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Abstrakt

Inhibitory proteazomu uz vice nez 10 let vzbuzuji zdjem 1ékaiti i vyzkumnika diky své
schopnosti selektivné vyvolavat apoptézu u rakovinnych bun€k. Mechanismus jejich fungo-
vani zatim neni pln€ objasnén. Prvni a zatim jediny pouZivany 1ék tohoto typu, bortezomib,
prokdzal svou tcinnost napiiklad u mnohocetného myelomu nebo lymfomu pldst ovych
bunék. Na druhou stranu, u mnohych jinych druhti rakovin bohuzel nefunguje dostatecné.
Mezi tyto patii podle vSeho i gliomy, mozkové nadory vychézejici z gliovych bunék. Praveé
u nich je, kvili Casto velké agresivité a radé dal$ich komplikaci, jejichZ disledkem je vy-
sokd umrtnost pacientd, absence G¢inné 1é¢by obzvlasté palciva. I proto je zcela pochopi-
telnd snaha o nalezeni novych inhibitori, efektivnéjsich, které zaroven nesdileji dalsi kom-
plikace, které s sebou 1écba bortezomibem nese. Jednoho z téchto potencialnich inhibitord,
disulfiramu (neboli antabusu), se tyka celd tato préce.

Cilem této prace je vSak i poukdzat na to, Ze ne vzdy je nutné vyvijet nové 1éky, a Ze
feSeni by mohlo naopak spocivat i v hledani novych vyuZiti pro medikamenty jiZ dlouho
zndmé. Takovymto lékem by mohl byt i antabus, ktery se uZ pres 50 let vyuZiva jako pod-
puirna farmakoterapie pfi 1é¢bé alkoholismu. Komplexy antabusu s médi maji velky po-
tencidl pfi 1écbé rakoviny, a to nejen mechanismem inhibice proteazomu, ale také diky
schopnosti potlacovat angiogenezi nebo inhibovat NFxB drdhu. Dle dostupnych informaci
disponuji tyto komplexy také schopnosti pronikat hematoencefalickou bariérou. Diky tomu

by mohly v budoucnu najit uplatnéni i v 1é¢be gliomt.



Abstract

It has been nearly 10 years since proteasome inhibitors proved their pro-apoptic effect
against cancer cells. The mechanism of their function has not been fully explained yet. The
first and only approved drug of this type so far is bortezomib, which showed high efficacy
against multiple myeloma and some other types of blood cancer. However, there are other
types of cancer in which the treatment with bortezomib did not bring significant effect.
According to all the information available, gliomas, brain tumors derived from glia cells,
are one of these. Gliomas are often very agressive and usually accompanied by various
complications, therefore the absence of effective treatment is a very serious problem. It
is one of the reasons why efforts are underway to invent new proteasome inhibitors which
would be more effective and without the issues present in the treatment with bortezomib.
In this thesis, I would like to introduce one of them, disulfiram (antabuse).

I would also like to point out that not only inventing new drugs, but also re-purposing
old ones might be the solution. The aforementioned disulfiram, which is now used as a med-
ication for alcoholics, could be one of those. Complexes of disulfiram and copper may have
great potential in cancer treatment, not only because of their ability to inhibit proteasome,
but also thanks to their anti-angiogenic effect, the ability to inhibit the NFxB pathway and
other properties. Complexes might also be able to penetrate the hemato-encephalic barrier.

Judging from all these facts, disulfiram seems suitable for glioma treatment.



Réada bych podékovala Mgr. Borisovi Cvekovi, Ph.D. za jeho ¢as, odborné vedeni, rady a
poskytnuté materidly. Dale pak také dékuji Mgr. Jindfichovi Sedlackovi za pomoc s realizaci

praktické Casti prace.
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1 Cile prace

Cilem této prace je jak reSer$ni shrnuti zakladnich poznatki tykajicich se ubikvitin-proteazomového
systému (UPS), inhibitorti proteazomu, disulfiramu a jeho moznych protirakovinnych tG¢inka a
konceptu neziskovych 1é¢iv, tak praktickd realizace pokustli a zhodnoceni, zda ziskané vysledky
zapadaji do nastinéného kontextu.

Cilem praktické Casti je srovnani toxicity bortezomibu, Cu(II)diethyldithiokarbamatu
(Cu(EtDTC)), diethyldithiokarbamatu sodného (Et) a CuCly na bunéénou kulturu A 172 od-

z vz

vozenou od lidského glioblastomu. Dle v teoretické ¢asti rozebranych poznatkii a predpokladii
ocekdvame, ze toxicita komplexu Cu(EtDTC), bude vyssi nez toxicita samotného ligandu Et
nebo kovu ve formé CuCl,. Bortezomib, béZné klinicky vyuZivany inhibitor proteazomu, po-

skytuje moznost srovnani. Vysledky jsou vyhodnocovany metodou MTT.



2 Uvod

Rakovina je v soucasné dobé jednou z nejpalcivéjsich zdravotnich otdzek a patfi mezi nejcastéjsi
priciny umrti u dospélych 1 déti (presné statistiky tykajici se rakoviny je mozné dohledat na
strankdch National Cancer Institute'). Mezi nejagresivn&j3i a nejhtife 1é¢itelné druhy rakoviny
patii nékteré typy gliomt, nddorti mozku odvozenych od gliovych bunék. [1] Pravé na tento typ
tumoru je zaméfena tato prace.

Lécba rakoviny je velice ndkladou zéleZitosti a na nékteré typy tohoto onemocnéni zatim
efektivni 1écba ani neexistuje. Nové metody 1éCeni, hlavné ty farmakologické, jsou pfedmétem
intenzivniho vyzkumu. Ten se ovSem potykd s celou fadou komplikaci. I kdyZ byl v 1écbé mno-
hych typl rakoviny zaznamenan velky pokrok, miZeme bohuzel ve vyvoji 1€kt v poslednich
letech pozorovat smutny trend, a to stédle stoupajici naklady jejich vyzkumu, pficemz stdle nizsi
pocet potencidlnich 1éCiv se nakonec dostane do klinického vyuZivani. [2] Problémem je Casto
také mala Gcinnost téchto novych 1ékd — pacienti malokdy byvaji opravdu vyléCeni, obvykle
dochazi pouze k prodlouzeni Zivota ¢lovéka o nékolik tydnii nebo mésicii. Kvalitu Zivota téchto
lidi, ktefi se Casto potykaji s vdZnymi vedlej$imi Gcinky 1éCby, také neni mozné opomijet. [3]
Tyto neuspokojivé vysledky vedou ke snahdm o hledani alternativnich metod vyvoje 1éka. Jako
velmi slibnd moznost se jevi napfiiklad peclivé zaznamendvani pozitivnich vedlejsich ucinkt
starych levnych 1éCiv a hledéni jejich novych vyuziti [4], pfipadné sponzorovéani potiebnych
testd z neziskovych zdroju. [5]

Na poli vyzkumu novych 1écebnych metod bylo v poslednich letech zaznamenano nékolik
uspéchii. Mezi né se da pocitat vyzkum mechanismu degradace proteind, ktery nakonec vedl
k vyvoji 1éku zndmého jako bortezomib, ktery se dobfe osvédcil v 1écbé mnohocetného mye-
lomu a nékterych dalSich krevnich typd rakovin. [6] Mechanismus pisobeni bortezomibu je
zaloZen na inhibici proteazomu, organely zodpovédné za degradaci poSkozenych a nepotieb-

nych proteint v buiice. Princip pomérné selektivniho plsobeni téchto 1é¢iv na rakovinné burnky

Thttp://seer.cancer.gov/statistics/



je zatim pfedmétem debaty, jejiz zdkladni mySlenky jsou shrnuty nize v samostatné kapitole.

I 1écba bortezomibem je provazena celou fadou komplikaci. Je poddvan intraven6zné a ma
mnoho vedlejsich uc¢inki, které v nejvaznéjsich zaznamenanych piipadech skonlily az Zivot
ohroZujicimi stavy, jako napfiklad srde¢nim selhdnim (viz naptiklad zde [7] nebo zde [8]). Vel-
kym problémem je také jeho nedcinnost u mnoha typi rakovin, hlavné u solidnich tumort. [9]

Presto vSak maji inhibitory proteazomu do budoucna obrovsky potencidl. Nezddnouci ucinky,
které 1écbu bortezomibem provazeji, nejsou zfejmé v mnohych pfipadech piimym disledkem
inhibice proteazomu, ale jsou dany vedlejSimi interakcemi léCiva v buiice. [10] D4 se tedy pred-
pokladat, Ze by bylo mozné je odstranit nebo alespon zmirnit. Stejné tak zplisob poddvani a
mald ucinnost v solidnich tumorech jsou problémy, které by se v budoucnu zfejmé daly vyfesit.
Proto je mnoho nadéji vkladano do vyvoje nové generace inhibitorti proteazomu.

Je vSak nutné vkladat obrovské mnozstvi prostiedkd do vyvoje novych efektivnéjsich 1€kt ?
MozZna by bylo schlidnéjsi zapatrat mezi jiZ ddvno znamymi 1€ky a pokusit se najit feSeni zde.
Latkou s obrovskym protirakovinnym potencidlem by mohl byt disulfiram (neboli antabus), 1€k
Jiz t€méft 60 let pouzivany jako adjuvans pii 1é¢bé alkoholismu. [5] Za protialkoholni u¢inky di-
sulfiramu je zodpovédnd jeho schopnost blokovat aldehyddehydrogendzu, enzym podilejici se
na metabolismu ethanolu. [11] Diky tomu dochdzi v téle k hromadéni acetaldehydu, ktery zpt-
sobuje fadu neptijemnych fyzickych projevu, které alkoholika odradi od dalsiho piti. Disulfiram
je vSak latkou znacné€ nespecifickou a kromé aldehyddehydrogendzy interaguje také s celou fa-
dou dalsich proteinti. Momentélné se hovoii o jeho moZném vyuZzivani pfi snahach zbavit se i
jinych zavislosti, nez je alkoholismus. [12] [13] N4s vSak zajimaji hlavné€ jeho moZné protirako-
vinné ucinky. Ty by pravdépodobné mohly byt dany schopnosti komplexi metabolitu antabusu
s médi inhibovat proteazom (a to ziejmé jinym mechanismem, neZ je tomu u bortezomibu [14],
coZ by mohlo fesit nékteré nedostatky 1écby bortezomibem), ale také dalSimi faktory, naptiklad
schopnosti blokovat NFxB drahu. [16]

Dalsi obrovskou vyhodou disulfiramu, ktera by se uplatnila v 1é¢bé gliomt a rakovin mozku,
je predpokladana schopnost komplexi prochazet hematoencefalickou bariérou. [17] Ta brani
vstupu nékterych latek do mozku a chréni jej tak pred poSkozenim, ovSem je také Casto pri¢inou
selhani 1é¢by mozkovych nadort, protoZe nepropusti aktivni latky na misto ptsobeni. [ 18] Tento

problém by zfejmé komplex mél byt schopen prekonat.



3 Literarni reSerse

3.1 Mozkové nadory

Klasifikace

Jako rakovinu mozku oznacujeme abnormadlni rist bunék pifimo v mozkové tkdni, ale i tumory
mozkovych plen. [1] AZ 30 % mozkovych nadori jsou sekundarni nddory (nemaji piivod v mozku,
jsou to metastaze). MiZzeme se také setkat s pfipady, kdy se do mozku rakovina rozsiii z okol-
nich tkéni (Iebky, m&kkych tkéni hlavy a krku).!

Podle dostupnych informaci je v USA ro¢né rakovina mozku diagnostikovdna asi 22 500
pacientiim, z toho pres 2000 jsou déti (podstatnou ¢ast umrti v disledku rakoviny v détském
véku maji na svédomi pravé mozkové tumory). [19] Asi 80 % veskerych mozkovych nadort
u dospélych jedincti jsou gliomy, u déti je to asi 30 %. Okolo 13 000 lidi v USA ro¢né gliomu
podlehne. Gliomy se vSeobecné vyskytuji vice u muzd nez u Zen. Primérny vék nemocnych
se li&i v zdvislosti na typu niddoru. > Geografické posouzeni vyskytu je ndro¢ngjsi. Statisticky
se gliomy nejvice vyskytuji ve vyspélych zemich jako jsou staty severni Evropy, Austrdlie a
Novy Zéland, USA nebo Kanada, nejméné pak v Indii nebo na Filipindch. Tyto informace vSak
nejsou dostateéné spolehlivé, hlavné kvuli nestejné trovni 1ékarské péce v jednotlivych stitech.
[20] OvSem nékteré odchylky, jako naprilad zvySeny vyskyt v severni Evropé, rozhodné nejsou
zanedbatelné.

Gliomy tvoii pomérné nekonzistentni skupinu nadori v tom smyslu, Ze nejsou zndmé zZadné
mutace ¢i zmény na molekuldrni drovni, které by pro né byly charakteristické. [19] Vyjma vzéc-
nych dédi¢nych syndromi a vysokych davek ionizujiciho zafeni nebyly prozatim prokazany ani
typické environmentalni vlivy, které by gliomy pifimo zptsobovaly, nékteré studie ov§em nazna-

¢uji vliv vyzivy a dalSich faktorti. Navzdory pretrvavajicim obavam nebyla zatim jednoznacné

'Vyukové materidly pro studenty LF MU, http:/http://www.atlases.muni.cz
2http://seer.cancer.gov/statfacts/html/brain.html



prokdzana souvislost mezi rakovinou mozku a pouzivanim mobilnich telefoni. [21] Vysledky
jednotlivych prizkumi se vsak lisi a nékteré naznacuji, Ze tu souvislost byt miiZe, a Ze zareni
z mobilnich telefoni mé pravdépodobné i jiné biologické ticinky. > Pomérn& zajimavou véci
je také to, Ze nékteré genotypy, které vykazuji zvySené riziko vyskytu astmatu a alergii, jsou
pravdépodobné spojeny s mensim rizikem propuknuti gliomu. [19]
Mozkové nadory rozdélujeme do n€kolika skupin:

(Rozdé&leni je prevzato ze stranek www.cancer.gov * (verze z 8. &ervence 2010) a vychdzi z
klasifikace podle WHO. Na téchto strankéach, ve zdrojich, které jsou zde uvedeny nebo napiiklad

v ¢lanku [1] je moZno precist si vice o jednotlivych typech mozkovych nadorti.)

a) Neuroepitelidrni, jeZ se ddle déli do celé fady podskupin podle toho, zda vychézeji z glio-
vych bunék nebo neuronii a také podle jejich histologickych parametrii, umisténi a celé fady

dal$ich kritérii.
b) Meningeélni, nachdzejici se na mozkovych obalech.

¢) Nadory zarodecnych bunék, které se objevuji nejcastéji u déti ve véku 10-12 let. Jejich

vyskyt je témét 10krat vétSi v Asii nez v Evropé nebo Severni Americe.
d) Nadory v oblasti tureckého sedla (prohluben v klinové kosti, ve které je uloZena hypofyza).

e) Nadory nejisté histogeneze, jejichZz vyskyt je pomérné vzacny a byvaji spjaty s urcitymi

nemocemi.

f) Primdrni CNS lymfomy, které jsou typické hlavné pro pacienty trpici AIDS nebo jinou ne-

moci sniZzujici imunitu.
g) Nadory perifernich nervi ovliviiujici CNS.

h) Sekundarni nadory.

3A. Al-Orainey: Recent research on mobile phones effects; http://www.who.int
“http://www.cancer.gov



Gliomy
Gliové bunky

Néazvem gliom oznacujeme nejrozs§itenéjsi typ rakoviny mozku, kterd zacind v gliovych buii-
kach. Rozezndvame tfi zdkladni typy gliovych bunék — mikroglie, astrocyty a oligodendroglie.
[22]

Tyto buiiky byly dlouhou dobu povazovany pouze za obal neuronil zajist ujici jejich vyZivu,
ochranu a udrZovéni stabilniho prostfedi. Jiz pfed 50 lety se zacaly objevovat ndzory, Ze jejich
funkce mohou byt pro nervovy prenos mnohem podstatnéj$i. Dnes uz vime, Ze gliové buiky
déle zajist'uji imunitni déje v mozku, spravny prubéh nervového vzruchu, podileji se na tvorbé

funk¢ni synapse a za patologickych podminek maji také roli v pfenosu signala bolesti. [23]

Klasifikace gliomu

Gliomy délime hlavné podle histologickych kritérii, ptipadné také podle umisténi nebo rychlosti
rastu nadoru [18] (v ramci klasifika¢niho systému priméarnich malignich tumord podle WHO
rozezndvame stupné II-1V, stupeii I se pouZivéd pro oznaceni benigni tkang). >

Nédory druhého stupné jsou relativné pomalu rostouci a diferencované. Oproti tomu nadory
trettho stupné, také oznaCované jako anaplastické, prodé€laly zvrat k nezralej$i formé bunék,
a jsou tedy méné diferencované a rychleji rostou. Nejagresivnéjsi a také bohuZzel nejcastéji se
vyskytujici jsou nddory Ctvrtého stupné, mezi které patii glioblastomy (nékdy nazyvané ,,mno-
hotvarné glioblastomy*‘). Glioblastomy jsou jednou z nejagresivnéjsich rakovin viibec. Vyzna-
Cuji se velice rychlym ristem, déle pak vysokou schopnosti ménit svlij genom (mutace, delece
usekil kédujicich napriklad tumor-supresorové geny atd.) nebo také hyperaktivaci nékterych
receptorti, napiiklad tyrosinkindzovych, které jsou nezbytné pro vyvoj mnoha typu rakoviny.
[24]

Podle histologickych kritérii a typu bunék, ze kterych vznikly, délime gliomy nédsledovné:

(Rozdé&leni je pfevzato ze strdnek www.cancer.gov ® (verze z 8. &ervence 2010) a vychdzi z

Shttp://www.who.int
Ohttp://www.cancer.gov



klasifikace podle WHO. Na téchto strankéach, ve zdrojich, které jsou zde uvedeny nebo napiiklad

v ¢lancich [1] nebo [25] je moZno precist si vice o nékterych typech gliomi.)
a) Nddory pochdzejici z astrocyti:
e Pilocytické astrocytomy (stupeni I) — jsou vyrazné ohrani¢ené a pomalu rostouci. Nej-
Castéji se vyskytuji u déti a mladSich lidi.
e SEGA (zkratka ze Subependymal giant cell astrocytoma, stupen I) — jsou benigni a po-

malu rostouci. Charakteristicky postihuji pacienty trpici uritymi degeneracnimi one-

mocnénimi mozku.

e Difuzni astrocytomy (stupen II) — rostou pomalu, ale napadaji okolni tkdné. Vyskytuji
se nejvice u mladych dospélych, casto u téch, ktefi maji dédi¢né mutace proteinu p53.

Tvofi asi 35 % vSech astrocytomil.

e Pleiomorfni xanthoastrocytomy (stupen II) —jsou pomérné vzacné. Vyskytuji se zejména

u déti a mladsich pacient.
e Anaplastické astrocytomy (stupen III) — Casto vychazeji z difuznich astrocytomd.

e Glioblastomy (stupeni IV) — nékdy pochézeji z predchozich typl gliomd, pak jim fi-
kdme sekunddrni glioblastomy. Cast&ji se viak objevuji samy do sebe. Maji nékolik
histologickych variant a také je mizeme dale délit podle genetickych kritérii. Tvori asi

50-60 % vsech astrocytomul.
b) Oligodendroglidlni nadory:

e Oligodendrogliomy (stuper II) — tvori asi 50 % vSech oligodendroglidlnich nadord.
e Anaplastické oligodendrogliomy (stupenl III) — nejcastéji se objevuji v ¢elnim nebo
spankovém laloku.

¢) SmiSené gliomy:

e Oligoastrocytomy (stupeni II) — jsou kombinaci bun¢k pochédzejicich z oligodendrogli-
omu a diftiznich astrocytomu. Neprovazeji je zadné charakteristické genetické zmény

ani nevykazuji vyskyt u Zadné typické skupiny pacientt.

8



e Anaplastické oligoastrocytomy (stupei III).

d) Ependymalni gliomy (jsou odvozené od specidlniho typu gliovych bunék, ependyélnich bu-

nék, jez vystylaji vnitini povrch mozkovych komor a miS$niho kanélu):

e Myxopapildrni ependymom (stupen I) — jednd se o pomalu rostouci tumory, které se

objevuji hlavné v miSe.

e Subependymom (stupen I) — vyskytuje se hlavné u star§ich pacientd muzského pohlavi

a je dobre 1éCitelny chirurgickymi zdkroky.
e Ependymom (stupen II) — nejCastéji postihuje déti a mladsi lidi.

e Anaplasticky ependymom (stupen III).

e) Neuroepitelidlni nddory nejasného ptivodu (byvaji pomérné vzacné a informace o nich tedy

nejsou dostateCné):

e Astroblastomy (nemaji ptidéleny zZadny stupeni podle WHO) — vyskytuji se hlavné

u mladsich pacient.

e Chordoidni gliomy tfeti komory (stupen II) — plisobi velké komplikace, protoZe jsou
lokalizovany blizko hypotalamu a je tedy ¢asto nemozné je uplné chirurgicky odstranit.

v v s

e Gliomatosis cerebri (stupen I1I) — ma difizni charakter a Casto se §iii po celém mozku.
AC jej neprovazeji zddné vyloZené charakteristické chromozomadlni zmény, ty, které
u néj nachdzime, jsou natolik odliSné od ostatnich gliomt, Ze se d4 zaradit do samo-

statné genetické kategorie.

Kromé toho se vyskytuji jeSt€ smiSené mozkové nadory, jez vychdzeji z neurdlnich i glio-
vych bunék. Jsou pomérné vzdcné a az na vyjimky mivaji pacienti trpici touto formou rakoviny
pfiznivou prognézu. ’

Gliomy mohou tvofit metastdze mimo CNS, jedna se vSak o natolik ojedinélé pripady, Ze se
velmi dlouho myslelo, Ze mozkové nadory nejsou metastdzovani schopny [26] (prvni v literature

zaznamenany piipad [27]). PfiCinou je zfejmé& pritomnost hematoencefalické bariéry (viz dalsi

"http://www.cancer.gov



kapitola). [28] Pro nékteré druhy gliomt, typicky pro glioblastomy, je vSak charakteristicka
difuze a rozprostfeni nadorovych bunék v mozku (to ma ziejme souvislost s jejich dediferenciaci
a simulovanim vlastnosti gliovych prekurzorovych bunék, které v priibéhu vyvoje CNS v mozku
migruji). [29] To zhorSuje jejich 1éCitelnost, protoZe takovyto nador je velice obtizné chirurgicky
¢i radiologicky zacilit.

RozliSovani na benigni a maligni tkan je u nddord mozku dosti relativni. I méné agresivni
formy gliomt jsou obvykle Iékafi prognézovany jako potencidlné smrtelné — diivodem je to, Ze
svym rustem utlac¢uji okolni tkan a zvySuji vnitrolebni tlak, ale také jejich znacna tendence k
prechodu na maligni formy a vySe zminiované difuzi v mozku. [25] Je tedy zfejmé, Ze hledani
co moznd nejucinngjsi farmakologické 1é¢by gliomi je nutnosti. Lécba nadord v této oblasti
vSak s sebou nese specifické problémy, z nichZ nejzavaznéjsi je ziejmé neschopnost mnohych

perspektivnich medikamentti projit hematoencefalickou bariérou.

Problém hematoencefalické bariéry

Hematoencelafickd bariéra je komplex sklddajici se z bunék cévniho endotelu, bazalni mem-
brany, pericytli, zakonCeni astrocytd a tkanovych bazofill. [30] Diky tésné vazbé jednotlivych
bunék, absenci fenestraci (okének) v cévach a omezeni vezikuldrniho transportu je téméf zne-
moznén prostup jakychkoli latek intraceluldrnimi prostory. [31] Bariéra je také schopna produ-
kovat fadu nejriznéjsich transportéri a enzymil metabolizujicich 1é¢iva (riizné typy transferdz,
cytochromti...). Tim zajist' uje pisnou regulaci prichodu latek z krve do mozkové tkané a iplné
brani difuzi nezddoucich sloucenin, ¢imz se podili na tvorbé optimalniho prostiedi pro funkci
mozku. [32]

Problémem mnoha latek s potencidlem v 1é¢bé onemocnéni mozku je pravé selektivnost
hematoencefalické bariéry — 1éCiva ji jednoduSe neprojdou a do mozku se nedostanou. Exis-
tuji zplsoby, jak tento problém prekonat — miize se jednat o pfimou invazivni aplikaci latek do
mozku, vyhodnéjsi jsou ovS§em neinvazivni metody. Mezi ty patii napiiklad 1 prosté zvednuti
davky, vyuziva se vsak také Siroké Skaly specifickych transportéri nebo interakci s jinymi 1é-
Civy, které pozméni propustnost bariéry vici dalsim latkam ¢i naopak ovlivni jejich uvolnovani

z mozku atd. [18]
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Lécba gliomu

Soucasné metody 1éCby jsou zaloZeny hlavné na radioterapii, chirurgickych zakrocich a che-
moterapii. [33] V poslednich dvou dekddach se jako slibnd moznost pro budouci 1écbu uka-
zuje genova terapie zaloZend hlavné na aktivaci gentli pro apoptézu, tumor-supresorovych gent
nebo gent stimulujicich imunitu pacienta, 1¥zi onkogenti pomoci upravenych virti nebo blokaci
mRNA pomoci tzv. antisense RNA. Tim je znemoZnéna transkripce specifickych genti podile-
jicich se na vzniku choroby. [34]

Specifikem v 1écbé mozkovych nddord je vyuZzivani takzvanych ~v-nozi. Navzdory ndzvu,
ktery mtize byt pro laiky zavadéjici, nespociva terapie pomoci vy-noze v piimém chirurgickém
zakroku. Jednd se o radioterapeutickou metodu, pfi které dochazi k pfesnému zacileni velkych
ddvek gamma zafeni do té oblasti mozku, kde se nachdzi tumor. 8 °

I kdyz se diky znacnym pokrokiim pfevazné v chirurgii (lep$i monitorovani mozku, neuro-
navigace nebo ,,awake surgery* — operace pri védomi pacienta zabrafiujici nechténym poSkoze-
nim mozku), avSak napfiklad i lepsi rehabilitaci po operacich, dati délku Zivota nemocnych pro-
dlouzit [35], je progndza pro pacienty, kterym byl gliom diagnostikovan, velmi Spatnd. Pouze
okolo 30% lidi s diagnostikovanym mozkovym nadorem (jakymkoliv) preziva déle nez 5 let
po diagndze. [36] Medidn délky dozZiti pacientti, kterym byla diagnostikovdna néktera z agre-
sivnich forem rakoviny jako je naptiklad glioblastom, je pouze okolo 1 roku. [1] [37] Lécba je
navic stdle Casto spojena s poruchami paméti, ueni a pozornosti. Radioterapie a chemoterapie
zabira pomérné dobfe u oligodendrogliomil, proto maji pacienti s timto typem nadoru lepsi pro-
gnézu. U jinych typt glioml ovSem v soucasné dobé pouZzivané metody prili§ nefunguji a je

tedy potfeba hledat novou uc¢inéjsi 1écbu.

8http://www.electa.com
“http://www.radiologyinfo.org
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3.2 UPS

Témito perspektivnimi novymi léky by mohly byt ihnibitory ubikvitin-proteazomového sys-
tému (UPS). NezZ se v§ak zacneme témito latkami podrobnéji zabyvat, je nutné si nejprve UPS

popsat a vysvétlit jeho zdkladni mechanismy.

Proteazomy

Systém byl objeven v souvislosti s vyzkumem mechanismu degradace proteint, jeZ zapocal
v pozdnich 60. letech a je spjat se jménem profesora A. Goldberga [38]. V 90. letech byly
uz zakladni mechanismy ubikvitin-proteazomového sytému pomérné dikladné objasnény a za
své poznatky v této oblasti byli dokonce A. Chiechanover, A. Hershko a I. Rose v roce 2004
vyznamendni Nobelovou cenou za chemii. [39]

Proteazomy jsou bilkovinné komplexy, které se podileji na degradaci asi 90 % poSkozenych
nebo nepotiebnych proteind v burice. Zbylych 10 % je rozkladdno procesem zvanym autofagie.
Autofagie je rozmanity déj, pii kterém byva pohlcena Cast cytoplazmy, ktera mtize obsahovat i
celé organely. Probihd v lysozomech. U savci je zndm i typ autofagie, ktery je fizen chaperony
a vede k selektivni degradaci jednotlivych proteind. [40]

Zname n¢kolik typt proteazomd, nejcastéji vyskytujici se jsou vSak dva — 20S a 26S pro-
teazomy. 20S proteazomy (obr. 3.1) jsou utvary o priblizné velikosti 16 x 12 nm a relativni

molekularni hmotnosti asi 700 kDa. [41]

Obrazek 3.1: Schématické zndzornéni 20S proteazomu
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Skladaji se z nékolika podjednotek. Tyto podjednotky jsou usporddany po 7 do Ctyfech
prstenct (vnéjsi « (obr. 3.2) a vnitini 3 (obr. 3.3),). Tyto podjednotky, i pies své rozdilné uspo-
radani, sdileji podobny typ skladdni dany kvartérni strukturou. Stejny typ skladani mizeme
najit i u bakterif, coZ napovid4 o znaéném evoluc¢nim stéii a vysoké konzervovanosti struktury

proteazomu. [42]

Obrazek 3.2: Schématické zndzornéni « prstence

Obrazek 3.3: Schématické znazornéni [ prstence

V buiikach je mozno nalézt desetitisice molekul proteazomil, tvori cca 3 % veskerého bunéc-
ného obsahu proteint. Vyskytuji se nejen v cytoplazmé, ale i v jadre. [43] U eukaryotniho typu
na nich rozezndvame 6 aktivnich mist s enzymatickou funkci, pojmenovanych podle funkéni
podobnosti s jinymi protedzami v téle — caspazou, trypsinem a chymotrypsinem (vZdy 2 mista
s patfi¢nou aktivitou, po jednom na kazdém [ prstenci). Nachdzeji se na podjednotkach 51
(caspdze podobna aktivita), 52 (trypsinu podobnd aktivita) a 55 (chymotrypsinu podobna akti-
vita a preference ke Stepeni fetézcl v rozvétvenych mistech nebo v mistech s vy$$im obsahem

malych neutrdlnich AK). [44] Dalsi podjednotky nemaji protedzovou aktivitu.
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20S proteazom je také zdkladem 26S proteazomu (obr. 3.4) — tvoii jeho centrdlni ¢4st.
Kromé néj obsahuje 26S proteazom jesté dal$i dvé rizné Casti (tzv. 19S), bazi a viko. Baze
se sklada z deseti podjednotek, viko z deviti, a jejich ukolem je otevirat kandl v 20S protea-
zomu a rozpozndvat, zachytdvat, deubikvitinovat, rozbalovat a translokovat proteiny urcené k

degradaci do centrdlni ¢asti, kde jsou rozstépeny na tseky o 3-25 AK. Velikost fragmenti je

ddna vzdélenosti jednotlivych aktivnich mist. [42]

Obrazek 3.4: Schématické znazornéni 26S proteazomu

Pro dcely této prace je nezbytné predstavit jednu konkrétni doménu vika a to doménu Pohl.
Jednd se o deubikvitindzu z tfidy metaloprotedz, ktera se vyskytuje v savCich burikéach a ob-
sahuje konzervovanou sekvenci aminokyselin nazyvanou JAMM. [45] Ta se sklad4d ze dvou
histidind a molekul kyseliny asparagové a glutamové. JAMM sekvence vytvaii po vazbé Zn>**+
aktivni misto enzymu. Poh1 doména je nezbytna pro fungovani proteazomu, protoZe zodpovida
za hydrolyzu izopeptidové vazby mezi substratem a ubikvitinem, ¢imz zajis$t'uje deubikvitinaci
proteind vstupujicich do proteazomu. Blokace Pohl vede ke znaénému sniZeni buné¢né viabi-
lity. [46]

Pro pribéh procest na bazi a viku je charakteristicka spotfeba velkého mnoZzstvi ATP, proto
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také 26S proteazom (na rozdil od samotného 20S proteazomu) potiebuje pro svou funkci ener-
gii. [47] Kromé popisovanych podjednotek miZeme nékdy na proteazomu nalézt i dalsi kom-
plexy a mohou se na n€j v mensi mife reverzibiln€ vézat i jiné proteiny. Celkov4 relativni mo-
lekulova hmotnost 26S proteazomu je cca 2500 kDa. [48]

Zvl1astnim pifipadem jsou proteazomy podilejici se na imunitni odpovédi, takzvané imuno-
proteazomy, které maji vlivem -interferonu 1 jinych latek pozménénou strukturu svych pod-
jednotek. V disledku toho ziskdvaji lepsi kontrolu nad tvofenymi polypeptidy, které jsou na-
sledné prezentovany MHC I receptorim. [42] Velice zajimavé jsou také thymoproteazomy [49],
které se, jak jiz nazev napovida, nachdzeji v brzliku. Strukturné vychézeji z imunoproteazomd,
obsahuji v8ak jednu zcela ojedinélou podjednotku, diky které je u nich potlacena chymotrypsi-
nov4d aktivita. Diky tomu vznikaji peptidy s hydrofobnimi zbytky, které jsou preferovanymi cily

MHC I komplexi. [50] I thymoproteazomy maji vliv na spravné fungovani imunity.

Ubikvitin — proteazomovy systém

Degradace probihajici v 26S proteazomech je zprostfedkovana pomoci ubikvitinu. Jednd se
o maly, vysoce konzervovany protein s fetézcem o délce 76 aminokyselin, které se v riizném
poctu navaZzi na cilovou molekulu a tim ji uréi k degradaci (,,kiss of death*). Proteiny urené
k ubikvitinaci jsou fosforylovany, pfipadné rozpoznavany podle AK zbytkt na N-konci. [51]

K vazbé polyubikvitinového fetézce dochédzi obvykle pies lysin 48 (typicky signal k degra-
daci), méné Casto pak pres jiné molekuly lysinu v ubikvitinu. DileZitym vazebnym mistem je
lys 63, pficemz se uvazuje, Ze ubikvitinace v této oblasti neni primdrnim signdlem k degra-
daci [52], ale spiSe k regulaci celé Skély dalSich procesii, od endocytézy az po transkripci. [53]
Dochazi k formovani mnoha typi fetézcti o riznych délkach a vlastnostech. Ve vyjimecnych
pfipadech mohou byt fetézce i rozvétvené Ci jinak atypické. [54]

Substrat je pripojen izopeptidovou vazbou mezi koncovym karboxylem ubikvitinu a vedlejsi
aminoskupinou lysinu v substratu. Ubikvitin je za spotfeby energie aktivovan E1 enzymem.
Vazba se déje pres C-konec glycinového zbytku ubikvitinu na cysteinovy zbytek E1. Ubikvitin
je poté prenesen opét na cysteinovy zbytek v aktivnim misté ubikvitin-konjugujiciho enzymu E2

a nakonec je pripojen na nékterou sekundarni aminoskupinu konkrétniho proteinu za kazatyzy

15



ubikvitin ligdzy, taktéz zvané E3. (obr. 3.5) Posledni krok miize fungovat vice mechanismy —
piimou vazbou ubikvitinu na E3 a pifenosem obdobnym zptisobem, jako u predchozich reakci
nebo, v piipadé, Ze vazba E3 a ubikvitinu neni mozna, muze dochédzet k pfimému prenosu z E2
na cilovy protein za asistence E3. VSechny zminéné enzymy mohou mit nékolik rtiznych forem.
[55] Ubikvitin-ligdzy jsou dokonce specifické pro rizné skupiny proteinti, rozeznavime tedy
stovky riznych typu, které jsou vSeobecné déleny do nékolika skupin podle svych aktivnich
domén (HECT, RING, U-BOX, PHD). [56] Do procesu jsou nékdy zapojeny také dals$i enzymy
(E4), které jsou zodpovédné za prodluzovani polyubikvitinového fetézce. [57] Kromé toho je
fungovani proteazomu ovliviiovano také fadou dalSich proteint, které jsou s nim asociovany.

[48]

Obrazek 3.5: Schéma ubikvitin — proteazomového systému
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Polyubikvitinové fetézce se dile navazi na viko proteazomu. To spolu s bdzi a ¢asti « prs-
tence, ktera tvoii vstup do centralniho vélce, poté pomoci enzymi deubikvitindz (DUBs) odd¢€li
ubikvitinovy fetézec, denaturuje cilovy protein, ¢imz dojde k jeho rozbaleni do primérni struk-
tury, a odeSle ho do centrdlniho vélce k degradaci. Deubikvitinaci prozatim nebyla vénovana
takova pozornost, jako jinym procestim v rdmci UPS, nicméné v posledni dob€ je ¢im dél zjev-
n¢jsi velky vyznam tohoto procesu v mnoha déjich v burice. [S8] Nékteré DUBs jsou s nejveétsi
pravdépodobnosti pfimo spjaty s rakovinnymi procesy, a proto je vyzkum v této oblasti dalsi
moZnou perspektivou v ramci 1éCby této choroby.

UPS ma v bunkach né€kolik zakladnich funkci: [9] [59]

a) Likviduje nepottebné a poskozené proteiny, pficemz zaroven poskytuje substrit pro tvorbu

proteint novych.

b) Jak jiz bylo vySe naznaceno, podili se také na imunité, kdy rozkladem cizorodého proteinu

poskytuje antigeny.

¢) Spousti funkci n€kterych substratl, které potiebuji pro aktivaci ¢aste¢nou degradaci svych

casti.

d) Reguluje mnoho nezbytné diileZitych procesi. Mezi substraty proteazomu totiZ patii celd

Skdla molekul ovliviiujicich d€leni bunék, bunéény cyklus, transkripci, apoptézu atd.

Nékteré proteiny ke svému Stépeni nepotiebuji znaceni ubikvitinem. Jedna se hlavné o Spatné
sloZené proteiny, u kterych chyby v patficnych ¢astech mohou samy o sobé slouZit jako signdl
k degradaci. [60] Dal$im piikladem mohou byt oxidované proteiny, které jsou likvidovany ne-
specificky jak 268S, tak 20S proteazomem. Jejich rozpozndvani zajist' uji s nejvétsi pravdépodob-
nosti odkryta hydrofobni mista, kterd se pfi zménach terciarni a sekundarni struktury proteint
pfi oxidacnich procesech dostanou na povrch. Vliv maji i chemické zmény na jednotlivych AK.
[61]

Zajimava je také moznost kooperace proteazomu s dal§imi bunéénymi strukturami, na-
priklad pochod zvany ERAD (endoplasmatic reticulum-associated degradation), kdy jsou ne-

spravné slozené proteiny oznaceny v ER a posilany pfilehlym proteazomiim k degradaci [62]
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[63], ¢i vychytdvani proteintli v cytoplazmé pomoci specidlnich kompartmentt. [64] Druhy zmi-
nény jev je zavisly na rozpustnosti proteinil, nerozpustné agregaty jsou likvidovany vyse zmi-

nénym mechanismem autofagie.

3.3 Inhibitory UPS

Historie

V nésledujicim textu byly kromé niZe citovanych pouZity tyto zdroje: rozhovor s J. Adamsem
v Myeloma today, ¢erven 2003 ', ¢lanek The Velcade Story (autor Scott Alen) zvefejnény v
Boston Globe, kvéten 2007 !! a ¢lanek Velcade: First in a New Class of Cancer Drug (autor
Kathleen Fink) zveiejnény v Science Progress (Harvard Medical School). '?

V 90. letech zapocaly snahy uplatnit nové objevy tykajici se ubikvitin-proteazomového sys-
tému v mediciné. Pivodni myS$lenkou bylo vyuzit blokaci UPS v 1é¢bé chorob spjatych se sva-
lovou atrofii. Dalsi vyzkum ovSem pfinesl poznatky o roli proteazomid v imunitnim systému,
regulaci transkripce atd., proto nakonec padlo rozhodnuti zaméfit se na hledani jinych moznych
perspektiv blokace. S mySlenkou zaméfit se na rakovinu priSel J. Adams, a i pfes pocatecni
dafilo prosadit a vyzkouset latku, zndmou jako bortezomib (genericky ndzev) nebo Velcade
(obchodni ndzev), na pacientce s mnohocetnym myelomem. Vysledky byly nad oCekdvéani —
doslo k naprostému vymizeni rakoviny. Tento signifikantni dspéch spolu s absenci fungujici
terapie v pripadé mnohocetného myelomu nakonec presvédcCily firmu Millenium Pharmaceuti-
cals k investici do dalSich testt. Ty se netykaly jen mnohocetného myelomu, ale také chronické
lymfocytické leukemie a celé fady pevnych tumord. [65] V roce 2003 byl Velcade schvilen
jako 1€k pro pacienty s relapsujicim mnohocetnym myelomem, dokonce jesté predtim, neZ byla
dokoncena 3. faze klinickych testq.

Prozatim se jednd o jediny schvaleny inhibitor proteazomu na trhu, nicméné v soucasné

dobé probihd fada klinickych testii, které maji za cil vyvoj latek, jez nebudou sdilet nékteré

"myeloma.org
http://www.boston.com
125cienceprogress.hms.harvard.edu
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nedostatky bortezomibu. Mezi ty patfi napfiklad intravenézni poddvani, toxicita pfi vysSich
davkach, tvorba rezistence, interakce s nékterymi latkami pfirozené se vyskytujicimi v téle [66]

nebo nedostate¢na tcinnost v solidnich tumorech [67].

Moziné mechanismy pusobeni

Latky fungujici na principu inhibice ubikvitin-proteazomového systému (ddle v textu oznaco-
vané zkratkou PI) mohou pracovat nékolika riznymi zpisoby. Nejtypictéjsi je pfima inhibice
B prstencu centralni 20S Casti na jednom ¢i vice aktivnich mistech. Tato inhibice mtize byt jak
reverzibilni (bortezomib), tak ireverzibilni (charakteristické pro tzv. ,,P1 druhé generace, které
vSak nejsou v klinické praxi prozatim vyuZzivany). [59] Kromé toho jsou zde i perspektivy co
se blokace jinych ¢4sti ubikvitin-proteazomové drahy tyce, napiiklad naruseni funkce 19S Casti
(napftiklad prostrednictvim vySe zminované inhibice DUBs) [68] nebo blokace E3 ligdz. [69]

Velmi zajimava véc je selektivita téchto inhibitort k rakovinnym buiikdm. Ta miiZe byt ddna
nékolika faktory. Rakovinné buniky vyZaduji vice nez zdravé buniky spravnou degradaci regula-
torti bunééného cyklu, a proto jsou mnohem citlivéjsi k jeho naruseni a také k pro-apoptickym
stimulim. Nékteré regulatory transkripce ovliviiujici pribéh bunécného cyklu také spoustéji
geny, jejichz produkty jsou nutné pro vyvolani PI indukované bunécné smrti. Vzhledem ke zvy-
Senym ndrokiim na rtst a déleni jsou rakovinné buiiky vSeobecné naro¢néjsi co se jak syntézy,
tak rozkladu proteinti tyce, a jsou tedy k chybam v degradaci nachylnéjsi. [9]

Co presné stoji za protirakovinnymi dcinky PI zatim neni pfesné objasnéno, nicméné byla
objevena fada mechanismu a na zakladé nich vypracovano ne€kolik hypotéz, jak by tomu mohlo
byt.

MozZnym mechanismem funkce miize byt snizovani hladiny nékterych anti-apoptickych
proteind (prostiednictvim stabilizace jejich inhibitor)) nebo naopak stabilizace nékterych pro-
apoptickych proteind, jako je napriklad p53. Tento protein, zvany n¢kdy také ,,strdzce genomu*,
je dulezity regulator buné¢ného cyklu. Je schopen zastavit bunéény cyklus, iniciovat opravy
poskozené DNA a v pripadé pfili§ rozsdhlého poSkozeni molekuly vyvolava apoptdzu. [70]
Funkce tohoto proteinu je v rakovinnych buiikiach Casto potlacena a blokace PI vede k jeho sta-

bilizaci. [71] I zde se vSak vyskytuji mnohé nejasnosti — podle nékterych vysledki PI funguji
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nezdvisle na p53 v buiikich, kde je uplné zablokovén. [72] [73]

Druhou skupinou proteint, které vyvoldvaji apoptézu u rakovinnych bunék, jsou proteiny
ze skupiny BCL-2. Mezi tyto proteiny patfi napiiklad Bim, ktery v kombinaci s dal$imi latkami
(taxany) zpusobi apoptézu skrze naruSeni mikrotubuldrniho systému buiky [74]. Akumulace
gamma-tubulinu, ale i nékterych dal$ich proteini také zpisobuje smrt bunky, tentokrat zase
mechanismem spjatym s naruSenim funkce centrosomu. [75] DalSimi proteiny, které byvaji
v nékterych bunécnych liniich diky PI akumulovany a mohou vést k jeji apoptdze jsou Noxa,
Bik a MCL-1. Jejich mechanismy ptisobeni i projevy v rtiznych rakovinnych burikach jsou
rozdilné, souviseji vSak s destabilizaci potencidlu na mitochondridlni membrané. [76] [9]

Casto zmifiované jsou také tiinky inhibitor(i proteazomu proti angiogenezi, procesu tvorby
novych krevnich kapildr, ktera je zcela nezbytnd pro rist nddori a také jeho metastdzovani. Inhi-
bitory proteazomu ovlinuji tento proces v mnoha smérech — narusuji proces degradace bazalni
membrény, jeZ probiha za ucelem lepSiho prokrveni nové vznikajicich tkéni, brzdi proliferaci
bunék a mohou také ovliviiovat rovnovahu angiogennich faktora. [77]

Nedostate¢na funkce proteazomu vede logicky k hromadéni nepotfebnych a narusenych
proteind. Tato situace vede k pretiZeni endoplazmatického retikula, coz miize vést ke spus-
téni obrannych mechanismt bunky. Pokud akumulace proteini pfekroc¢i uréitou hranici, dojde
k apoptdze. [76]

Nékteré vysledky také naznacuji moznost, Ze by tcinkem bortezomibu mohlo dojit k sen-
zitizaci bunék vuci NK (natural killer) buikdm imunitniho systému. V bunécnych kulturach
odvozenych od rakoviny prsu byla vlivem bortezomibu zvySena exprese genti spjatych s apo-
ptézou a receptort signalizujicich bunécnou smrt. [78]

Vsechny tyto d€je jsou pochopitelné mnohem komplikovanéjsi a jejich presny prubéh a
stejné tak dal$i vliv PI na né je zatim predmétem vyzkumu. Velice podstatnou skute¢nosti je
rozdilné ptsobeni inhibitorl v riznych burikdch [79] nebo moznost odlisného plisobeni dalSich

inhibitord, které funguji jinym mechanismem neZ bortezomib.
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Bortezomib v praxi

Bortezomib je prozatim klinicky pouZivédn k 1é€bé mnohocetného myelomu a lymfomu plas-
t'ovych bunék. [6] Klinické testy se slibnymi vysledky v soucasné dobé probihaji u nékterych
dalsich krevnich typt rakovin (dalsi typy lymfoma, nékteré druhy leukemie a Waldenstromovy
makroglobulinemie). Neprili§ velkou ucinnost prokazal bortezomib také u nékterych sarkomii a
malobun&éného karcinomu plic. Zadny signifikantni efekt nebyl zaznamendn v 16¢b& pevnych
tumordy. [9]

Pravé velmi nizka i¢innost bortezomibu v pevnych nddorech je v soucaslivnéni jejich funkce
rozpoznavat ubikvitinové fetézcené dobé predmétem diskuze. Jednim z navrhovanych divodi
je napriklad fakt, Ze vétSina pacientt, kterym byl bortezomib podavan, uz byla predtim 1écena
chemoterapeutiky, kterd mohla zptsobit neocekdvané zmény v naddorech. V preklinickych tes-
tech, ve kterych se bortezomib ptivodné jevil slibn€, byly pouzivany vzorky nadort, jeZ do
kontaktu s chemoterapeutiky nepfisly. Proto se predpoklada, Ze stejn€ i u pacientd, ktefi jesté
nebyli vystaveni chemoterapii, by mohly byt vysledky 1écby lepsi. Stejné tak spravnéjsi napla-
novani 1é¢by (nacasovani v ramci bunééného cyklu apod.) by mohlo vést k vyssi acinnosti. [59]
Je také mozné, Ze bortezomib funguje dobfe pouze u nadort s urcitymi vlastnostmi (napiiklad
zvySenou expresi izoforem cyklinu D). [80] Problémem bortezomibu, stejné jako i dalSich 1éCiv,
by mohla byt i ta skute¢nost, Ze kvili zrychlené anigiogenezi dochazi k tvorbé neplnohodnot-
nych cév s vétsimi pdry a z toho divodu mohou do rakovinnych bunék vnikat ve vétsi mife
vysokomolekularni latky. [81] To vede ke zvySeni vnitrobunécného tlaku a neschopnosti 1éCiva
dostat se na misto pisobeni. Nadord krve se tento problém pochopitelné netykd, a pravé to by
také mohlo byt divodem, proc v jejich pfipadé bortezomib funguje.

Zajimav4 je také moZnost kombinovat bortezomib (pfipadné jiné PI) s dal$imi latkami, at’ uz
za Ucelem zvySeni jejich ucinku nebo potlacent jiZ vySe zminované rezistence. Témito latkami
mohou byt klasickd chemoterapeutika, ddle naptiklad inhibitory NFxB drahy, inhibitory heat
shock proteini (latky, které zajist'uji spravné usporadani proteinti do tercidlni struktury, ¢imZ
zvySuji odolnost buriky k apoptdze [82]) nebo také latky potlacujici u buniky schopnost autofagie
(inhibici proteazomu miZe dochézet ke stimulaci mechanismu autofagie na preziti buiiky[83]).

V soucasné dobé probihd n€kolik klinickych testli zaméfenych pravé na tyto kombinace a né-
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které z nich se jiz dostaly i do klinického vyuZziti. Prvnim z nich byla kombinace bortezomibu
s chemoterapeutikem melphalan a latkou ze skupiny Kortikosteroidii, prednisonem. [84] Tyto
pokusy prokazaly prodlouZeni Zivota pacientti o nékolik mésicti v porovnani s kontrolni skupi-
nou bez bortezomibu. Dnes uZ je tato kombinace béZné vyuZivdna u mnohocetného myelomu

jako lécba prvni volby. [85]

Nezadouci ucinky

UZivéani bortezomibu i své nevyhody. Pfili§ vysoké davky vyvolavaji u pacientl celou fadu
nezadoucich ucinkt (piehled té€chto efektl je mozné si precist na strankach patficnych dradi
opravnénych ke schvalovani 1é¢iv jako je EMA nebo u nds SUKL, p¥ipadné na oficidlnich stran-
kach bortezomibu !*) — od tnavy a bolesti hlavy pies bolesti konetin, priijmy, zvraceni, poru-
chy pfijmu potravy, anemii, iontovou disbalanci, prudké poklesy tlaku az po trombocytopenii
(poskozovani krevnich desticek) a nejpalcivéjsi vedlejsi efekt viibec, neuropatii [86] (naruSeni
periferniho nervového systému). Zaznamendny byly také pfipady selhani srdce. [7] [8] Tyto
ucinky mizeme zatim zmirnit pouze spravnym davkovanim. Dal$im problémem je také nutnost
intravenézniho podavani. V blizké dobé v§ak mizeme doufat ve schvaleni jinych piipravkl na
bazi PI, k nimZ bude lidsky organismus vice tolerantni a snese je ve vétSich davkach, a které
bude mozné podavat jinym zptisobem.

Na zdklad€ prozatimnich vysledkd v§ak miizeme predpokladat, Ze nékteré nezadouci efekty
1éCiva nejsou dany piimo inhibici proteazomu. Bylo zjisténo, Ze bortezomib interaguje také s
jinymi cily v burice. Pozitivni je to, Ze dalsi testované PI nemaji podle ziskanych dat neurode-
generativni UCinky, a Ze by tedy pii uZivani téchto novéjSich 1éCiv ziejmé nemélo dochédzet k
neuropatii. [10]

Ve srovnani s nezddoucimi ucinky nékterych cytostatik je vSak nutno fict, Ze 1é¢ba borte-
zomibem patif stile spiSe mezi ty Setrn&jii. Nezddnouci udinky (NU) chemoterapie se d&li na
kratkodobé (ty, které pacient pozoruje piimo v priubéhu 1é¢by) a dlouhodobé (pozdé€jsi kompli-
kace). [87] Mezi kratkodobé ucinky patfi hlavné nauzea, zvraceni, bolesti, Ginava, ztrata vlasu,

zmény a naruseni chuti, pfipadné jinych smysli a celd fada dalSich. Mezi nejzavaznéjsi dlou-

Bhttp://www.velcade.com
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hodobé ucinky patii hlavné naruseni imunity nebo neplodnost. Mira, s jakou se komplikace
projevi, zdlezi na celé fadé faktorti — od typu 1éCiva aZ po konkrétni charakteristiky pacientu.
Nékdy je nutné uzivani také fady daldich medikamentd, které maji za tikol NU zmiriiovat. [88]
1€cbé, je také zhorSeni kvality Zivota pacientt, jejich Spatny psychicky stav a naruSeni Zivota
v socidlni sfére. [89]

Jako pro mnoho dalSich 1éCiv, 1 pro bortezomib bohuzel plati, Ze si proti nim mohou ra-
kovinné buriky vytvofit rezistenci. Ta je ddna nékolika faktory — napiiklad nadmérnou expresi
a mutacemi 55 podjednotky [90] [91], sniZovanim hladiny vySe zminénych proteint ze sku-
piny BCL-2 pomoci epigenetickych mechanismii, nadmérnou expresi anti-apoptickych pro-
teind, modifikacemi proteinu p27, ktery pak vzhledem ke zméné struktury nebo lokalizace
v burice neni schopen blokovat bunécny cyklus [9], zvySenim hladiny chaperont a heat shock
proteint [92], aktivaci vySe zminénych mechanismu autofagie (ovSem role auofagie v prezivani
rakovinnych bunék je stile predmetem diskzue) [93], ale také tieba i zvySenou hladinou antio-
xidantd [94], které mohou chranit buniky pred inhibici proteazomu nebo sniZovat proteotoxicitu.

[95] Problémem miiZe byt také aktivace NFxB drahy.

NFxB draha

Nazvem NFkB je oznaCovana rodina dimernich proteinti fungujicich jako transkripni faktory,
které jsou zdkladem drah zodpovédnych za mnohé fyziologické funkce, jako je vyvoj a riist
bunék, a také za reakce na ruzné fyzikalni a chemické fakory i patogenem vyvolané stresy.
Dysregulace této drahy vede k celé fadé patologickych zmén a stoji za fadou onemocnéni,
véetné téch rakovinnych. [96]

Dimery se sklddaji z proteini p50, p52, p65 (RelA), c-Rel a RelB [97], které sdileji Rel
homologni doménu zodpovédnou za vazbu na DNA. Proteiny se navzdjem kombinuji, ¢imz vy-
tvareji celou fadu specifickych transkripcnich faktord a ovliviuji expresi fady genti. Produkty
téchto genti potacuji zanétlivou reakci organismu, fidi opravy v burikach a také rozhoduji o bu-
nécné smrti. [98] Pravé skrze tyto geny NFxB drdha reguluje preZziti bunék, ale také potlacuje

proapopticky potencial mnohych chemoterapeutik. [99]
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V klidovém stavu je NFxB navdzéan na protein [xB, jenzZ NFxB za normalnich podminek
inhibuje. U nékterych NFxB proteinti IxB pifimo kryje mista zodpovédna za translokaci do
jadra, vétsinou vSak zodpovidaji za rovnovazny piesun proteinii mezi jadrem a cytosolem. [100]
Mnohé cytokiny, riistové faktory a podle vSeho i inhibitory proteazomu a mnohé dalsi stimuly
v8ak mohou aktivovat IxB kindzovy komplex (IKK), ktery indukuje fosforylaci, ubikvitinaci
a naslednou degradaci 1xB. Tim dochdzi k silnému posunu rovnovahy k pfenosu do jidra a
spusténi ndsledujicich dé&ji. [101]

Zname kanonickou a nekanonickou drdhu, které se i ptes podobnosti v zakladnich vécech
navzdjem lisi. Kazda4 je ovliviiovdna jinymi faktory, je jinak aktivovand a zavisla na jinych IKK.
Diky tomu ovliviiuji rizné procesy. [97]

Efekt NFxB na velké mnozstvi procest je ddn také variabilitou na tsecich DNA, kam se
faktory vaZi a také posttranskrip&nimi dpravami NFxB proteint. '* [100]

Drive se zcela logicky uvazovalo, Ze dojde-li k inhibici proteazomi, neni 1B degradovan,
komplex je ustdlen a drdha nepokracuje. Funk¢ni proteazomy jsou také nutné k samotné syntéze
NFxB, protoze nékteré z proteind potiebuji casteCnou degradaci pro svou funkci. Pravé blokace
NFxB dréhy byla difve povazovana za hlavni pri¢inu protirakovinnych tc¢inkt PI. [9] Dnes jiz
vSak mame vysledky, které spravnost tohoto predpokladaného mechanismu popiraji. V roce
2009 byl zvetejnén Clanek, ktery ukazuje, Ze pfitomnost PI naopak vede ke sniZzeni syntézy [xB

a tim ke spousténi drahy [102]. Presto je vSak tato teorie stdle rozsifena.

Inhibitory proteazomu v 1é¢bé mozkovych nadora

V soucasnosti probihaji testy majici za cil ukazat, zda by byla mozna 1écba gliomli pomoci inhi-
bitorli proteazomu. Vysledky nékterych z nich naznacuji potencidlni tcinek bortezomibu proti
gliomovym ,,stem-like* burikdm, navic s t€éméf nulovym poSkozenim mozkovych kmenovych
bunék. [103] Mozkové kmenové buriky jsou nezbytné pro obnovu a spravnou funkci nervového
systému [104] a pri 1€Cbé cytostatiky byvaji mnohdy poskozovany, proto je moznost, Ze by uci-
nek PI mohl byt selektivni vii¢i nddorovym butikdm, velice priznivym faktorem. U nékterych

gliomovych bunécnych linii Ize po podéani bortezomibu sledovat zvySenou citlivost na TRAIL

14T, Gilmore - NFxB Transcription Factors; http://www.nf-kb.org
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[105] (protein, ktery po vazbé na urcity receptor v butice indukuje apoptézu). Také linie odvo-
zené od medulloblastomu jsou vici bortezomibu citlivé, v tomto piipadé je predpokladanym
mechanismem tucinku stabilizace malého pro-apoptického proteinu NOXA, ktery za podminek
oxidativniho stresu indukuje bunécnou smrt. [106] Navzdory pfiznivé vyznivajicim vysledkiim
v preklinickém hodnoceni zde vSak zlstdva moZnost, Ze latka pri podani pacientovi selze. [6]
Nedavno byla ukonéena prvni faze klinickych testli, zkoumajicich ucinky bortezomibu na
maligni formy gliomu. Bortezomib sdm o sobé nemél vyrazny efekt, stejn€ jako u jinych solid-
nich tumord. Moznym divodem nedostate¢ného plsobeni vSak miize byt i to, Ze neni schopen
efektivné pronikat do CNS. I u pacientt, u kterych doslo k pozastaveni pribéhu choroby (a
kterych byla bohuZel menSina), nemél pozitivni efekt bortezomibu dlouhého trvani. Momen-
talné v této oblasti probihaji testy s kombinacemi bortezomibu a jinych létek, jejichz vysledky
moZznd budou lepsi. [107] Nevalny tspéch bortezomibu vSak nevylucuje silnéjsi protirakovinné
ucinky jinych PI, které budou schopny efektivnéji pronikat do mozku, ptipadné které proteazom

inhibuji odliSnym zplGsobem neZ bortezomib.

3.4 Antabus

Témito latkami, které jsou zfejmé schopny jak snazsiho pruniku do mozku, tak (mimo jiné)
fungovani jako PI na jiném principu, nez je tomu u bortezomibu, by mohly byt komplexy di-
thiokarbamatd s médi. Dithiokarbamaty (obr. 3.6) jsou poloamidy kyseliny dithiokarbamové.
Piikladem dithiokarbamaétu je latka ditiocarb (diethylthiokarbamat, obr. 3.8), kterd je hlavnim
metabolitem 1é¢iva disulfiramu (obr. 3.7) neboli antabusu. Z chemického hlediska je antabus
tertaethylthiuram disulfid. [108] JiZ od 50. let minulého stoleti je vyuZivan jako podpiirny pro-

stredek pro 1é¢bu alkoholismu. [109]

Obrazek 3.6: Obecna struktura dithiokarbamatu
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Obrazek 3.7: Disulfiram
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Obréazek 3.8: Diethyldithiokarbamat sodny (Ditiocarb)
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Dithiokarbamaty byly zndmy uz koncem 19. stoleti a v dobé, kdy byly uvedeny do 1ékarské
praxe, se béZné pouZzivaly také tieba jako vulkanizacni a antioxidaéni ¢inidla v gumarenském

prumyslu, v analytické chemii nebo jako fungicidy a insekticidy v zemédélstvi. [110]

Historie

Disulfiram byl zaveden do 1€karské praxe uz v 30. letech minulého stoleti, pivodné jako 1€k
proti parazitim (diethyldithiokarbamat je schopen tvorit cheldty s médi, dokdZe blokovat dy-
chaci fetézec nékterych nizsich organismi [111]). V roce 1937 byl E. E. Williamsem poprvé po-
zorovan vliv dithiokarbamati (a tedy potazmo i disulfiramu) na metabolismus ethanolu. V jisté
tovarné na kaucuk byly zaznamenény fady neprijemnych fyziologickych symptomu u pracov-
nikd, ktefi poté, co byli vystaveni plsobeni dithiokarbamatti, poZili byt jen malé mnozZstvi al-
koholu. [112] Diky t€émto tcinktim byl v roce 1951 antabus schvélen jako 1ék proti alkoholismu.
[109]

Jiz v 70. letech se objevil case report [113], na zdkladé kterého dnes miiZeme predpokladat
protirakovinné efekty disulfiramu u lidi (moZné mechanismy tc¢inku rozebrdny v dalSich kapi-
tolach). U pacientky, kterd kvili relapsu rakoviny prsu propadla alkoholismu, doslo po nasazeni

1éCby disulfiramem k uplnému vymizeni primarniho tumoru i metastazi v kostech.
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V 80. a 90. letech minulého stoleti byl ditiokarb podroben testtim, jejichZ cilem bylo pro-
zkoumat ucinky latky na imunitni systém clovéka a mozné vyuziti pii 1éCbé pacientd nakaze-
nych HIV virem [114]. Pfes slibné vysledky pocatecnich pokust vsak témito testy ditiocarb

neprosel. [115]

Uc¢inky antabusu v organismu

Ditivodem pouzivani disulfiramu jako adjuvans pii 1é¢bé alkoholismu je jeho schopnost rever-
zibilné blokovat aldehyddehydrogendzu, ktera oxiduje acetaldehyd, vznikly pfi odbourdvéni
ethanolu, na acetat. [11] V dusledku toho pak dochazi k hromadéni acetaldehydu v téle, a jeho
zvySend hladina dale vede k nezddoucim ucinklim (tachykardie, sniZeni tlaku, poceni, zavrat¢;
v t&Z8ich pifpadech miZe dojit az k srde¢ni arytmii, kie¢im a kolapsu pacienta). [116] '3

Disulfiram neni selektivnim lékem. Kromé aldehyddehydrogendzy je schopen reagovat v téle
i s fadou jinych proteind. Jeho uZivanim dochdzi napiiklad také k inhibici pfemény dopaminu
na noradrenalin v mozku. Existuje celd fada mechanismi, které se na tomto jevu podileji, nejda-
sileni nezadoucich uc¢inki, pokud dojde k poziti ethanolu, protoZe v disledku sniZeni hladiny
noradrenalinu se zvysi efekt acetaldehydu na srdecni tkan. Zastaveni drahy dopaminu vede také
k hypersenzitivit¢ a podpofe negativnich stavii, které proZivaji néktefi uZivatelé kokainu [12]
[117]. Mezi uzivanim kokainu a alkoholismem existuje provdzanost, kterd dle ndzoru nékte-
rych odbornikli nema obdobu u Zadné jiné drogy — podle prizkumi az 80 % lidi zavislych na
kokainu je zdroveri i alkoholiky. Uginky proti ob&ma substancim by tedy mohly byt pi terapii
téchto pacientd velkou vyhodou. [109]

Prostfednictvi inhibice dopamin [3-hydroxylazy dochézi také ke sniZeni hladiny noradrena-
linu v mozku. Na zdkladé¢ toho se predpokladd, Ze by disulfiram potencidlné mohl napoméhat

potlaceni n€kterych dalSich zavislosti, napriklad gamblerstvi. [13]

Shttp://www.sukl.cz
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Komplex disulfiramu s médi a inhibice proteazomu

O mechanismech pisobeni komplext disulfiramu s médi na rakovinné buriky zatim nebylo na-
shromaZdéno mnoho poznatkl. Stejné jako u antabusu, i potencidl kovl v 1é€bé nddorového
bujeni je jiZz dlouho zndm. [118] Prvnim a prozatim jedinym schvdlenym prostfedkem na bazi
kovi pro 1é¢bu nékterych typi tumort je cisplatina a jeji analoga. Uéinky této latky tkvi v jejich
schopnostech vazat se pevné na DNA. [119]

Primarnim cilem komplext disulfiramu s médi jsou vSak s nejvétsi pravdépodobnosti pro-
teazomy. Ziskana data naznacuji, Ze komplex antabusu a médi je aktivni proti 26S proteazomu,
ovSem v pripadé purifikovaného 20S proteazomu schopnost inhibice klesd. Navrhovanym vy-
svétlenim je inhibice JAMM domény na viku proteazomu. [120] Tuto hypotézu podporuje jesté
nékolik dal$ich skutec¢nosti, naptiklad podobnost domény s jinym enzymem, u kterého jiz diive
byla inhibice pomoci kovi prokazana. [121]

Zajimavé je, ze komplexy disulfiramu s jinymi kovy ptisobi pravdépodobné taktéz jako PI,
nicméné jinym mechanismem. Napiiklad komplexy se zlatem inhibuji 20S proteazom. Piedpo-
klada se, ze blokuji chymotrypsinovou aktivitu. [122] [123]

Pozitivni efekt miZe Casto vyvolat i pouze podavani samotného antabusu, ov§em pravdépo-
dobné z toho divodu, Ze u mnoha typi rakovin, jakoZto i jinych nemoci (asto diskutované jsou
napfiklad neurodegenerativni onemocnéni jako Alzheimerova, Parkinsonova a CreutzfeldtJa-
kobova choroba), se u pacientii objevuje zvySena hladina médi v tkanich a krevnim séru [124]
(dGivodem je nejspis to, Ze je méd’ nezbytnym kofaktorem pii angiogenezi a dalSich procesech
nezbytnych pro riist nddoru). Tim je umoZnéna tvorba chelatl i bez umélého dodani kovi.[125]

Ditiocarb byl prozatim uspésné pouzit ve II. fazi klinickych testi jako pomocna latka pri
1écbeé rakoviny prsu. [126] V tomto testu byl pozitivni vliv latky zjevny — v kontrolni skupiné,
kde byla terapie doplnéna o ditiocarb, byl pocet prezivsich pacientek, u kterych nedoslo po 6
letech od 1é¢by k relapsu, asi 0 20 % vysS$i neZ ve skupiné bez antabusu.

V soucasné dobé probiha I. faze klinickych testl disulfiramu s glukonidtem méd natym na
pacientech s primdrnimi i sekundarnimi nddory jater. Tyto testy jsou financovany University of

Utah. ¢

16http://www.clinicaltrials.gov
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Pripravek také dobre ucinkuje in vitro proti melanomu [127] [128] ¢i nékterym typlim rako-
viny plic. [129] Laboratorni testy také naznacuji mozny tc¢inek komplexu proti dal$im typim

rakoviny. [108]

Dalsi mozné protirakovinné ucinky
Dalsi protirakovinné ucinky komplexu

Utinky komplexu disulfiramu s m&di mohou spo&ivat i v jeho schopnosti blokovat NFxB drahu
(na rozdil od ostatnich PI, které, jak jiz bylo vySe rozebirano, drdhu naopak spiSe indukuji).
Dithiokarbamaty mohou totiz diky své schopnosti tvofit cheldty s kovovymi ionty byt schopny
blokovat tzv. Fentonovu reakci, pfi které je peroxid vodiku rozkldddn na hydroxylovy radikél,
ktery je pravdépodobné nezbytny pro spusténi NFxB drahy. [16] Objevuji se vSak i vysledky
popirajici toto tvrzeni [130], a tento mechanismus pravdépodobné neni jedinou priinou schop-

nosti komplext blokovat drdhu — ta muze spocivat i v blokaci IKK komplext kovy atd. [131]

MoZné protirakovinné ucinky antabusu

I kdyZ se predpokldda, Ze protirakovinné tcinky antabusu tkvi hlavné ve tvorbé komplexu s
médi, podle nékterych experimenti by i samotny disulfiram mohl mit urcity efekt na rakovinné
buriky nebo potlacovat nékteré nezadouci jevy, které jsou s rakovinou spojeny.

Vysledky experimentli napovidaji, Ze je disulfiram schopny potlatovat angiogenezi pro-
stfednictvim inhibice nékterych pro ni nezbytnych faktort, napiiklad MMP-2 a MMP-9 (matrix
metaloproteindzy). [132] Ty ve své struktufe obsahuji zinek, coz z nich déla cile disulfiramu.
Jsou z vétsi ¢asti zodpoveédné za degradaci mezibunécné hmoty, jeZ je pro riist nadoru a angioge-
nezi nezbytna. [15] Na blokovani angiogeneze se mizZe podilet i schopnost antabusu inhibovat
superoxiddismutazu. [129]

Disulfiram taktéZ snizuje rezistenci bunék vazbou na nékteré ABC (ATP binding cassette)
transportéry, konkrétné P-glykoproteiny (zvané také MDR1) a MRP1 (multidrug resistance pro-
tein 1). [133] Inhibuje nékteré jejich modifikace a zaroven je schopen interakci s hotovym pro-

teinem zablokovat substratem stimulovanou hydrolyzu ATP, kter4 je pro jejich funkci nezbytna.

Tyto proteiny funguji v buiikdch jako transportéry celé fady latek vcetné 1éCiv a jejich metabo-
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litd, proto je jejich zvySend exprese spjata s jevem zvanym “multidrug resistance® (mnohocetna
1ékova rezistence) [134] — Gcinnou latku z bunék odCerpdvaji. [135] Zablokovanim transpor-
térd mizeme zvysit koncentraci uc¢inné latky (napiiklad komplexu) na hladinu potiebnou pro
Zadouci protirakovinny efekt.

Byla popsdna také blokace E3 ligdz pomoci antabusu. [136] Inhibi¢ni efekt 1éCiva podava-

ného spolu s médi na UPS miZe byt tedy vysledkem hned nékolika procesi. [131]

Disulfiram v 1écbé gliomu

Prozatim dostupné vysledky naznacuji, Ze u pokusnych zvitat doSlo po podéni disulfiramu
k prokazatelnému potlaceni ristu C6 gliomu [129] (v ¢lanku navrhovanym mechanismem u¢inku
je vySe zminénd inhibice superoxiddismutdzy a zablokovani angliogeneze, jak vSak jiz bylo v
predchozim textu nastinéno, je pravdépodobné, Ze disulfiram v burikdch plisobi na vice trov-
nich, v€etné tvorby komplexu s endogenni médi a inhibice proteazomu). Komplexy dithiokar-
bamat s médi maji obrovskou vyhodu v tom, Ze dokdZi snadno prochazet membranami do

tkani a ndlez dietyldithiokarbamatu méd natého v mozkové tkani zvitat napovida o schopnosti

tohoto komplexu prochdzet hematoencefalickou bariérou. [17]

3.5 Klinické testy

Vyhodou antabusu by mohla byt také skutecnost, Ze se jedna o 1€k dlouho vyuZzivany v klinické
praxi a tedy nepatentovatelny, a v ptipadé jeho SirSiho vyuZivani proti rakoviné by znacné klesly
ndklady na Ié¢bu oproti novym latkam. [137]

Vyvoj nového 1éCiva je velice ndkladny a Casové narocny proces. [4] Pred uvedenim na
trh prochdzi 1€k nejriiznéjSimi testy, které zaberou v priméru 13 let a cenové vychazeji asi
na miliardu USD. Pfitom az 95 % latek témito testy neprojde a nedostanou se do klinického

uzivani. [2] Zatimco ndklady neustdle stoupaji, zatimco pocet kazdorocné schvélenych 1é¢iv

maé tendenci spiSe klesat. [3]
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Prubéh Kklinickych testi novych

1éCiv

Obrazek 3.9: Schéma shrnujici prubéh klinickych testl (zdroj: [138])
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-Estimate margin of safety

Candidate Evaluation (CE):
Define clinical dosing range
«Support 1 duration of dosing
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Candidate Identification:
+*Set doses for CE studies
*Define dose limiting toxicity
*Define species sensitivity

Define MTD, NOAEL in repeat dose studies

+Safety phartacology evaluations
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*File IND and set starting clinical dose (MRSD)

-Chronic safety studies
+2 year carcinogenesis bioassay
-Reproductive and developmental safety

*Environment assessment

+Finalize risk assessment
-Submit NDA
-Post marketing surveillance

Jesté predtim, neZ se latka zacne klinicky testovat, je potfeba provést jeji preklinické hodnoceni.
Jedna se o proces, jehoZ délka trvani se pohybuje okolo 5 let, a jehoZ hlavnimi cili je ziskat po-
trebné informace o U¢inné latce a zhodnotit benefity i rizika plynouci z mozného uZzivani 1éku.
Ovétuje se akutni, kratkodoba i dlouhodobd toxicita latky, mechanismy tcinku, metabolismus a
piipadna toxicita metabolitl, chemicka stabilita 14tky a mnoho dalSich parametrii. Podle nich se
potom ur¢i vhodna davka, zpisob podéni a dalsi kritéria, kterd maji zarucit co nejvyssi moznou
bezpecnost pred prvnim podanim ¢lovéku. VyuZivané metody jsou hlavné testy in vitro [139],
in vivo na pokusnych zvitatech [140], experimenty na tkanovych kulturach, samostatnych orga-
nech, jednotlivych buiikkdch nebo jejich izolovanych souédstech ¢i produktech. Pomérné novou
a zajimavou véci jsou také testy in silico pomoci pocitacovych simulaci. [141] [142]

Projde-li nad€jna latka uspésné preklinickym hodnocenim, mize zacit hodnoceni klinické.
Klinické testy maji celkem 4 faze. V prvni fazi dochazi k prvnimu podéni ptipravku lidem.
Jednd se o fadové desitky dobrovolnikii, vétSinou zdravych jedinctli; pouze v pripadé, Ze se
jedna o 1é¢ivo, u kterého miiZeme predpokladat vazné nezadouci uéinky (cytostatika apod.), je

1€k v této fazi podavan nemocnym, kterych je také casto méné€ nez uvadény pocet. [143] [107]
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Kviili takto nizkému poctu testovanych osob nelze na této drovni zcela ovéfit, zda je 1€k opravdu
ucinny v lidském organismu ¢i nikoliv (coZ obzvlaste plati u terapii proti rakoving). Zacina se
podanim malé ddvky — 1/10 mnozstvi, u kterého jeSt€ nebyly zaznamendny toxické ucinky na
zvitatech. Tyto davky se postupné zvySuji a poddvaji v riznych intervalech. Cilem je sledovat
nezadouci ucinky a stanovit vhodné davkovani. V druhé fazi klinickych testi dochazi k dalsimu
testovani 1éku na nekolika stovkdch nemocnych subjektl, pfi¢emz u vzacnéjsich chorob miize
byt opét pocet dobrovolnikii mensi (i v téchto piipadech by vSak mél pocet pacienti dosdhnout
ur¢ité hodnoty, vypocet dostatecného mnoZstvi pacientli, které teoreticky sta¢i na prokazani
ucinnosti 1éku v této fazi viz napiiklad [144], zname vSak i jiné vypocty podle jinych autort,
napf. [145]). Hlavnim tkolem téchto testl je blize prozkoumat farmakokinetické (absorbovani
latky, jeji distribuce po téle a zptisoby jeji eliminace) a farmakodynamické (fyziologické ucinky
latky v téle) vlastnosti pfipravku v nemocném organismu, ale také ddle zkouset, jaky rozsah
davky je ten nejvhodnéjsi. [146] [147] V dalsi, teti fazi klinickych testti, dochdzi k dalSimu
hodnoceni terapeutickych tc¢ink 1éku. [148] Latka je poddvana nékolika tisicim subjekti, které
jsou peclivé vybirdny podle pfedem stanovenych kritérii jako je vdha, vék, pohlavi, stddium
nemoci apod.

Testy Casto probihaji na vice pracovistich, zejména z toho divodu, aby bylo viibec mozné
sehnat dostate¢né mnoZstvi pacienti. Tyto studie, nazyvané téZ multicentrické, ovSem maji i
dalsi vyhody — je zde moZnost porovnat vysledky z n¢kolika pracovist’ a do testli se zahrnuje
vice skupin pacientli, ¢imz je tedy dosaZeno vétsi variability.

Jsou provadény tzv. zaslepené studie, kdy je kontrolni skupiné lidi poddvano placebo a ani
1ékar nevi, ktefi z pacientd dostdvaji kterou latku. Pokud 1ék projde uspokojivé vSemi t€mito
testy, je mu po predlozeni veskeré pozadované dokumentace ptisluSnym tradem udé€lena regis-
trace (u nds plati registrace 5 let a poté je nutno ji obnovit) a mize jit volné do prodeje.

Utadem udé&lujicim registrace je v EU je EMA (Europian medicines agency) 7, kterd je
decentralizovana a ma za kol korigovat fungovani jednotlivych dstavii v ¢lenskych stitech EU
(u nds je to Stétni dstav pro kontrolu 1é¢iv — SUKL). '® V USA, odkud pochazi v&t§ina nové

schvalovanych 1é¢iv, ma tuto pravomoc FDA (U.S. Food and drug administration). '

7http://www.ema.europa.eu
Bhttp://www.sukl.cz
Yhttp://fwww.fda.gov
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Tim vSak klinické testy nekonci, ale prechdzeji do posledni, Ctvrté faze, kdy je 1€k po dobu
4 nebo 5 let po uvedeni na trh dile kontrolovan a zkoumaji se dalsi mozné nezadouci ucinky,
které se pii testech na tizkém vzorku populace nemusely projevit. 2°
(Pro ziskani v§eobecnych informaci o priibéhu klinickych testi byly kromé vySe uvedenych

21

pouzity informace zvefejnéné na strankdch National Cancer Institute ~° a American Cancer

Society )

Neziskové 1éky

Je logické, ze farmaceutické firmy museji v rdmci snahy o prosperitu peclivé chranit své vy-
robky. Prostfedkem, ktery k tomu vyuZivaji, jsou patenty, které zarucuji svému drZiteli asové
omezeny monopol na podnikatelské vyuziti vynalezu. Patentova politika chemickych a farma-
ceutickych vyrobki se v kone¢ném dusledku nijak nelisi od politiky tykajici se jinych vyna-
lezii. Pro platnost patentu je nutné, aby jeho vlastnik platil tzv. udrzovaci poplatky (a to zvlast’
v kazdém staté, kde je jeho vyrobek vyuzivan; pro 1éCiva je navic typické, ze pred schvilenim
v nékterych stitech, véetnd CR, je nutné provést dalii testy, coZ prodluzuje dobu mezi vyvo-
jem nového léku a schvalenim v pfisluSném stité az na dalSich nékolik let). Maximdlni délka
platnosti patentu je 20 let. Firma drZici patent na urcité 1é¢ivo (spolecnosti, které se kromé dis-
tribuce a vyroby léku zabyvaji také vyzkumem a vyvojem novych 1éCiv jsou oznaCovany jako
tzv ,,origin companies‘) tedy po dobu nékolika let smi jako jedind toto 1éCivo vyrabét a také po-
chopitelné stanovovat jeho cenu — je logické, Ze tato bude fadové prevySovat vyrobni ndklady,
aby se firmé vrétil veskery vklad, ktery do vyrobku investovala a k tomu navic generovala zisk.
Po vyprSeni platnosti patentu se vyroby 1éku mohou ujmout 1 dalsi spolecnosti (tzv. ,,generic
companies®) a jeho cena znacné poklesne.

Vzhledem k tomu, Ze systém patentl zabezpecujici firmam na urcity ¢as privilegium v uzi-
vani nového vyrobku, pohani spolecnosti k velkym investicim do vyvijeni novych 1éCiv a tech-

nologii, jsou patenty ve farmacii Casto povazovany za velice uspéSnou a dobfe fungujici formu

http://www.clinicaltrials.gov
2l http://http://www.cancer.gov/clinicaltrials
2http://www.cancer.org
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motivace k vynakladani prostfedkl ze soukromych zdrojt pro vyzkum. [149] Tento nazor vSak
mnozi odbornici nesdili a naopak tvrdi, Ze patenty vyzkum zpomaluji a zdrazuji. [150]

Patentovy systém neni koncipovan na miru potiebdm farmaceutického primyslu a nebere
v potaz dlouhou cestu, kterou musi projit patentovany vyrobek pfedtim, nez je mozné jej uvést
na trh. Kvili tomu dochdzi casto ke znemoZznéni vyzkumu perspektivnich 1éCiv, napiiklad z toho
diivodu, Ze byly informace o nich zvefejnény piilis brzy a Zadost o patent nevesla v platnost ve
stanoveném Casovém limitu (produkt je poté povaZzovan za verejny a nebere se v potaz, Ze bez
dalsiho vyzkumu a schvéleni nepfinese verejnosti Zadny benefit — se stejnym problémem se
setkdvame i v piipadé€, kdyZ jsou ucinky nékteré latky oznaceny jako ,,pfili§ zjevné“ a tedy
nepatentovatelné), nebo proto, Ze byly spolu s kvantem dalSich komponent naopak patento-
vény prilis brzy, a i pfes svij potencidl nebyly prvotné zhodnoceny jako profitabilni — vyzkumu
ohledné téchto latek se nemiZe ujmout Zadna jind spoleCnost, a ani firma drZici patent se uz
k nim obvykle nevraci z toho divodu, Ze by kviili ¢asové prodlevé nestihla tento produkt dosta-
tec¢né zhodnotit. [149]

Jak uz bylo zminéno v tvodu této kapitoly, vyvoj nového léCiva je znacné Casove i financné
naroc¢ny proces. Kvili tomu se 1éky stavaji velice nakladnou zalezitosti, coz miize v chudsich
zemich vést az k naprosté absenci kvalitni 1€karské péce. Jako zajimavé reSeni se tedy jevi hle-
dani novych vyuziti pro staré 1éky. [S] To by uSetfilo obrovské mnozZstvi finan¢nich prostredkd,
ale také tfeba umoznilo vyzkum ve skromnéjSich podminkach diky odpadnuti nutnosti prosetto-
vat obrovské mnoZstvi potencidlné ucinnych latek. [151] BéZnou praxi je dnes zaznamendvani
a hlaseni negativnich uc¢inku 1€ki, se kterymi se pacienti setkdvaji v pribéhu jejich uZzivani —
pokud by se stejnym zplsobem zacaly monitorovat i naopak pozitivni vlastnosti 1é¢iv, mohly
by se takto ziskané informace stit velice cennym nastrojem pii hledani jinych uplatnéni pro
dané medikamenty. K vytipovani slibnych 1ékt se samoziejmé poji nutnost vzniku databazi,
psanych jak odborniky, tak lidmi uZivajicimi dané 1éCivo, a knihoven shromaZzd’ujicich infor-
mace a vzorky vSech 1éCiv, které by mohly byt zkoumdany. Otdzkou je také financovani takového
projektu. [4]

Cilem farmaceutickych spolecnosti, stejné tak jako jinych firem, je zcela pochopitelné mit
ze svych vyrobkl maximdlni mozny zisk. Tyto firmy si proto nemohou dovolit investovat pe-

nize do novych test starych, jiZ jednou patentovanych 1€k, které se ukazaly byt perspektivnimi
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v 1é¢bé jinych chorob, nez na jaké byly ptivodné urceny. V soucasné dobé zde neexistuje moz-
nost, aby se spole¢nostem jejich obrovska investice vratila. Nabizi se nékolik moZnosti feSeni
této situace. Patfi mezi né napriklad reformy legislativy patentd, které by omezily vyse rozebi-
rané problémy nepatentovatelnych latek, do kterych se staré 1éky s novymi perspektivami daji
zapocitat, a moZnost ,,repatentizace* nebo zavedeni obdob patentil ze strany tradd zodpovida-
jicich za bezpecnost 1éCiv, které by je ovSem pripravily o jejich hlavni vyhodu — nizkou cenu
a snadnou dostupnost. Navic by mohly vést k dalSim spornym bodiim (riznd cena pro paci-
enty uzivajici 1€k za riznymi dcely atd.). Také by se zde mohl vzniknout prostor pro takzvany
,evergreening®, neboli snahu firem nékolikrat patentovat jeden vyrobek za ticelem prodlouzZeni
svého monopolu na néj, a dalsi zneuzivani.

Je zde také moznost financovani vyzkumu novych 1€kt ze stitnich penéz, to s sebou vSak
také nese fadu komplikaci a rizik, jako je nedostatek prostiedkili a vybaveni a neschopnost kon-
kurence soukromym firmam. [149]

Dalsi pomérné slibnou cestou by mohlo byt ziskdvani penéz od dobrovolnych darct. V sou-
casné dobé existuje nékolik charitativnich organizaci, jeZ se touto problematikou zabyvaji. Prvni
z nich byla The Institute for OneWorld Health (1IOWH), vznikl4 v roce 2006 a pokousejici se
sehnat prostfedky na 1éeni riznych infek¢nich chorob, které by se tak stalo cenové dostupnym
pro pacienty z rozvojovych zemi.>® Pro nds nejzajimavéjsi organizaci je oviem Global Cures.
Byla zaloZena v 1ét€ roku 2008 profesorem Harvard Medical School V. Sukhatmem a sidli v
Bostonu. Zabyva se tvorbou databaze, poskytovanim informaci pacientim a shanénim financi
na sponzorovani slibnych terapif proti rakoviné — od vyzkumu uc¢inki nékterych potravinovych
doplika a riznych dalSich chemickych komponent ¢i specidlnich diet az (a pro nds predevs$im)
po vyse rozebirané hledani novych vyuziti pro jiz schvélené 1éky. To se tyka téch stile jeste
pod patentovou ochranou, jako celecoxib (inhibitor COX-2) nebo nékteré statiny (1éky snizu-
jict hladinu lipida v krvi), aZ po ty s jiZ vyprSenym patentem ¢i nikdy nepatentovanych, napt
chloroquin (proti maldrii), digitoxin neboli digitalis (1é¢ba riznych srdecnich onemocnéni), ci-
metidin (uZivén k 16¢bé fady zaZivacich potiz{) a mnohych dalgich. 2*

Sponzorovan z penéz dobrovolniki je i v tomto ¢lanku popsany vyzkum [152], ktery si klade

Bhttp://www.oneworldhealth.org
Zhttp://www.globalcures.org

35



za cil hledat alternativni 1éCbu agresivnich mozkovych nadoru. Strategie spocivad v provérovani
konkrétnich parametrti mozkovych nddort a ndsledném hledani nejlep$i mozné terapie pomoci
specidlné vytvorenych algoritml — a to i mezi 1éky, které nejsou primarné zamysleny k 1écbé
rakoviny. Tento projekt, kloubici v sobé koncept tzv. ,,personalized medicine®, tedy efektivné;si
1é¢by zvolené ,,na miru‘ konkrétnimu pacientovi dle jeho individudlnich dispozic a také snahu o
vytipovani a vyuzivani potencidlnich 1é¢iv k jinym dceltim, nez k jakému byly piivodné urCeny,
je financovan z nadaci vedenych rodici, jejichz déti onemocnély neuroblastomem.

Podle mého nézoru by stdla za tvahu i Sir$i reforma metod schvalovani novych 1éCiv a jisté
uvolnéni celého procesu. AC je nutnost prisné kontroly bezpecnosti novych 1éCiv zcela jisté ne-
oddiskutovatelnd, v mnohych piipadech, mezi které patii i onemocnéni agresivnimi formami
rakoviny, u kterych nezabird schvélend 1écba, by bylo pfinosem, kdyby pacienti méli Sanci
zvazit a svobodné se rozhodnout (samoziejmé za predpokladu piistupnosti vSech potfebnych
informaci a moznosti konzultaci s odborniky), zda by v jejich konkrétnim pfipadé nebylo lepsi
podstoupit jisté riziko a vyzkouSet 1éCbu, jejiZ bezpecnost neni zcela zarucend, a to bez zby-
teCného zdrZzovani a omezovani sloZitymi administrativnimi procesy. Tito lidé maji v soucasné
dobé prilezitost prihlasit se jako dobrovolnici do riznych fazi klinickych testt, pro mnohé paci-
enty vSak toto technicky nepfipadé v tivahu (napiiklad pacienti z Evropy téZzko budou dojizdét
do pfislusnych nemocnic v USA, kde testy probihaji). Nemluvé o tom, Ze potencidlni moZnosti
1éCby nejsou pouze ty, u kterych probihaji klinické testy, coZ bylo ostatné rozebirdno ve vét-
Siné této podkapitoly. Samoziejmosti by se ve vSech zemich méla stat moZnost, aby 1ékari se
svolenim pacienta méli pravo pfedepsat jiné, nez bézné vyuZivané pripravky, pokud jsou pre-
svédceni o mozném piinosu tohoto jednani. Ke v§em témto ndvrhiim by ov§em byla nutnd dobie

propracovana legislativa, kterd by maximalné omezila moznosti zneuziti postupu.
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material
e Bunécna linie A 172 (88062428, HPA Culture Collections)

Toxicita byla testovdna na buinikidch odvozenych od lidského glioblastomu ziskaného od

53letého pacienta muzského pohlavi. Jedna se o adherentni linii.

4.2 Médium a pouzité chemikalie

Médium
e Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — high glucose; with 4500 mg/L glucose, sodium

pyruvate, and sodium bicarbonate, without L-glutamine, liquid, sterile-filtered, cell cul-

ture tested (D6546-6X500ML Sigma-Aldrich)

e Fetal Bovine Serum (FBS); heat inactivated, sterile-filtered, cell culture tested (F9665-
S00ML Sigma-Aldrich)

e L-glutamin (G63921-VL Sigma-Aldrich)

e Penicilin streptomycin (100x) P11-010 PAAS%

Chemikalie
Toxikanty
e Triton-X 100 (37240, Serva)

e Zasobni roztok bortezomibu (Millenium Pharmaceuticals) ¢ = 3,5 mM, v dimethylsulfo-

xidu (DMSO)
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e Zasobni roztok CuCl; ¢ = 800 mM (307483-100G Sigma-Aldrich), v H,O

e Zasobni roztok diethyldithiokarbamétu sodného trihydratu (Et) ¢ = 200 mM (22,868-0
Sigma-Aldrich) v H,O

e Zasobni roztok komplexu Cu(Il)diethyldithiokarbamatu (Cu(EtDTC);) ¢ = 20 mM, v DMSO
(V tomto pripadé byl roztok z diivodu nizké stability pripravovan pied kazdym experi-

mentem zvIast’.)

MTT

e MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid) roztok (M5655 Sigma-
Aldrich), 3 mg MTT v 1 ml PBS (Phosphate Buffered Saline)

e 1% NH3 (10001-25A Lach:Ner)

e DMSO (10001-25A Lach:Ner)

Ostatni

e Deionizovand voda

e Dezinfekce: [zorapid, Oro-clean chemie

e DMSO (D8418 Sigma-Aldrich)

e PBS 10x (pH 7,4): NaCl — 40g, KCI - 1g, Na,HPO, x 12 H,O - 16,05g, KH,PO, - 0,1¢g
e Trypanova modi (T146-256 Sigma-Aldrich)

e Trypsin-EDTA solution 0.25%; 2.5 g porcine trypsin, 0.2 g EDTA, 4Na/l Hanks’ Ba-
lanced Salt Solution with phenol red; sterile-filtered, cell culture tested, (T4049-500ML
Sigma-Aldrich)

e Zmrazovaci médium FBS / DMSO (9:1)
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4.3 Pristroje
e Centrifuga 5810R, Eppendorf
e Inkubdator Contherm, Novy Zéland
e Lamindrni box SafeFASTTop, faster, Itdlie
e Mikroskop T2 103411 Olympus, Ceskd republika
e Pipeta multi-kanalova (30-300 pmol), biohit Proline plus
e Pipetovaci nistavec SWIFTPET+ (Pipeta flowbox), PZ HTL S.A.

e Pfistroj na vyrobu deionizované vody, Aqua osmotic, Ceska republika

e Sada pipet (0,1-2,5 pmol, 0,5-10 pmol, 2-20 pgmol, 10-100 pmol, 50-200 pmol, 100-1000
pmol), Eppendorf

e Spektrofotometr Tecan, Svycarsko

4.4 Strucny postup

Burky v kultivac¢ni lahvi bylo nutné pred pouzitim proplachnout PBS a kritkodobé vystavit
pasobeni trypsinu, aby doslo k jejich uvolnéni ze dna lahve (trypsinizace). Viabilita bunék
v suspenzi se hodnotila barvenim trypanovou modifi, kterd nepronika do Zivych bunék. Poté se
propocital objem suspenze, jeZ obsahuje pozadované mnozstvi bunék (cca 25 000 na 1 jamku).
Nésledovalo vyseti bunék, kdy se suspenze naredila ¢istym médiem, pomoci multikandlové pi-
pety nanesla na 96jamkovou mikrotitracni destiCku a byla ponechdna pres noc v inkubéatoru pri
37 °C v atmosfére 5% CO,.

Pred vlastnimi pokusy byly pfichystany zdsobni roztoky latek (vyjma bortezomibu). Spo-
Citané navazky latek se rozpustily v daném objemu rozpoustédla. Et a CuCl, se dobre roz-
pousti ve vodé, vznikly roztok byl zvortexovan a pro zamezeni pfipadné kontaminace bakteri-
emi prefiltrovan pfes membranovy filtr s péry o velikosti 0.2 pm. Takto pfipravené roztoky bylo

mozné zmrazit a uchovavat. Na rozpusténi Cu(EtDTC), bylo nutno pouzit DMSO a pfipravoval
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se pred kazdym experimentem zvI4st'. Roztoky toxikantd o pozadovanych koncentracich (pro
Cu(EtDTC)5: 0.01 mM, 0.1 mM, 1 mM, 2.5 mM; pro Et: 10 mM, 25 mM, 50 mM, 100 mM;
pro CuCls: 200 mM, 400 mM, 600 mM, 800 mM; pro bortezomib 0.001 mM, 0.01 mM, 0.1
mM, 1 mM) se ziskdvaly postupnym fedénim. Tyto koncentrace byly zvoleny na zakladé pred-
chozich experimentl a doporuceni Mrg. Jindficha Sedlacka. Roztok byl poté napipetovan do
takového mnozstvi média, aby doslo k dalSimu nafedéni 1 : 1000 (roztok : médium). Vysledné
koncentrace toxikantu jsou tedy mikromolarni. Takto obohacend média byla nanesena na mik-
rotitracni desticku pfipravenou z predchoziho dne, médium s danou koncentraci toxikantu bylo
pokazdé naneseno do 3 jamek. Vliv vody a DMSO na buiiky byl provérovan kultivaci bunék
v médiu s pfidanymi rozpoustédly (1 ml média/ 1 1 DMSO, 1 ml média/ 10 p1 H,O). Roztok
Tritonu-X (630 pl média / 70 ul Triton-X) byl pouZit jako pozitivni kontrola. Pfiprava bunék na
fotografovani probihala podobnym zplisobem, pouze s tim rozdilem, Ze bunky byly vysazeny
ve vet§im mnoZstvi na 6jamkovou mikrotitracni desticku.

Po 24hodinové inkubaci byly jamky proplachnuty PBS a na buniky se naneslo médium smi-
chané s roztokem zluté tetrazoliové soli, MTT. Mikrotitracni desti¢ka byla ponechédna cca 1
hodinu v inkubdtoru a vysledek byl poté vizualizovan pomoci MTT rozpoustéciho roztoku
(DMSO / 1% NH3). Intenzita zbarveni byla vyhodnocena pomoci spektrofotometru (570 nm).

Ziskané hodnoty absorbanci v jamkéch s jednotlivymi koncentracemi toxikantd se zprimé-
rovaly a vztahly k primérné hodnoté absorbance zmétené v jamkach s negativni kontrolou. Bylo
nutné vzit v potaz i vliv pozadi (odecist primérnou hodnotu absorbance v jamkach s Tritonem-
X). Po vynésobeni 100 Ize ziskat hodnotu viability v %.

Mezi vlastnimi experimenty bylo nutné udrZovat vhodné podminky pro rast buné€k pravi-
delnymi vyménami média a pasaZzovanim. V piipad¢€ potieby bylo mozné bunky také zamrazit.
Suspenze byla centrifugovéana 3 minuty pii 1500 rpm a po odséti pfebyte¢ného média bylo pri-
dano zmrazovaci médium. Buiiky byly urychlené pfeneseny do kryozkumavek a uchovavany
v mrazdku pfi -80°C. Rozmrazovani bunék se uskute¢iiovalo postupnym proplachovanim 1 ml

média.
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5 Vysledky

51 MTT

Princip metody MTT spocivd v tom, Ze je barvivo v Zivych bunikdch metabolizovano mitochon-
dridlnimi enzymy a jejich ¢innosti se pfeméni na fialovy produkt — formazan. [153] Cim vy3si
je tedy pocet zivotaschopnych bunék, tim je zbarveni intenzivnéj$i. Hodnotu viability ziskdme
porovnanim absorbance v jamkdch s danym toxikantem o stanovené koncentraci s absorbanci
negativni kotroly (Cisté médium). Vyhodami MTT jsou jeji jednoduchost a rychlost, nevyhodou
metody je jeji mensi presnost.

Cilem experimentu bylo zjistit a porovnat toxicity jednotlivych latek. Vysledky byly zis-
kany ze 3 nezavislych experimentii. Experiment bylo nutné provést vicekrat kvili nutosti ménit
koncentrace Et a Cu(EtDTC),, které byly zpocdtku prili§ vysoké a latky tedy vykazovaly prili§

velkou toxicitu.

Bortezomib

Tabulka 5.1: Viabilita bunék A 172 — Bortezomib

Koncentrace (uM) Viabilita (%) Prumér
1 9,98 51,41 46,22 35,87

0,1 28,32 74,40 54,08 52,26

0,01 48,23 100,51 72,97 73,90

0,001 82,10 139,08 117,52 112,90
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Obrazek 5.1: Graf ¢. 1 — Viabilita (%) — Bortezomib
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Tabulka 5.2: Viabilita bunék A 172 — CuCl,

Koncentrace (M) Viabilita (%) Prumér
800 10,85 9,02 32,67 17,51
600 33,07 29,75 66,12 42,98
400 49,74 82,17 84,85 72,25
200 74,46 89,69 82,07

Obrazek 5.2: Graf ¢. 2 — Viabilita (%) — CuCls,
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Diethyldithiokarbamat sodny

Tabulka 5.3: Viabilita bun€k A 172 — Et

Koncentrace (M) Viabilita (%) Prumér
100 64,43 53,24 15,38 44,35
50 67,11 68,39 11,61 49,04
25 82,86 90,99 25,31 66,39
10 129,09 99,47 24,52 84,36

Obrazek 5.3: Graf ¢. 3 — Viabilita (%) — Et
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Tabulka 5.4: Viabilita bunék A 172 — Cu(EtDTC),

Koncentrace (uM) Viabilita (%) Prumér
2,5 15,33 7,83 18,31 13,82

1 15,40 11,55 20,73 15,90

0,1 134,69 116,21 96,63 115,84

0,01 103,28 96,99 109,75 103,34
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Obrazek 5.4: Graf ¢. 4 — Viabilita (%) — Cu(EtDTC),
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Na prvni pohled se miiZe zdat, Ze se vysledky ziskané pro Cu(EtDTC); od ostatnich 1isi — za-
timco u vSech tfech dalSich latek miZzeme pozorovat postupny pokles viability v zavislosti na
koncentraci toxikantu, u Cu(EtDTC), dochézi k prudkému poklesu viability v rozmezi koncen-
traci mezi 0.1 uM a 1 uM. Tento rozdil je vS§ak nemozné néjak jasné interpretovat za zaklade
ziskanych dat. Je vS§ak mozné, Ze vypovidd o jiném mechanismu ucinku.

Také skuteCnost, Ze v jamce s nejnizsi koncentraci Cu(EtDTC), (0.01 M) je viabilita bu-
nék nizZsi, nez v ndsledujici jamce (kde je koncentrace Cu(EtDTC), 0.1 M), se mize zdat

neobvykla. Tato odchylka vSak mizZe byt ddna nepfesnosti metody.

5.2 ICs

Ze zavislosti ,,dose-response* byly pomoci linedrni regrese v programu ED50 plus v1.0 stano-

veny hodnoty ICj, (tedy takova koncentrace latky, pti které dochdzi k odumieny 50 % bunék).

Tabulka 5.5: Hodnoty ICs

ICs (UM) 1 2 3 Pramér SD

Bortezomib 0,65 0,62 0,30 0,52 0,19
CuCl; 553,08 546,29 744,03 614,46 112,26

Et 82,79 100,80 101,26 9495 10,54
Cu(EtDTC), 0,90 0,90 1,08 0,96 0,10
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Hodnota IC5q je u Cu(EtDTC), vyrazné nizsi nez je tomu u Et a CuCl,. Nas predpoklad, Ze

YV s

komplex vykazuje vySsi toxicitu neZ ligand a kov samostatné, se tedy potvrdil.

5.3 Fotograficka dokumentace

Buriky byly inkubovdny v médiu s toxikantem o takové koncentraci, kterd odpovida spocitané
IC50. Morfologie téchto bunék byla vizudlné srovndvana s buiikami kultivovanymi v Cistém

médiu. [154]

Bunky kultivované v ¢istém médiu

Obrazek 5.5: Fotografie €. 1 — buiiky kultivované v ¢istém médiu

Na fotografii pofizené z jamky s Cistym médiem je moZzné pozorovat pomérné velky pocet

bunék, které jsou ve vétsing piipadd Zivé.
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Buniky kultivované v bortezomibu

Obrazek 5.6: Fotografie ¢. 2 — buriky kultivované v bortezomibu

Bunky kultivované v CuCl,

Obrézek 5.7: Fotografie ¢. 3 — buniky kultivované v CuCl,

Na fotografiich bunék inkubovanych s CuCl, a bortezomibem lze pozorovat jak Zivé, tak mrtvé
buiiky, a to priblizn€ v rovnomérném zastoupeni. Takovyto vysledek byl ocekdvan. V dalSich

dvou pripadech je vSak situace jind.
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Bunky kultivované v Cu(Il)diethyldithiokarbaméatu

Obrézek 5.8: Fotografie ¢. 4 — buriky kultivované v Cu(EtDTC),

Buriky inkubované Cu(EtDTC), byly téméf vSechny odumfelé (jejich nizky pocet na fotografii
je zptisoben uvolnénim odumfelych bun¢k z podlozky a jejich ndslednym odstranénim spolu
s médiem pii piipravé na fotografovani). Tuto skuteCnost mizeme vysvétlit pomérné jednoduse
—vzhledem k vySe popsanému pribehu pokusu (prudky pokles viability) je zfejmé, Ze spocitana

hodnota IC5, pravdépodobné nebude presna.

Buniky kultivované v Diethyldithiokarbamatu sodném

Obrazek 5.9: Fotografie €. 5 — buniky kultivované v Et
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Obdobného vysledku jako u komplexu bylo dosazeno i u Et. V pribéhu experimentalni ¢asti
bylo mozZné pozorovat pomérné zajimavy trend, a to postupné klesani viability bunék vystave-
nych piisobeni Et s pfibyvajicim poctem pasazi (dobou kultivace). Zatimco Cerstvé rozmrazené
buriky vykazovaly pomérné vysokou viabilitu, u bunék déle pouZzivanych k pokustim viabilita

klesala. Na fotografie byly pouZity starsi buniky (patd pasdz). MoZzné priciny tohoto jevu budou

bliZe rozebrany v diskuzi.
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6 Diskuze

Plvodni predpoklad, tedy Ze toxicita komplexu bude vyssi, neZ toxicita kovu a ligandu zv1ast’,
ze potvrdil. Ziskana hodnota IC;5y pro Cu(EtDTC), byla 0.96 uM, tedy vyrazné menS$i nez u
CuCl;, (614,46 M) a Et (94,95 uM). Témér odpovida hodnoté zméfené u inhibitoru protea-
zomu schvéleného v klinické praxi, bortezomibu (0.52 uM). Vzhledem k tomu, Ze buriky kulti-
vované s koncentraci Cu(EtDTC), odpovidajici ICsy odumiraji prakticky ve 100 % piipadd, da
se pfedpokladat, Ze redlna hodnota IC5, bude nizsi, a Ze je tedy komplex ve skutecnosti jeSté
vymi koncentracemi toxikantu. Pro pfesné uréeni hodnoty 1C5, by bylo tieba provést dalsi série
experimentd a zvolit uzsi rozmezi koncentraci komplexu.

Vysledky experimentu napovidaji, Ze protirakovinnd aktivita samotného dietyldithiokarba-
matu, hlavniho metabolitu antabusu, je asi 100krat mensi nez aktivita komplexu. V teoretické
¢asti ovsem bylo odkdzano na nékolik publikaci, které urc¢itou protirakovinnou aktivitu ligandu
dokladaji. VSeobecné nelze fict, do jaké miry ndmi ziskané vysledky reflektuji skuteCnou akti-
vitu disulfiramu in vivo. Je mozné, Ze ta by mohla byt vyssi (vzhledem také k nékterym pred-
pokladanym mechanismim uc¢inku antabusu, jako je blokovani angiogeneze [15] [129] [132],
které nasimi experimenty nebylo mozné ovérit). Je vSak nutné pfipomenout, Ze 1éCivo ziejmé
tvoii v téle komplexy s endogenni médi a je tedy nemozné ucinky téchto latek od sebe od-
délit a presné rozlisit, do jaké miry je za moZnou protirakovinnou aktivitu u lidi (kterou lze
predpokladat na zdkladé dobrych vysledku klinickych testd Ditiocarbu jako pomocné latky pii
1éCbé rakoviny prsu [126] nebo case reportu popisujicim spontdnni vymizeni metastizi u paci-
entky uzivajici disulfiram [113]) zodpovédny ucinek samotného Et a nakolik je ddna vzniklym
komplexem. Nami ziskané vysledky vSak naznacuji, Ze hlavni G¢innou latkou je komplex. Na
druhou stranu ale nelze opomijet schopnost antabusu blokovat ABC transportéry [133] a tedy
jeho moZny potencidl v piekondvani mnohocetné 1€kové rezistence. Obrovskou vyhodou 1écby

kombinaci antabusu a médi by mohlo byt to, Ze komplex i nezkomplexovany ligand by v téle
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pacienta mohly pracovat paralerné, plisobit na rakovinné buiiky na nékolika drovnich a zaroven
i branit nékterym mechanismim rezistence. [108]

Zajimavym zjisténim bylo to, Ze v prib&hu experimentu se zvysovala toxicita samotného
ligandu v zdvislosti na poctu pasdzi a dobé€, po jakou byly buriky pouzivany. Tento jev miiZeme
vysvétlit nékolika zptisoby. U bunék A 172 bylo mozné také pozorovat postupné zpomalovani
ristu. Zatimco u mladsich bunék trvalo 3 dny, neZ se namnozily natolik, aby mohly byt pou-
zity k pokustim, u starSich bunék se tato doba prodluZovala az na 7 dni. Dle publikace [155]
muZe prodlouzena doba kultivace pred provedenim MTT znacne ovlivnit vysledky testt, kon-
krétné vede ke sniZeni zméfené hodnoty absorbance. Tento jev je vSak v publikaci vysvétlovan
kontaktni inhibici a vyCerpanim Zivin v médiu. Ani jedno z téchto vysvétleni se neda apli-
kovat na nés pfipad, protoze kvili pomalému ristu bunék se kontaktni inhibice dd vyloucit a
nebyly pozorovany ani barevné zmény média, které by signalizovaly jeho vyCerpéni. Navic sni-
Zeni absorbance nemusi nutné vést k nizZSim vypocitanym hodnotdm viability (absorbance klesa
vSeobecné, tedy 1 v jamkdach s negativni kontrolou a spocitané % Zivych bun€k by se tedy ne-
mélo nijak vyrazné lisit). V neposledni fadé nemtizeme timto zplisobem vysvétlit ani selektivni
pokles viability v Et, zatimco u ostatnich toxikantl zlstavaly hodnoty viability pomérné kon-
stantni. I kdyz tedy dvahu, Ze by vysledky mohly byt ovlivnény délkou kultivace, nemiZzeme
rozhodné zavrhnout, je nutné hledat i jind vysvétleni.

Jak jiZ bylo vySe zminéno, pfedpoklddme, Ze dcinek samotného ligandu na rakovinnou
buriku nenf prili§ velky, a Ze mechanismus jeho ptisobeni ziejmé spociva hlavné ve vytvareni
komplext s endogennimi kovy pfirozené obsaZzenymi v burice. Nabizi se tedy vysvétleni, Ze
v pribéhu kultivace dochazelo v burikdch k akumulaci Cu a postupné tedy pfi vlastnich experi-
mentech rostla i hladina vzniklého toxického komplexu. Tato akumulace mohla byt zptisobena
fenotypovymi zménami bunék v pribéhu kultivace — jako nejlogictéjsi moznost se jevi zvySeni
poctu nebo aktivity transportérii médi. Pfijem a pohyb médi v buiikach je stdle zatim pomérné
malo probadanou oblasti. [156] Centralni roli v importu tohoto kovu do bunék hraje prenasec
Ctrl. [157] Akumulace médi byla v bunéénych kulturdch odvozenych od gliomu dfive zazname-
nana [158] a byla pozorovéna také v jinych typech bunécnych linii (naptiklad jaternich) [159],
nemluvé o akumulaci in vivo, zminiované jiz v teoretické Casti. [124] Na fotografie byly pou-

Zity star$i bunky (patd pasaz). V téchto burikach jiz tedy koncentrace kovli mohla byt podstatné
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vys§i nez v dobé, kdy byly pouzity pro ptedchozi experient. Z toho by samoziejmé vyplyvala
i proménlivost odpovidajici hodnoty ICs, kterd v této fazi pokusu mohla byt znacné posunuta
do niz8ich hodnot.

Jedna se pochopitelné o pouhou hypotézu. Potvrzeni platnosti tohoto tvrzeni by vyZadovalo
experimentdlné prokdzat — at’” uz dal$imi méfenimi toxicity Et, zaméfenymi pfimo na tento
jev, analytickym méfenim obsahu médi v bunikdch nebo napiiklad studiem exprese a aktivity

zminénych transportéra.
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7 Zavér

Cilem praktické Casti této prace bylo srovnat toxicitu komplexu Cu(EtDTC), s dcinky jeho
jednotlivych soucésti — diethyldithiokarbamétu sodného, ktery zastupuje ligand a CuCls, jenz
reprezentuje Ucinky kovu — a také s vlivem inhibitoru proteazomu schvéleného v klinické praxi,
bortezomibu, na bunécnou linii odvozenou od lidského glioblastomu.

Z vysledkt spocitané hodnoty ICsq skutecné naznacuji, Ze toxicita komplexu je mnohem
vy§§i, neZ toxicita kovu a ligandu jednotlivé. Radové je podobni toxicité bortezomibu. U bunék
inkubovanych v médiu s koncentraci Cu(EtDTC), odpovidajici hodnoté ICs5y dochazelo k apo-
ptéze bunek ve vétsi mife, neZ bylo ocekavano. Vzhledem k charakteru pribéhu pokusu, kdy
doslo k ndhlému poklesu viability bunék, 1ze ocekdvat urCitou nepresnost ziskané hodnoty ICs.
Skute¢na hodnota ICj, pro jejiz ziskdni by bylo nutné provést dalsi sérii experimentd s uzsim
zvolenym rozmezim koncentraci, bude nizsi. To ovSem znamend, Ze jsou protirakovinné vlast-
nosti komplexu jesté silnéjsi a zvazujeme-li tedy budouci moznosti uplatnéni antabusu v 1é¢bé
rakoviny, jedné se o pfiznivou skutecnost.

Pozoruhodné je také postupné zvySovani toxického ucinku diethyldithiokarbamatu sodného
(ligandu) na buiiky. Navrhovanym vysvétlenim jsou fenotypové zmény bunék v pribéhu kulti-
vace, které vedou ke zvySenému piijmu médi a tedy vétsi tvorbé toxického komplexu. Pfic¢inou
by ale mohl byt i zpomaleny riist bunék déle pouzivanych k pokustim a jejich upadani do klido-
vého stavu.

Dosavadni poznatky v této oblasti i provedené experimenty naznacuji, Ze by disulfiram
v kombinaci s médi skute¢né mohl mit potencidl v 1é¢bé rakoviny. Kromé presného urceni
rozsahu toxickych ucinkli komplexu na rakovinné buiiky by do budoucna bylo zajimavé déle
provéfit jeho schopnost prochdzet hematoencefalickou bariérou. Pokud se tato jeho schopnost
prokdze, mizeme predpokladat, Ze by disulfiram mohl prinést pokrok i v 1ébé gliomtl.

Antabus ma také oproti novym latkdm obrovskou vyhodu — diky mnohaletym zkuSenostem

s jeho uZivanim v klinické praxi zde neni diivod k obavam z nepfedpoklddanych vedlejsich
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ucinkd, prestoze zatim nebyly provedeny veskeré potiebné testy jeho protirakovinného ptiso-
beni. Pro pacienty, u kterych bézné metody 1éCby selhaly, a ktefi hledaji pomoc jinde, by anta-
bus mohl uzZ v soucasné dobé byt slibnou volbou. Do budoucna by ovSem bylo Zadouci ziskavat
dalsi poznatky o tomto jisté potencidlnim léku a provést dalsi experimenty a hlavné klinické
testy. Moznosti jak ziskat prostfedky na klinické testy v souc¢asné dobé nepatentovatelnych 14-
tek je nékolik — at’ jiZ legislativni dpravy, které by farmaceutickym firmam umoZznily repatento-
vat tyto léky nebo ziskdvani penéz jinym zpisobem, napiiklad od dobrovolnych darcti. Pokud
by se dafilo nashromazdit dostatek prostfedkti druhym popsanym zptisobem, mohli bychom do

Vv,

pacienty z rozvojovych zemi.
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8 Seznam pouzitych zkratek

ABC transportéry — ATP binding cassette transportéry
AK — Aminokyselina

ATP — Adenosintrifosfat

BCL-2 — B-cell lymphoma 2 (proteiny regulujici apoptdzu)
CNS - Centrélni nervova soustava

COX-2 - Cyklooxygenaza 2

Cu(EtDTC), — Cu(Il)diethyldithiokarbamat

DMSO - Dimethylsulfoxid

DUB - Deubikvitindza

EDTA - Kyselina ethylendiamintetraoctova

EMA — European Medicines Agency

ER - Endoplazmatické rétikulum

ERAD - Endoplasmic reticulum associated degradation
Et — Diethyldithiokarbamét sodny

FBS - Fetal bovine serum

FDA - Food and Drug

IC;( — Half maximal inhibitory concentration

IKK - Inhibitor of kappa B kinase

10OWH - Institute od OneWorld Health

JAMM - JAB1/MPN/Mov34 metalloenzyme

kDa — Kilodalton

MDRI1 — Multidrug resistance protein 1

MRP1 — Multidrug resistance-associated protein 1
MHC — Major histocompatibility complex

MMP — Matrix metaloproteindza
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MTT - 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid
NFxB — Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NK buriky — Natural killer bufiky imunitniho systému

NU — Nez4douci t¢inky

PBS - Phosphate buffered saline

PI — Inhibitor proteazomu

Poh1 — Pad one homolog 1

rpm — Rotation per minute (otdcky za minutu)

SEGA - Subependymal giant cell astrocytoma

SUKL — Stitn{ dstav pro kontrolu 1é&iv

TRAIL — TNF-related apoptosis-inducing ligand

UPS — Ubikvitin-proteazomovy systém

WHO - World Health Organization
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