induce 
MT -1E and MT-2A mRNA expression. ( A , B ) C B D a n d C u E T i n d u c e t h e e x p r e s s i o n o f 
MT-1E a n d MT-2A m R N A i n U - 2 - O S c e l l s . ( C , D ) C B D a n d C u E T i n d u c e t h e e x p r e s s i o n o f 
MT-1E a n d MT-2A m R N A i n M D A - M B - 2 3 1 c e l l s . B o t h c e l l l i n e s w e r e p r e t r e a t e d w i t h l O u M C B D 
f o r 1 7 h a n d t r e a t e d w i t h 0 . 2 u M C u E T f o r 3 h . F o r a l l f o u r c h a r t s , a t w o - t a i l e d t - t e s t w a s u s e d f o r 
P - v a l u e c a l c u l a t i o n . T h e r e s u l t r e p r e s e n t s t h e m e a n a n d s t a n d a r d d e v i a t i o n o f t h r e e i n d e p e n d e n t 
e x p e r i m e n t s . 

51 



4.3. Metallothioneins protect cells from CuET-mediated 
toxicity 

P r e v i o u s e x p e r i m e n t s d e m o n s t r a t e d t h a t C B D r e d u c e s t h e c y t o t o x i c e f f e c t s o f C u E T . 

I n a d d i t i o n , i t w a s c o n f i r m e d t h a t M T s , w h i c h a r e i n c h a r g e o f m a i n t a i n i n g z i n c i o n 

h o m e o s t a s i s a n d d e t o x i f y i n g c e l l s b y b i n d i n g h e a v y m e t a l s , a r e i n d u c e d b y C B D . 

I m p o r t a n t l y , C u E T a l s o i n d u c e d M T s o v e r e x p r e s s i o n , s u g g e s t i n g M T s ' r o l e i n 

t h e C B D - m e d i a t e d r e s c u e e f f e c t . O n t h a t a c c o u n t , a s e t o f e x p e r i m e n t s t h a t d i r e c t l y a l t e r e d 

t h e M T p a t h w a y w a s p e r f o r m e d . T h e p a t h w a y w a s m a n i p u l a t e d i n b o t h d i r e c t i o n s u s i n g 

c o m p l e m e n t a r y s i R N A - b a s e d a n d e c t o p i c e x p r e s s i o n s t r a t e g i e s . 

M T F 1 i s t h e c e n t r a l t r a n s c r i p t i o n a l r e g u l a t o r o f M T s e x p r e s s i o n ; t h e r e f o r e , i t w a s 

s e l e c t e d f o r t h e k n o c k d o w n . I n t e r e s t i n g l y , M T F 1 - s i l e n c e d c e l l s a c q u i r e d h i g h s e n s i t i v i t y t o 

C u E T c o m p a r e d t o c o n t r o l - s i l e n c e d c e l l s i n t h r e e d i f f e r e n t c e l l u l a r m o d e l s ( F i g . 1 3 A , 1 3 B , 

1 3 H - K 1 6 C , 1 6 E a s p a r t o f t h e f o l l o w i n g s i R N A c o m b i n e d e x p e r i m e n t s ) . T h e r e s u l t 

w a s f u r t h e r u n d e r l i n e d b y i n c r e a s e d a c c u m u l a t i o n o f N P L 4 - G F P p r o t e i n i n 

t h e U - 2 - O S - N P L 4 - G F P m o d e l , a l s o b y i n c r e a s e d a c c u m u l a t i o n o f U b K 4 8 p r o t e i n s i n 

U - 2 - O S a n d M D A - M B - 2 3 1 c a n c e r c e l l l i n e s , a n d f i n a l l y b y i n c r e a s e d e x p r e s s i o n o f 

H S P A 1 A i n U - 2 - O S c e l l s ( F i g . 1 3 C - G ) . 

F o r t h e o v e r e x p r e s s i o n e x p e r i m e n t s , M T - 2 A ( D D K / f l a g - t a g g e d ) w a s c h o s e n . A s 

e x p e c t e d , t h e o v e r e x p r e s s i o n w a s a c c o m p a n i e d b y i n c r e a s e d C u E T r e s i s t a n c e c o m p a r e d t o 

c e l l s t r a n s f e c t e d w i t h e m p t y v e c t o r s ( F i g . 1 4 A , 1 4 F ) . S i m i l a r l y , a s w i t h M T F 1 k n o c k d o w n , 

t h e r e s u l t w a s s t r e n g t h e n e d b y f u r t h e r e x p e r i m e n t s s h o w i n g l o w e r i m m o b i l i s a t i o n o f 

N P L 4 - G F P p r o t e i n i n U - 2 - O S - N P L 4 - G F P c e l l l i n e , d e c r e a s e d a c c u m u l a t i o n o f U b K 4 8 

p r o t e i n s , a n d d e c r e a s e d e x p r e s s i o n o f H S P A 1 A i n U - 2 - O S c e l l s ( F i g . 1 4 B - E ) . 

A d d i t i o n a l l y , a n y p o t e n t i a l d i r e c t i n t e r a c t i o n s b e t w e e n C u E T a n d M T s w e r e c l o s e l y 

e x a m i n e d i n t h e U - 2 - O S c e l l l i n e , s t a b l y o v e r e x p r e s s i n g t u r b o G F P - t a g g e d M T - 2 A . 

F o l l o w i n g C u E T t r e a t m e n t , t h e c e l l s w e r e p r e - e x t r a c t e d , D A P I - s t a i n e d , a n d t h e n 

m i c r o s c o p i c a l l y v i s u a l i s e d . S t r i k i n g l y , C u E T t u r n e d M T - 2 A - G F P p r o t e i n i n t o 

a p r e - e x t r a c t i o n r e s i s t a n t f o r m r e s e m b l i n g t h e e f f e c t C u E T h a s o n t h e N P L 4 p r o t e i n ( F i g . 1 5 ) . 

T h i s e x p e r i m e n t s t r o n g l y s u g g e s t s a d i r e c t i n t e r a c t i o n b e t w e e n C u E T a n d M T s . 
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A B C 

C u E T concent ra t ion (nM) Concentration (nM) 

D E F 

s iCon s iMTFI s iCon s iMTFI 

F i g . 1 3 . : M T F 1 silencing modulates the cellular responses to bis-diethyldithiocarbamate-copper 

complex (CuET) in U-2-OS cells. D e s c r i p t i o n o n t h e n e x t p a g e . 
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F i g . 1 3 . : M T F 1 silencing modulates the cellular responses to bis-diethyldithiocarbamate-copper 
complex (CuET) in U-2-OS cells. ( A , B ) M T F 1 k n o c k d o w n s e n s i t i s e s c e l l s t o C u E T , as a n a l y s e d 
b y X T T a s s a y . U - 2 - O S a n d M D A - M B - 2 3 1 c e l l s w e r e t r e a t e d w i t h i n c r e a s i n g c o n c e n t r a t i o n s o f C u E T 
f o r 7 2 h . T h e r e s u l t r e p r e s e n t s t h e m e a n a n d s t a n d a r d d e v i a t i o n o f t h r e e i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s . 
( C , D ) M T F 1 - s i l e n c e d c e l l s a c c u m u l a t e m o r e N P L 4 - G F P a f t e r C u E T t h a n c o n t r o l - s i l e n c e d c e l l s . 
U - 2 - O S - N P L 4 - G F P c e l l s w e r e t r e a t e d w i t h 0 . 2 u M C u E T f o r 3 h , f o l l o w e d b y m i c r o s c o p y - b a s e d 
a n a l y s i s . T h e s c a l e b a r h a s a s i z e o f 2 0 u m . F o r P v a l u e c a l c u l a t i o n , a t w o - t a i l e d t - t e s t w a s u s e d . 
T h e r e s u l t s r e p r e s e n t o n e o f t h r e e i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s . ( E , F ) M T F 1 - s i l e n c i n g i n c r e a s e s 
t h e a c c u m u l a t i o n o f K 4 8 p o l y u b i q u i t i n a t e d p r o t e i n s a f t e r C u E T t r e a t m e n t . U - 2 - O S a n d 
M D A - M B - 2 3 1 c e l l s w e r e t r e a t e d w i t h 0 . 2 u M C u E T f o r 3 h a n d a n a l y s e d u s i n g i m m u n o b l o t t i n g . 
T h e f i g u r e s h o w s o n e o f t h r e e i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s . ( G ) M T F 1 - s i l e n c i n g i n c r e a s e s m R N A 
e x p r e s s i o n o f H S P 7 0 (HSPA1A). C e l l s w e r e t r e a t e d w i t h 0 . 2 u M C u E T f o r 3 h o u r s a n d a n a l y s e d b y 
q u a n t i t a t i v e p o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n . T - t e s t w a s u s e d f o r P - v a l u e c a l c u l a t i o n s . T h e r e s u l t r e p r e s e n t s 
t h r e e i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s ' m e a n a n d s t a n d a r d d e v i a t i o n . ( H , I ) W B - b a s e d v e r i f i c a t i o n o f 
k n o c k d o w n e f f i c a c y o f t h e M T F 1 t r a n s c r i p t i o n f a c t o r i n t h e U - 2 - O S a n d M D A - M B - 2 3 1 c e l l l i n e s . 
T h e r e s u l t r e p r e s e n t s o n e o f t h r e e e x p e r i m e n t s . ( J , K ) K n o c k d o w n o f M T F 1 t r a n s c r i p t i o n f a c t o r 
d e c r e a s e s MT-1E a n d MT-2A m R N A l e v e l s i n t h e m o c k - t r e a t e d a n d C u E T - t r e a t e d c e l l s . T r a n s f e c t e d 
U - 2 - O S c e l l s w e r e t r e a t e d w i t h 0 . 2 u M C u E T f o r 3 h o u r s a n d e v a l u a t e d b y q P C R . T - t e s t w a s u s e d f o r 
P - v a l u e c a l c u l a t i o n s . T h e r e s u l t r e p r e s e n t s t h e m e a n a n d s t a n d a r d d e v i a t i o n o f t h r e e i n d e p e n d e n t 
e x p e r i m e n t s . 

A b b r e v i a t i o n : I C 5 0 - h a l f - m a x i m a l i n h i b i t o r y c o n c e n t r a t i o n , R . F . U . - R e l a t i v e f l u o r e s c e n c e u n i t s 
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B 

-*- Empty vector 
IC„= 150 nM 

-m- MT2A-DDK 
222 nM 

0 62,5 125 250 500 
CuET concentration (nM) 

B Empty vector 
B MT-2A-DDK 

Mock CuET 

Merge • 
20 \1W 

F i g . 1 4 . : Ectopic overexpression of MT-2A protects U-2-OS cells from 
bis-diethyldithiocarbamate-copper complex (CuET). ( A ) M T - 2 A - D D K - o v e r e x p r e s s i o n m a k e s 
c e l l s m o r e r e s i s t a n t t o C u E T c o m p a r e d t o e m p t y v e c t o r - t r a n s f e c t e d c e l l s . C e l l s w e r e t r e a t e d w i t h 
i n c r e a s i n g c o n c e n t r a t i o n s o f C u E T f o r 7 2 h . V i a b i l i t y w a s e v a l u a t e d b y X T T a s s a y . T h e r e s u l t 
r e p r e s e n t s t h r e e i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s ' m e a n a n d s t a n d a r d d e v i a t i o n . ( B , C ) M T - 2 A - D D K -
o v e r e x p r e s s i n g c e l l s i m m o b i l i s e l e s s N P L 4 - G F P , as s h o w n i n t h e c h a r t a n d c o r r e s p o n d i n g 
m i c r o s c o p i c i m a g e ( 2 0 u m s c a l e b a r ) . A c c u m u l a t e s i g n i f i c a n t l y l e s s o f t h e n o n - d i s s o l v a b l e N P L 4 as 
d e p i c t e d b y m i c r o s c o p i c i m a g e s ( 2 0 u m s c a l e b a r ) . C e l l s w e r e t r e a t e d w i t h 0 . 2 u M C u E T f o r 3 h a n d 
m i c r o s c o p i c a l l y a n a l y s e d . A t w o - t a i l e d t - t e s t w a s u s e d f o r P - v a l u e c a l c u l a t i o n . T h e r e s u l t s r e p r e s e n t 
o n e o f t h r e e i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s . ( D ) M T - 2 A - D D K - o v e r e x p r e s s i n g c e l l s a c c u m u l a t e a l o w e r 
a m o u n t o f K 4 8 p o l y u b i q u i t i n a t e d p r o t e i n s a f t e r C u E T . C e l l s w e r e t r e a t e d w i t h 0 .2 ( j JV l C u E T f o r 3 h 
a n d a n a l y s e d b y i m m u n o b l o t t i n g . T h e f i g u r e s h o w s o n e o f t h r e e i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s . ( E ) m R N A 
e x p r e s s i o n o f H S P 7 0 ( H S P A 1 A ) i s d e c r e a s e d i n M T - 2 A - D D K - o v e r e x p r e s s i n g c e l l s . C e l l s w e r e 
t r e a t e d w i t h 0 . 2 u M C u E T f o r 3 h o u r s a n d a n a l y s e d b y q u a n t i t a t i v e p o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n . T - t e s t 
w a s u s e d f o r P - v a l u e c a l c u l a t i o n s . T h e r e s u l t r e p r e s e n t s t h r e e i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s ' m e a n a n d 
s t a n d a r d d e v i a t i o n . ( F ) W B - b a s e d c o n f i r m a t i o n o f M T - 2 A - D D K l e v e l i n U - 2 - O S c e l l s a f t e r 
t r a n s f e c t i o n o f p l a s m i d c o n t a i n i n g M y c - D D K - t a g g e d M T - 2 A . T h e r e s u l t r e p r e s e n t s o n e o f t h r e e 
e x p e r i m e n t s . 

A b b r e v i a t i o n : I C 5 0 - h a l f - m a x i m a l i n h i b i t o r y c o n c e n t r a t i o n , R . F . U . - R e l a t i v e f l u o r e s c e n c e u n i t s 
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DAPI MT-2A-GFP Merge 

Mock 

CuET 200 nM 

CuET 500 nM 

F i g . 1 5 . : Bis-diethyldithiocarbamate-copper complex (CuET) treatment immobilizes MT-2A-
GFP in U-2-OS cells. M i c r o s c o p i c i m a g e s o f M T - 2 A - G F P p r o t e i n s h o w i n g i m m o b i l i z a t i o n a f t e r 
C u E T t r e a t m e n t . C e l l s w e r e t r e a t e d w i t h 0 . 2 a n d 0 . 5 u M C u E T f o r 3 h a n d p r e - e x t r a c t e d w i t h T r i t o n 
X - 1 0 0 ( 2 0 u r n s c a l e b a r ) . T h e f i g u r e r e p r e s e n t s o n e o f t w o i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s . 

T o f u r t h e r c o n f i r m t h a t t h e M T p a t h w a y i s i n c h a r g e o f t h e C B D - m e d i a t e d r e s c u e 

e f f e c t , M T F 1 - s i l e n c e d c e l l s w e r e e m p l o y e d . A s e x p e c t e d , C B D f a i l e d t o r e s c u e 

M T F 1 - s i l e n c e d a n d C u E T - t r e a t e d c e l l s ( F i g . 1 6 A ) . T h i s e x p e r i m e n t d i r e c t l y l i n k e d C B D , 

M T s , a n d C u E T . T h e r e f o r e , t h r e e d i s t i n c t c e l l l i n e s w e r e t e s t e d , i n c l u d i n g t h e p r i m a r y h T E R T 

R P E - 1 c e l l l i n e , w i t h i d e n t i c a l r e s u l t s ( F i g . 1 6 A - C , 1 6 E ) . C B D w a s f u r t h e r t e s t e d a l s o i n 

M T - 2 A - s i l e n c e d c e l l s . T h i s e x p e r i m e n t w a s p e r f o r m e d t o c l a r i f y t h a t p a r t i c u l a r M T c o u l d 

s t a n d b e h i n d t h e e f f e c t a n d n o t M T F 1 i t s e l f . C o m p a r e d t o c o n t r o l - s i l e n c e d c e l l s , 

t h e C B D - m e d i a t e d r e s c u e e f f e c t w a s s u b s t a n t i a l l y d i m i n i s h e d i n M T - 2 A - s i l e n c e d c e l l s 

( F i g . 1 6 D , 1 6 F ) . I n t h i s c a s e , h o w e v e r , C B D s t i l l h a d a p a r t i a l r e s c u e e f f e c t , w h i c h c o u l d b e 

e x p l a i n a b l e b y t h e p r e s e n c e o f t h e r e m a i n i n g n o n - s i l e n c e d M T s . 
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U-2-OS 

150 
s iCon Mock 

I C S 0 = 1 5 3 n M 
•*• s iCon CBD 
IC„= 3 6 2 n M 

•m- s iMTFI Mock 
ICS„= 8 0 n M 

s iMTFI C B D 
IC„= 8 9 n M 

MDA-MB-231 

0 62,5 125 250 500 
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s iCon Mock 
IC„= 1 8 9 n M 

s iCon CBD 
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I C 5 0 = 1 2 2 n M 

SiMTFI C B D 
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62,5 125 250 500 
C u E T concentration (nM) 

150 h T E R T R P E - 1 
s iCon Mock 

I C 5 U = 2 0 8 n M 
-•- s iCon CBD 

I C i 0 = 4 4 2 n M 
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I C 5 0 = 1 2 4 n M 
s iMTFI C B D 

I C = 2 2 3 n M 

0 62,5 125 250 500 
C u E T concentrat ion (nM) 

150 
U-2-OS 
siMT-2A 

- • - s iCon Mock 
I C S 0 = 1 9 5 n M 

siCon C B D 
I C M = 3 3 8 n M 

siMT-2A Mock 
I C S 0 = 1 2 3 n M 

SJMT-2A CBD 
IC„= 1 6 3 n M 

0 62,5 125 250 500 

C u E T concentrat ion (nM) 

F i g . 1 6 . : Cannabidiol (CBD)-mediated protection against bis diethyldithiocarbamate-copper 
complex (CuET) depends on metallothioneins. ( A , B , C ) M T F 1 - s i l e n c e d c e l l s a r e n o t p r o t e c t e d b y 
C B D p r e t r e a t m e n t f r o m C u E T t o x i c i t y . C e l l l i n e s w e r e p r e t r e a t e d w i t h 1 0 ( x M C B D f o r 1 7 h , t r e a t e d 
w i t h 1 0 ( x M C B D , a n d i n c r e a s i n g c o n c e n t r a t i o n o f C u E T f o r 7 2 h ( h T E R T R P E - 1 w e r e t r e a t e d f o r 2 4 
h ) , a n d e v a l u a t e d b y X T T a s s a y . T h e r e s u l t r e p r e s e n t s t h r e e i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s ' m e a n a n d 
s t a n d a r d d e v i a t i o n . ( D ) M T - 2 A - s i l e n c i n g p a r t i a l l y h i n d e r s C B D - m e d i a t e d p r o t e c t i o n f r o m C u E T 
t o x i c i t y . C e l l s w e r e p r e t r e a t e d w i t h 1 0 pM C B D f o r 1 7 h , t r e a t e d w i t h 1 0 ( x M C B D a n d a n i n c r e a s i n g 
c o n c e n t r a t i o n o f C u E T f o r 7 2 h , a n d e v a l u a t e d b y X T T a s s a y . T h e r e s u l t r e p r e s e n t s t h r e e i n d e p e n d e n t 
e x p e r i m e n t s ' m e a n a n d s t a n d a r d d e v i a t i o n . ( E ) W B - b a s e d v e r i f i c a t i o n o f k n o c k d o w n e f f i c a c y o f t h e 
M T F 1 t r a n s c r i p t i o n f a c t o r i n h T E R T R P E - 1 c e l l l i n e . T h e r e s u l t r e p r e s e n t s o n e o f t h r e e e x p e r i m e n t s . 
( F ) s i R N A - b a s e d s i l e n c i n g o f m e t a l l o t h i o n e i n M T - 2 A v e r i f i e d b y q P C R i n U - 2 - O S c e l l s . A T - t e s t 
w a s u s e d f o r P - v a l u e c a l c u l a t i o n . T h e r e s u l t r e p r e s e n t s t h e m e a n a n d s t a n d a r d d e v i a t i o n o f t h r e e 
i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s . 

A b b r e v i a t i o n : I C 5 0 - h a l f - m a x i m a l i n h i b i t o r y c o n c e n t r a t i o n 
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4.4. CBD/MTs-promoted rescue effect involves disulfiram in 
case of the presence of C u 2 + ions in the culture medium 

T h e p r o j e c t w a s e n c l o s e d w i t h e x p e r i m e n t s l i n k i n g C B D , M T s , a n d D S F . T h e r e i s 

p e r s i s t i n g d e b a t e i n t h e s c i e n t i f i c l i t e r a t u r e a b o u t t h e m e c h a n i s m b e h i n d t h e a n t i c a n c e r e f f e c t s 

o f D S F . B e s i d e s N P L 4 t a r g e t e d v i a C u E T m e t a b o l i t e , m u l t i p l e c a n c e r - r e l e v a n t d i r e c t o r 

u n d i r e c t D S F t a r g e t s w e r e s u g g e s t e d 3 1 0 ' 3 1 1 . H o w e v e r , o t h e r D S F a n t i c a n c e r t a r g e t s h y p o t h e s i s 

s e e m s i m p r o b a b l e b e c a u s e M T F 1 - s i l e n c e d c e l l s s h o w i n c r e a s e d s e n s i t i v i t y t o D S F s i m i l a r t o 

C u E T ( F i g . 1 7 ) . M o r e o v e r , t h i s s e n s i t i v i t y i s e n t i r e l y d e p e n d e n t o n t h e p r e s e n c e o f C u 2 + i o n s 

i n t h e c u l t u r e m e d i u m a s s h o w n b y e x p e r i m e n t w i t h B C D S c o p p e r c h e l a t o r p r e t r e a t m e n t 

w h i c h s u p p r e s s e d a n y t o x i c e f f e c t o f D S F r e g a r d l e s s o f M T F l ' s s t a t u s ( F i g . 1 7 ) . T h e s e d a t a 

a d d a n o t h e r p r o v e t h a t D S F ' s t o x i c i t y t o w a r d s c a n c e r c e l l s i s d e p e n d e n t o n t h e p r e s e n c e o f 

c o p p e r i o n s a n d t h u s t h e f o r m a t i o n o f C u E T i n t h e m e d i u m 3 1 2 . T h e r e f o r e , C B D - M T s 

m e d i a t e d p r o t e c t i o n o f c a n c e r c e l l s m i g h t b e h i g h l y r e l e v a n t a l s o f o r D S F u s a g e i n c l i n i c a l 

o n c o l o g y . 

Mock 

BCDS 

<H 1 1 1 1 o-l 1 1 1 1 -
0 62,5 125 250 500 0 62,5 125 250 500 

DSF concentration (nM) D S F concenmtration (nM) 

F i g . 1 7 . : Metallothioneins target bis-diethyldithiocarbamate-copper complex (CuET), not 
disulfiram (DSF). C h e l a t i o n o f c o p p e r p r e v e n t s t h e f o r m a t i o n o f C u E T m o l e c u l e s a n d l e a d s t o 
r e s i s t a n c e o f c e l l s i n t h e p r e s e n c e o f D S F . M T F 1 - s i l e n c e c e l l s a l s o b e c o m e r e s i s t a n t . C e l l l i n e s 
U - 2 - O S a n d M D A - M B - 2 3 1 w e r e t r e a t e d w i t h a n i n c r e a s e d c o n c e n t r a t i o n o f D S F f o r 7 2 h o u r s a n d 
e v a l u a t e d b y X T T as say . 1 0 ( x M c o p p e r c h e l a t o r b a t h o c u p r o i n e d i s u l f o n i c a c i d ( B C D S ) w a s a d d e d 
s h o r t l y b e f o r e t h e D S F t r e a t m e n t . T h e r e s u l t r e p r e s e n t s t h r e e i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s ' m e a n a n d 
s t a n d a r d d e v i a t i o n . 
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5. DISCUSSION 

D r u g r e s i s t a n c e i s a g r o w i n g i s s u e i n o n c o l o g y , f o r c i n g t h e d e v e l o p m e n t o f n e w d r u g s 

o r t h e r e p u r p o s i n g o f o l d o n e s . I t w a s p r e v i o u s l y d i s c o v e r e d t h a t t o g e t h e r w i t h p r i n c i p a l 

c e l l u l a r a d a p t a t i o n s a n d s e l e c t i o n , d r u g r e s i s t a n c e c o u l d a l s o b e a f f e c t e d b y p a t i e n t s ' n u t r i t i o n 

a n d / o r o t h e r d r u g s u p p l e m e n t a t i o n d u r i n g t h e t h e r a p y 9 . D i s u l f i r a m ( D S F ) , a d r u g i n i t i a l l y 

d e v e l o p e d t o t r e a t a l c o h o l a b u s e , h a s r e c e n t l y b e c o m e a h o t c a n d i d a t e f o r r e p u r p o s i n g i n 

c a n c e r t h e r a p y . D S F w a s d e m o n s t r a t e d t o i n d u c e p r o t e o t o x i c s t r e s s v i a i t s m e t a b o l i t e , 

b i s - d i e t h y l d i t h i o c a r b a m a t e - c o p p e r c o m p l e x ( C u E T ) , t a r g e t i n g N P L 4 p r o t e i n w i t h 

a n i r r e p l a c e a b l e r o l e w i t h i n t h e u b i q u i t i n - p r o t e a s o m e s y s t e m ( U P S ) 8 . C u E T i n n a n o m o l a r 

c o n c e n t r a t i o n i n d u c e s m a s s i v e p r o t e o t o x i c s t r e s s b y N P L 4 a g g r e g a t i o n a n d w e a k e n i n g 

t h e U P S . D e s p i t e t h e p o t e n t a b i l i t y o f D S F / C u E T t o e f f e c t i v e l y k i l l c a n c e r c e l l s , r e s u l t s i n 

c l i n i c a l t r i a l s w e r e r a t h e r a m b i g u o u s 3 1 3 . T h i s w o r k w a s d e d i c a t e d t o f i n d i n g a p o s s i b l e 

e x p l a n a t i o n f o r s o m e D S F - t r e a t e d c a n c e r p a t i e n t s ' i n s u f f i c i e n t r e s p o n s e . 

A h i g h - t h r o u g h p u t s c r e e n i n g s t r a t e g y w a s a p p l i e d t o f i n d c o m p o u n d s i n t e r f e r i n g w i t h 

C u E T b i o l o g i c a l a c t i v i t y f o r t h a t p u r p o s e . T h e s c r e e n i n g m e t h o d w a s b a s e d o n e v a l u a t i n g t h e 

p r i m a r y C u E T t a r g e t , t h e N P L 4 - G F P p r o t e i n , b y a u t o m a t e d m i c r o s c o p y . A m o n g t h e m o s t 

p o t e n t h i t s w a s i d e n t i f i e d c a n n a b i d i o l ( C B D ) , a c o m p o n e n t o f t h e m a r i j u a n a p l a n t . 

C B D i s a h i g h l y r e l e v a n t s u b s t a n c e i n c a n c e r d u e t o i t s r e l a t i v e l y c o m m o n u s a g e 

a m o n g o n c o l o g i c a l p a t i e n t s 1 0 1 1 . O n e - f i f t h o f t h e p a t i e n t s p r e f e r p u r e C B D o r C B D - d o m i n a n t 

p r o d u c t s 1 1 . T h e s c a l e i s s o m a s s i v e t h a t o n e - t h i r d o f o n c o l o g y p h y s i c i a n s a c k n o w l e d g e 

d i s c u s s i n g m a r i j u a n a u s a g e a s a n a d j u v a n t w i t h t h e i r p a t i e n t s 3 1 4 . M o r e o v e r , m a r i j u a n a a n d 

c a n n a b i n o i d s h a v e b e e n e x t e n s i v e l y s t u d i e d o v e r t h e p a s t f e w d e c a d e s , r e v e a l i n g n u m e r o u s 

c l i n i c a l l y r e l e v a n t c e l l u l a r t a r g e t s 1 9 9 ' 2 4 6 ' 3 1 5 . N o t a b l y , C B D , u n d e r t h e c o m m e r c i a l n a m e 

E p i d i o l e x , r e c e i v e d F D A a p p r o v a l f o r t r e a t i n g s e i z u r e s c a u s e d b y t w o k i n d s o f e p i l e p s y a n d 

t u b e r o u s s c l e r o s i s c o m p l e x 1 7 1 1 7 2 . A p a r t f r o m t h e p r e s c r i p t i o n f o r m , C B D i s w i d e l y a v a i l a b l e 

o v e r - t h e - c o u n t e r . D u e t o i t s g e n e r a l l y s a f e p h a r m a c o l o g i c a l p r o f i l e , C B D i s w i d e l y a v a i l a b l e 

i n m a n y c o u n t r i e s w o r l d w i d e i n f o o d s , b e v e r a g e s , t o b a c c o - l i k e p r o d u c t s , a n d c o s m e t i c s 1 2 . I t 

i s i m p o r t a n t t o n o t e t h a t C B D o r m a r i j u a n a i n v a r i o u s f o r m s i s g e n e r a l l y a c c e p t e d as 
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a t r e a t m e n t f o r a t t e n u a t i o n o f c h e m o t h e r a p y - i n d u c e d a d v e r s e e f f e c t s , i n c l u d i n g p a i n , n a u s e a , 

v o m i t i n g , l o s s o f a p p e t i t e , a n d d e p r e s s i o n . S o m e s t u d i e s s u g g e s t i t m a y e v e n w o r k a s a c a n c e r 

t h e r a p y p o t e n t i a t o r 6 2 1 9 9 ' 2 3 7 ' 2 4 5 ' 2 4 6 . F o r e x a m p l e , N a b i l o n e a n d D r o n a b i n o l ( b o t h s y n t h e t i c 

c a n n a b i n o i d s ) a r e a l r e a d y F D A - a p p r o v e d f o r c h e m o t h e r a p y - i n d u c e d n a u s e a a n d v o m i t i n g 1 7 4 . 

S a t i v e x i s o n e m o r e c a n n a b i n o i d - b a s e d d r u g c o n t a i n i n g C B D t o g e t h e r w i t h A 9 - T H C , w h i c h 

i s f o r a d e c a d e u n d e r t h e e v a l u a t i o n a g a i n s t c a n c e r - r e l a t e d p a i n 3 1 6 . P u r e C B D i s p l a n n e d t o 

b e e x t e n s i v e l y t e s t e d f o r i t s p o t e n t i a l a b i l i t y t o r e d u c e c h e m o t h e r a p y - i n d u c e d s i d e 

e f f e c t s 2 7 9 " 2 8 1 ' 3 1 7 . W i t h s u c h s o l i d c l i n i c a l r e l e v a n c e , f i n d i n g t h e m e c h a n i s m b e h i n d 

t h e C B D - p r o m o t e d p r o t e c t i v e e f f e c t a g a i n s t C u E T w a s c h o s e n f o r a d e t a i l e d e x p e r i m e n t a l 

e x a m i n a t i o n . 

E x p e r i m e n t a l d a t a c o l l e c t e d w i t h i n t h i s w o r k l i n k t h e C B D - p r o m o t e d p r o t e c t i v e 

e f f e c t s t o t h e m e t a l l o t h i o n e i n ( M T ) p a t h w a y . M T s a r e s m a l l p r o t e i n s a c t i n g i n a c e l l as 

a c h e l a t i n g a g e n t , h e l p i n g t o b a l a n c e z i n c h o m e o s t a s i s a n d d e t o x i f y i n g c e l l s b y h e a v y m e t a l s 

r e m o v a l 2 9 1 ' 2 9 2 . A d d i t i o n a l l y , i t h a s b e e n p r e v i o u s l y r e p o r t e d t h a t M T s a r e r e s p o n s i b l e f o r 

c h e m o t h e r a p y r e s i s t a n c e o f s o m e d r u g s a n d a r e s u g g e s t e d a s p o t e n t i a l m a r k e r s f o r 

c h e m o t h e r a p y e f f i c a c y 2 9 1 ' 2 9 2 ' 2 9 7 ' 2 9 8 , 

I n t e r e s t i n g l y , a n i n d e p e n d e n t g r o u p r e c e n t l y r e p o r t e d p r o t e c t i v e e f f e c t s o f t h e M T 

p a t h w a y a g a i n s t D S F 3 0 9 . T h e g r o u p s c r e e n e d f o r g e n e t i c d e t e r m i n a n t s o f s e n s i t i v i t y t o w a r d s 

v a r i o u s a n t i c a n c e r d r u g s a n d r e v e a l e d t h a t c e l l s w i t h d i s r u p t e d M T p a t h w a y s a r e s u s c e p t i b l e 

t o D S F t r e a t m e n t . T h e a u t h o r s p r o p o s e d p o s s i b l e i n t e r a c t i o n b e t w e e n M T s a n d D S F . 

H o w e v e r , e x p e r i m e n t s p e r f o r m e d i n t h i s w o r k c l e a r l y s h o w t h a t D S F ' s c e l l u l a r t o x i c i t y 

e n t i r e l y d e p e n d s o n t h e c o p p e r i o n s a n d f o r m a t i o n o f t h e C u E T m o l e c u l e , w h i c h i s , i n f a c t , 

t h e M T s ' t a r g e t . M o r e o v e r , C u E T c o n t a i n s d i v a l e n t c u p r i c c a t i o n , w h i c h e x p l a i n s 

t h e i n t e r f e r e n c e t h r o u g h s u g g e s t e d c h e l a t i o n b y M T s . I t i s e s s e n t i a l t o u n d e r l i n e t h a t 

t h e p r e s e n c e o f c o p p e r i o n s i s a n i m p o r t a n t f a c t o r f o r s u c c e s s f u l D S F - m e d i a t e d a n t i c a n c e r 

t h e r a p y . S o m e o f t h e c l i n i c a l t r i a l s e v e n c o m b i n e D S F w i t h c o p p e r s u p p l e m e n t a t i o n . A l s o , 

i n s o m e c a s e s , t h e c o p p e r p o o l c a n b e d e c r e a s e d i n p a t i e n t s w i t h c e l i a c d i s e a s e a n d i n p a t i e n t s 

w i t h z i n c s u p p l e m e n t a t i o n , w h i c h w a s s h o w n t o a f f e c t c o p p e r u p t a k e n e g a t i v e l y 3 1 8 ' 3 1 9 . 

O v e r a l l , t h e d a t a p r e s e n t e d i n t h i s w o r k u n c o v e r s a n e s s e n t i a l m e c h a n i s m o f c e l l u l a r 

r e s i s t a n c e a g a i n s t C u E T m o l e c u l e ( F i g . 1 8 ) a n d p r o v i d e s i m p o r t a n t c l i n i c a l l y r e l e v a n t 
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m e s s a g e s . F i r s t o f a l l , i t i s t h e u s a g e o f c a n n a b i s - d e r i v e d p r o d u c t s , i n c l u d i n g C B D , w h i c h 

s h o u l d b e a v o i d e d d u r i n g t h e a n t i c a n c e r t r e a t m e n t b a s e d o n D S F . O n e c a n e v e n r a i s e 

t h e q u e s t i o n o f w h e t h e r t h e u n w a n t e d C B D - p r o m o t e d p r o t e c t i v e e f f e c t i s n o t a f f e c t i n g m o r e 

t y p e s o f a n t i c a n c e r t h e r a p i e s , s u c h a s p l a t i n u m - b a s e d . L a s t b u t n o t l e a s t i s t h e a p p l i c a b i l i t y 

o f t h e M T p a t h w a y s t a t u s a s a p r e d i c t i v e m a r k e r f o r s u c c e s s f u l D S F - b a s e d t r e a t m e n t . 

M o r e o v e r , t h e M T p a t h w a y i s c h e m i c a l l y t a r g e t a b l e , o f f e r i n g p o t e n t i a l o p t i o n s f o r c o m b i n e d 

t h e r a p i e s . F o r e x a m p l e , c o m p o u n d A P T O - 2 5 3 w a s u n d e r c l i n i c a l t e s t i n g a s a c - M y c 

i n h i b i t o r , w h i c h a l s o i n h i b i t s M T F 1 3 2 0 . 

C E L L DEATH C E L L SURVIVAL 

( D i s u l f i r a r r O j 
V 1 J 

\ C u 2 + 

\ 
( C u E T ) 

( C B D ) \ 
( C u E T ) 

( C B D ) 

> ( C u E T ) 

* •. 1 
* ^ * 

4 + * .* Proteotoxic s t r e s s 

l / 
u / 

*. I 
* * * I 

t * 1 * * 1 * * / * * / 
* * / * •» * ^ / /' * 
/ * * 

/ C Y T O P L A 5 M * * * A _, 
* * DNA d a m a g e 
* : y / 

* 
. - »* N U C L E U S 

' : :* x z x z x 
• 

/ t—v. 

F i g . 1 8 : A c o m p l e x o f c o p p e r a n d d i e t h y l d i t h i o c a r b a m a t e , C u E T , a p r o d u c t o f d i s u l f i r a m ( D S F ) 
m e t a b o l i s a t i o n , t a r g e t s c a n c e r c e l l s v i a p r o t e o t o x i c s t r e s s a n d D N A d a m a g e . C o n c o m i t a n t u s a g e o f 
c a n n a b i s - d e r i v e d p r o d u c t s a t t e n u a t e s t h e e f f e c t o f C u E T b y p r o m o t i n g t h e i n d u c t i o n o f 
m e t a l l o t h i o n e i n s , w h i c h b i n d t o C u E T a n d i n t e r f e r e w i t h i t s c e l l u l a r a c t i v i t i e s . 
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6. CONCLUSION 

I n c o n c l u s i o n , t h e p a t i e n t s r e c e i v i n g d i s u l f i r a m ( D S F ) t h e r a p y s h o u l d a v o i d u s i n g 

c a n n a b i d i o l - ( C B D ) - c o n t a i n i n g p r o d u c t s c o n c u r r e n t l y d u e t o i d e n t i f i e d i n t e r f e r e n c e o f C B D 

a n d b i s - d i e t h y l d i t h i o c a r b a m a t e - c o p p e r c o m p l e x ( C u E T ) w h i c h i s t h e a n t i c a n c e r m e t a b o l i t e 

o f D S F . T h i s d i s c o v e r y m i g h t a l s o e x p l a i n w h y t h e c l i n i c a l t r i a l s a i m e d a t r e p u r p o s i n g D S F 

i n o n c o l o g y w e r e b e n e f i c i a l o n l y f o r s o m e p a t i e n t s . M e t a l l o t h i o n e i n s ( M T s ) , w h i c h 

e x p r e s s i o n i s t r i g g e r e d a f t e r C B D t r e a t m e n t , n o t o n l y p r o t e c t t h e c a n c e r c e l l s f r o m C u E T , b u t 

t h e i r s t a t u s m i g h t a l s o s e r v e a s p r e d i c t i v e b i o m a r k e r s f o r D S F t h e r a p y . P a t i e n t s w i t h l o w e r 

e x p r e s s i o n o f M T s i n c a n c e r t i s s u e s s h o u l d b e m o r e s u i t a b l e f o r s u c c e s s f u l t h e r a p y . P r e s e n t e d 

d a t a a l s o s u g g e s t t h a t c o m b i n e d t r e a t m e n t s , i n c l u d i n g D S F a n d d r u g s t a r g e t i n g t h e M T 

p a t h w a y , m i g h t b e c o m e a p o t e n t a n t i c a n c e r s t r a t e g y . 
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7. ABBREVIATIONS 

5 - H T 1 A / 2 A / 3 A 5 - h y d r o x y t r y p t a m i n e r e c e p t o r 1 A / 2 A / 3 A 

A B C B 1 1 / G 2 A T P b i n d i n g c a s s e t t e s u b f a m i l y B m e m b e r 1 1 / G m e m b e r 2 

A T F 4 / 6 A c t i v a t i n g t r a n s c r i p t i o n f a c t o r 4 / 6 

C a 2 + C a l c i u m 

C B 1 / 2 C a n n a b i n o i d r e c e p t o r 1 /2 

C B D C a n n a b i d i o l 

C B N C a n n a b i n o l 

C N S C e n t r a l n e r v o u s s y s t e m 

C u E T b i s - d i e t h y l d i t h i o c a r b a m a t e - c o p p e r c o m p l e x 

C u 2 + C o p p e r 

C Y P 4 5 0 C y t o c h r o m e P 4 5 0 

D S F D i s u l f i r a m 

D U B D e u b i q u i t i n a t e 

e I F 2 a E u k a r y o t i c i n i t i a t i o n f a c t o r 2 s u b u n i t - a 

E R E n d o p l a s m i c r e t i c u l u m 

E R A D E R - a s s o c i a t e d p r o t e i n d e g r a d a t i o n 

F A A H F a t t y a c i d a m i d e h y d r o l a s e 

F D A F o o d a n d D r u g A d m i n i s t r a t i o n 

G A B A - A G a m m a - a m i n o b u t y r i c a c i d t y p e A 

G l y R G l y c i n e r e c e p t o r 

G P R 1 8 / 5 5 G p r o t e i n - c o u p l e d r e c e p t o r 1 8 / 5 5 

H S P H e a t s h o c k p r o t e i n 

I C 5 0 H a l f - m a x i m a l i n h i b i t o r y c o n c e n t r a t i o n 
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P M C I D : P M C 7 8 4 6 5 8 4 . I F 2 0 2 1 - 1 7 . 6 9 4 

C h r o m a K , S k r o t t Z , G u r s k y J , B a c o v s k y J , M o u d r y P , Buchtová T, M i s t r i k M , B a r t e k J . A 

d r u g r e p u r p o s i n g s t r a t e g y f o r o v e r c o m i n g h u m a n m u l t i p l e m y e l o m a r e s i s t a n c e t o s t a n d a r d -

o f - c a r e t r e a t m e n t . C e l l D e a t h D i s . 2 0 2 2 M a r 4 ; 1 3 ( 3 ) : 2 0 3 . d o i : 1 0 . 1 0 3 8 / s 4 1 4 1 9 - 0 2 2 - 0 4 6 5 1 -

w . P M I D : 3 5 2 4 6 5 2 7 ; P M C I D : P M C 8 8 9 7 3 8 8 . I F 2 0 2 1 - 9 . 6 9 6 
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9.2. C O N F E R E N C E L E C T U R E S AND POSTER 
PRESENTATIONS 

O R A L T A L K S : 

Tereza Buchtová, M a r t i n Mistrík, Jiří Bártek. C a n n a b i n o i d s i g n a l i n g a n d i t s i n t e r f e r e n c e 

w i t h C u E T u p t a k e , I M T M R e a c t o r 2 0 1 9 , Bystřici n a d Pernštejnem, 2 0 1 9 . 

Tereza Buchtová, Zdeněk S k r o t t , M a r t i n M i s t r i k a n d Jiří Bártek. C B D p r o t e c t s f r o m C u E T 

t r e a t m e n t v i a i n d u c t i o n o f M T 2 A p r o t e i n , I M T M R e a c t o r 2 0 2 0 , Bystřici n a d Pernštejnem, 

2 0 2 0 . 

Tereza Buchtová, Katarína Chromá, M a r t i n Mistrík, Jiří Bártek. C B D a t t e n u a t e s t h e 

e f f i c a c y o f p l a t i n u m - b a s e d c h e m o t h e r a p y I M T M R e a c t o r 2 0 2 1 , Bystřici n a d Pernštejnem, 

2 0 2 1 . 

Tereza Buchtová, Zdeněk S k r o t t , Katarína Chromá, Jiří R e h u l k a , P e t r Džubák, Marián 

H a j d u c h , D a v i d Lukáč, S t e f a n o s A r a m p a t z i s , Jiří Bártek. C a n n a b i d i o l - i n d u c e d e x p r e s s i o n o f 

m e t a l l o t h i o n e i n s a t t e n u a t e t h e a n t i c a n c e r e f f e c t o f d i s u l f i r a m , O L 4 P E R M E D , O l o m o u c , 

2 0 2 1 . 

Tereza Buchtová, L u c i e Béresová, Katarína Chromá, M a r t i n Mistrík. C a n n a b i d i o l a n d 

c a n n a b i s e x t r a c t s a n t a g o n i z e p l a t i n u m - b a s e d c h e m o t h e r a p y v i a c e l l u l a r u p t a k e , I M T M 

R e a c t o r 2 0 2 2 , Velké K a r l o v i c e , 2 0 2 2 

P O S T E R P R E S E N T A T I O N S : 

Tereza Buchtová, Ondřej S a n o v e c , M a r t i n Mistrík. E f f i c a c y o f v a r i o u s g e n o t o t i x f a c t o r s i n 

a c t i v a t i o n o f c G A S / S T I N G p a t h w a y , X I V . D i a g n o s t i c , P r e d i c t i v e a n d E x p e r i m e n t a l 

o n c o l o g y d a y s , O l o m o u c , 2 0 1 8 . 

Tereza Buchtová, Zdeněk S k r o t t , Katarína Chromá, Jiří R e h u l k a , P e t r Zžubák, Marián 

H a j d u c h , D a v i d Lukáč, S t e f a n o s A r a m p a t z i s , Jiří Bártek. C a n n a b i d i o l - i n d u c e d e x p r e s s i o n o f 

m e t a l l o t h i o n e i n s l i m i t s t h e D i s u l f i r a m ' s a n t i c a n c e r e f f e c t s , C e l l u l a r B a s e s f o r P a t i e n t 

R e s p o n s e t o C o n v e n t i o n a l C a n c e r T h e r a p i e s , B e r l i n , 2 0 2 2 
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