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Abstrakt: Rakovina plic je celosvétové néjrozsifenéjsi nddorové onemocnéni a také na ni
umira nejvice lidi. Mezi typy rakovin plic ma nejvétsi zastoupeni nemalobunécny karcinom
plic . PfestoZe se stale vyvijeji nové postupy lécby, pravdou je, Ze i s moderni Ié¢bou paty rok
po diagndze prezZije pouze zlomek nemocnych, proto je potfeba hledat nové a ucinnéjsi
formy lécby.

Mezi novinkou vIécébé rakoviny jsou i inhibitory proteazomu. Proteazom je
multiproteinovy komplex v cytoplazmé bunky, ktery zodpovida za degradaci nepotiebnych (i
poskozenych proteinld prostfednictvim ubikvitin-proteazomového systému. Blokovanim
aktivity proteazomu pak miZeme dosahnout také zablokovani NF-kB drahy, jenZ je
spojovana hned s nékolika aspekty tumorgeneze.

Jiz dnes se v klinice pouziva inhibitor proteazomu bortezomib pro Ié¢bu mnohocetného
myelomu a lymfomu plastovych bunék. PfestoZe vSak vykazuje vysokou aktivitu v krevnich
nadorech, jeho aktivita v nadorech pevnych je prakticky zanedbatelna.

Disulfiram (antabus) je dlouho pouzivanym Iékem proti alkoholismu a bylo prokazano, ze
kdyz tvofi komplexy skovy (hlavné Cu a Zn), stdvd se zné&j velmi Ucinny inhibitor
proteazomu, vykazujici aktivitu predevsim v pevnych nadorech. To z néj délad velmi nadéjny a
hlavné levny lék proti rakoviné. Koneckoncl jiz v soucasné dobé probihd hned nékolik
klinickych test(, které maji tuto teorii prokazat.

Cilem praktické c¢asti této prace pak bylo predevsim dokazat, Ze komplex disuldiramu
s médi vykazuje daleko vyssi aktivitu proti bunécné linii odvozené od nemalobunécného

karcinomu plic A549 nez jeho jednotlivé soucasti.

Klicova slova: Nemalounéény karcinom plic, proteazom, NF-kB, CuEt, neziskova IéCiva.
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Abstract: Lung cancer is the most common cancer worldwide and it is also the number one
couse of death by cancer. Among type of lung cancers is the most spread non-small cell lung
carcinoma. Although new methods of treatment have been evolved, the truth is that even
with modern treatment the fifth year after diagnosis survives only fraction of patiens, this is
the reason, why we need to look for new and more effective cure.

Proteasome inhibitors are the one of the news for cancer treatment. Proteasome is the
multiprotein komplex in the cytoplasm of the cell and it is responsible for degradation of
unneeded or damaged proteins throught the ubiquitin-proteasome system. By blocking
proteasome activity can be achieved also blocking of NF-kB pathway, which is associated
with several aspects of tumorgenesis.

Today is in clinical use one of the proteasome inhibitors — bortezomib. It is used for
treatment of multiple myeloma and mantle cell lymfoma. However bortezomib shows hight
activity in blood cancer, its activity in solid tumor is practically negligible.

Disufiram (antabus) is a long-used drug for alcoholism treatment and it has been shown,
that when it forms complexes with metals (mainly with Cu and Zn), it becomes a very potent
inhibitor of proteasome, showing activity mainly in solid tumors. This makes it very
promising and cheap candidate to cancer cure. After all, there are several ongoing trials to
prove this theory.

The goal of practical part of this work was to prove that the complex of disuldiram and
copper shows higher activity against cell lines derived from non-small lung carcinoma A549

than its individual components.

Keywords: non-small cell lung carcinoma, proteasome, NF-«kB, CuEt, non-profit drugs.
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Uvod
Rakovina plic je jednou z nejcastéjSich forem rakoviny, celosvétové pak ma na svédomi
pfiblizné 18% umrti vlivem nadorovych onemocnéni, coz z ni ¢ini nejsmrtelnéjsi rakovinové
onemocnéni. NejbéznéjSim typem rakoviny plic je pak nemalobunécny karcinom plic. Jeho
lécba je komplikovand, a aby mohla byt vibec Uspésnd, je nezbytné onemocnéni objevit
véas - jeSté v operabilnim stddiu. To se ovSsem casto nepodafi, a i kdyZ terapie probéhne
uspésné, neznamena to vyhru, jelikoz u tohoto typu karcinomu velmi ¢asto dochazi k relapsu
a paty rok po diagndze i s modrni Ié¢bou preZije jen zZlomek nemocnych.

To je dlvod, proc je nutné neustdle vyvijet a testovat nové a ucinnéjsi terapie a léciva.
Jednou z novinek v I1é¢bé rakoviny jsou i inhibitory proteazomu. Protazom je multiproteinovy
komplex v cytoplazmé bunky a je zodpovédny za degradaci nepotiebnych, poskozenych ci
toxickych proteinl. Proteazom je soucasti tak zvaného ubikviton-proazomového systému.
V tomto systému je protein uréeny k degradaci nejdfive pres enzymatickou kaskadu oznacen
ubikvitinem, to nékdy také byva oznacovano jako ,polibek smrti“, a ndsledné proteolytickymi
podjednotkami protazomu rozstfihan.

Tento systém je také zodpovédny za regulaci mnoha protein(, véetné protein( signalnich
drah kontrolujici napf.: expresi gentl, bunécny cyklus a apoptdézu atd. Jednou z téchto drah je
i drdha NF-kB. NF-kB hraje dulezitou roli hned v nékolika aspektech tumorgeneze a jeji
aktivace je podminéna spravnou funkci proteazomu. Jak uz z ndzvu vyplyva — inhibitory
proeazomu inhibuji proteazom, a tim inhibuji i drdhu NF-kB, coZ muZe nejspiSe vést aZ
k 1éCbé rakoviny.

Dikazem, Ze inhibitory proteazomu mohou fungovat, je i prvni inhibitor proteazomu
pouzivany v klinické praxi - bortezomib (VELCADE). Tato latka je uzivana pro Ié¢bu myeloidni
leukémie a lymfomu plastovych bunék, kromé téchto rakovin bortezomib vykazal
signifikantni aktivitu i v dalSich typech krevnich rakovin. Co se tyce pevnych nador(, u nich
bortezomib vykazal vesmés vynikajici vysledky béhem preklinickych testl, ovSsem poté
béhem testl klinickych selhal — dlivodem mUzZe byt pravdépodobné jeho neschopnost dostat
se dovnitf tumoru. To je divod, pro¢ hledat nové a ucinnéjsi inhibitory proteazomu.

Pravé takovou latkou muze byt disulfiram (antabus), latka desetileti uzivana k averzni
terapii alkoholismu. Jiz v minulosti bylo popsano nékolik pripad( protirakovinné aktivity

disulfiramu, ackoli pfesny mechanismus pusobeni nebyl zndm. AZ v poslednich letech byl
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podan dukaz, Ze disulfiram, predevsim kdyZ tvori komplexy s kovy Zn a Cu, vystupuje jako
inhibitor proteazomu.

Hlavni vyhodou disulfiramu oproti bortezomibu je za prvé to, Ze vykazu aktivitu predevsim
v pavnych nadorech, a za druhé to, Ze je to dlouho ozkouseny a znamy Iék, u kterého jsou
znamy vedlejsi ucinky, davkovani atd.

S tim je ovSem spojena jeden velky problém — nikdo do jeho testovani nechce investovat,
protoZe je tento |ék nepatentovatelny. To z disulfiramu déla jeden z prikladd, Ze dnesni
schvalovani 1ékl je ne pfrilis efektivni a potfebuje nové pristupy napf. znovupouziti starych
lékl, coZ je pfistup, ktery by stagnujicimu farmaceutickému prdmyslu mohl usettit zna¢nou
¢ast vydaja a ktery by mohl zrychlit a zefektivnit, v pfipadé disulfiramu, napfiklad 1écbu

rakoviny.

1. Nemalobunéc¢ny karcinom plic

Plice: Plice jsou parovy organ, ktery slouzi k vyméné dychacich plyn(. K pfivodu a odvodu
téchto plynt do plic slouzi horni a dolni cesty dychaci. V plicich jsou pak tyto plyny
praduskami a prudusinkami rozvedeny po plicich az do plicnich sklipkd (alveol), kde se
odehravad samotna vyména. Do krve vstupuje kyslik a z krve vystupuje oxid uhlicity, ktery je
nasledné vydechnut. Prava plice ma tfi lakovky a leva laloky dva. Plice jsou obaleny dvéma
bldnami: poplicnici (visceralni pleura) a pohrudnici (parietalni pleura), mezi témito dvéma
blanami je tekutina, ktera usnadnuje dychani. [1]

Rakovina plic: Na celém svété vede Zebficek nadorovych onemocnéni rakovina plic. V roce
2008 zaznamenala WHO (World Health Organization) celkem 1092 056 pfipadd rakoviny
plic, coz Cini 12,7% ze vSech ptipadl rakoviny, také evidovala 948 993 umrti zplUsobenych
timto onemocnénim, coz je 18,2% vsech umrti nasledkem rakoviny [2]. Tato rakovina je u
muzl na prvnim misté, hned nasledovana rakovinou prostaty, zatim co u Zen hraje prim
rakovina prsu a rakovina plic je az na ¢tvrtém misté [3]. Podil rakoviny plic v rozvinutych a
rozvijejicich se zemi je viceméné stejny. V poslednich letech vsak vlivem boje proti koureni
mira rakoviny plic v rozvinutych zemich Ameriky a Evropy klesd [4]. Naopak v Ciné a nékolika
zemich Asie a Afriky mira rakoviny stoupa vlivem nastupu kurackého boomu [5].

Rizikové faktory: Existuje velké mnozstvi pficin vzniku rakoviny plic, mezi méné casté patfi
Spatné stravovani, nedostatek pohybu, pritomnost genl podporujici tento typ rakoviny a vék

nad 65 let. Mezi ty pocetnéjsi pak patfi nasledujici [6,7,8]:
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Koufeni: Je znamo, Ze ve dvacatém stoleti, kdy se rozmohlo koureni cigaret, se taky
nékolikanasobné zvysil vyskyt rakoviny plic (viz. obr. 1.1). Je to zplUsobeno tim, Ze cigaretovy
kouf obsahuje az 60 znamych karcinogena.

20-¥ear Lag Time Between Smoking and Lung Cancer

U muzl kurakd je Sance, Ze se vyvine

Cigarettes Lung
. . - . N Smoked Cancer
rakovina plic 23 x vy$si nez u nekurakl, u PerPerson Deaths
FerYear (Per
Son i e e o 100,000
Zen je pak tato Sance 13 x vyssi. DalSim
4000 Peaplel
o e, . . . 3 Cigarette
dulezitym faktorem je pocet vykoufenych e T 150
. . (s v wr {men)
cigaret za rok, je dokazano, Ze ¢im je 2000
celkovy pocet vykourenych cigaret za rok 100
vyssi, tim je také vyssi pravdépodobnost 2000
50

vzniku rakoviny plic. Pfes 50% vSech
ptipadd rakoviny plic je detekovanych u Lo
Obr. 1. 1. Korelace mezi koufenim a
kurakd, 10% muzl a 20% Zen s rakovinou
vznikem rakoviny plic [9]
plic pak nikdy nekoufilo [6]. Prestoze

pasivni koufeni neni tak nebezpecné jako koufeni aktivni, i ¢lovék, ktery pouze vdechuje
cigaretovy kout, vdechuje karcinogeny stejné jako kurak, coz muzZe vést az ke vzniku
rakoviny.

Znecisténi vzduchu: Znedistény vzduch je problém zejména industridlnich oblasti a oblasti,

kde se hojné spaluji fosilni paliva, tato aktivita zamoreje vzduch rozlicnymi polutanty, od
popilkd az po polycyklické slouceniny. Dlouhodoby pobyt v takto znecisténé oblasti mize
vést ke kumulaci karcinogent a tim i ke zpusténi rakoviny, zajména pak rakoviny plic [10].
Radon: Radon je radioaktivni prvek, ktery se vyskytuje v horninach. Z hlediska karcinogeneze
je nebezpecny zejména pro lidi, ktefi pracuji v dolech nebo pro lidi Zijici na Uzemi, jehoz
podlozZi tento prvek obsahuje. [11]

Piti alkoholickych napojl: Bylo prokazano, Zze vétsi Sanci na vyvin rakoviny plic maji lidé, ktefi

ve velké mire piji pivo a konzumuiji pfi tom nedostateéné mnozstvi ovoce a zeleniny, naopak
vyskyt rakoviny se snizuje u lidi konzumuijici vino. Tyto vysledky mohou ovSsem byt také
ovlivnény tim, Ze zejména s pitim piva je ¢asto spojené koureni. [12]

Nemalobunécny karcinom plic: Je nejbézné;jsim typem rakoviny plic. MGzZeme jej rozdélit do
tfi zakladnich skupin: SCC karcinom (squamus cell carcinoma), velkobunécény karcinom a
adenokarcinom. VSechny tyto tfi typy rakoviny plic maji podobné chovani, [éCbu i progndzu a

nékdy je obtizné je mezi sebou rozlisit. Pfiznaky nemalobunééného karcinomu plic jsou:

4
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neustavajici kasel, dechové obtize, bolest na hrudi, vykaslavani krve, Casté plicni infekce,
Unava a ztrata vahy bez zjevné pficiny. [7,13,14]

Stadia: Pro zahdjeni nejucinnéjsi 1é¢by je nezbytné nejdfive co nejpresnéji urcit stadium
nemoci. Pro tuto potiebu vyvinula AJCC (American Joint Committee of Cancer) TNM systém,
ktery bere v potaz tfi aspekty nemoci. , T - tumor, fidi se velikosti a umisténim ndadoru.
»N“-node (uzlina), indikuje zasaZeni uzlin rakovinou. ,,M“ - metasis (metastaze), uréuje se
podle toho, jak se rakovina rozsifila z mista vzniku po celém téle a vytvofila metastdze ¢i ne.
V roce 2010 prosel tento systém zdsadnimi zménami pro presnéjsi uréeni stadia a tim také
nasazeni nejvhodnéjsi |écby. [15-17]

Tab. 1.1: Stadia tumoru:

Stadium Definice

X Pimarni tumor nelze hodnotit nebo byla prokdzdna pfitomnost malignich bunék ve sputu
nebo bronchalnim vyplachu, ale nddor nebyl prokazan pfi vysetrenich.

TO Primarni tumor nebyl prokazan.

Tis Karcinom in situ.

T1 Maximalni velikost tumoru 3 cm. Obklopen visceralni pleurou nebo plicni tkani.

Tla Maximalni velikost tumoru 2 cm.

Tib Tumor ma velikost mezi 2 a 3 cm v nejvétsim rozméru.

T2 M3 vétsi rozmér nez 3 cm. Postihuje hlavni bronchus do vzdalenosti maximdlné 2 cm

nebo vétsi do kariny. Postihuje viscelarni pleuru. ZpUsobuje atelektdzu nebo obstrukéni
bronchopneumonii Sifici se do hilové oblasti, ale nepostihuje celou plici.

T2a Tumor ma velikost mezi 3 a 5 cm v nejvétsim rozméru.
T2b Tumor ma velikost mezi 5 a 7 cm v nejvétsim rozméru.
T3 Tumor jakékoli velikosti, ktery postihuje tyto struktury: hrudni sténu, brdnici, viscelarni

pleuru, perikard, hlavni bronchus ve vzdalenosti blizsi nez 2 cm ke kariné, ale nepostihuje
karinu. Nebo zpUsobuje atelektazu nebo obstrukéni bronchopneumonii celé plice.

T4 Tumor jakékoli velikosti prorustajici do téchto struktur: srdce, velké cévy, pradusnice,
jicen, obratle. Nebo tumor vytvari satelitni nadorové uzly ve stejném laloku. Nebo je
pfitomen pleurdlni vypotek.

Tab. 1.2: Stadia zasazeni uzlin:

Stadium Definice
NX Nelze stanovit postizeni uzlin.
NO Bez metastdzi v uzlinach.
N1 Metastaze v ipsilaterdlnich peribronchialnich a/nebo ipsilateralnich hilovach uzlinach
véetné postizeni pfimym prorlstanim primarniho tumoru.
N2 Matastéze v ipsilateralnich mediastinalnich a /nebo sub karinnich lymfatickych uzlinach.
N3 Matastaze v kontralateralnich mediastinalnich a/nebo hilovych uzlinach. Metastaze

vipsilateldrnich nebo katralaterdlnich skalenovych nebo supraklavikularnich
lymfatickych uzlinach.

Tab. 1.3: Stadia detekce metastazi:

Stadium Definice

MX Vzdalena metastaze nelze prokazat.
MO Vzdélené metastaze nejsou pritomny.
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M1 Vzddalené metastaze jsou pritomny.

Tab. 1.4: Prognostické skupiny:

Stadium T N Y]
Okultni karcinom TX NO MO
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium IA T1 NO MO
Stadium IB T2a NO MO
Stadium IIA T2b NO MO
T1,T2a N1 MO

Stadium IIB T2b N1 MO
T3 NO MO

Stadium IIIA Tla, Tlb, T2a, T2b, T3 N2 MO
T3, T4 N1 MO

T4 NO MO

Stadium IIIB Jakékoli T N3 MO
T4 N2, N3 MO

Stadium IV Jakékoli T Jakékoli N M1

Lécba: Jak jiz bylo fe€eno, pro nasazeni spravné terapie je nezbytné co nejpresnéji urcit
stadium nemoci. Dnes existuje nékolik zpUsobl lécby, k terapii se vsak vétSinou pouZziva
kombinace téchto zpUsob(. [7,14-15]

vyjmou tumorem postizené tkané a lymfatické uzliny nachazejici se v blizkosti nadoru.
Radioterapie: Jednd se o cilenou |écbu. Nadorové buriky jsou pfi ni cilené vystavovany
velkym davkam radiace, ktera by je méla zahubit.

Chemoterapie: Pti |é€bé nadorovych onemocnéni se vétSinou uziva vice nez jedna latka
zaroven. Velkou nevyhodou této terapie je, Ze |ék nepUlsobi cilené na nadorové burky, ale
postihuje i jiné buriky téla, coz mizZe mit vazné vedlejsi ucinky. Jednou z nejpouzivanéjsich a
nejznameéjsich latkek uzivanych pro Ié¢bu rakoviny je cisptatina, pro jeji Sirokou ucinnost je
pak zvdna ,penicilin na rakovinu® [18]. PouZziva se i pro l1é¢bu nemalobunééného karcinomu
plic, nicmén neni pfilis Ucinnd a indukuje preziti patého roku pouze kolem cca 13%, navic
vykazuje mnoho vedlejSich ucink( [19-20]. Proto je potieba hledat nové, cilenéjsi terapie,
jednou z novinek v Iécbé jsou i tzv. inhibitory proteazomu, ale tim se budeme zabyvat
pozdéji.

Cilena terapie: Pouzité latky pUsobi cilené a usmrcuji nadorové bunky nebo zamezuiji jejich

rdstu a Sifeni.
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Paliativni lécba: K této se pfistupuje, kdyz nemoc dosahne pokrocilého stadia a jiz neni
redlnd nadéje na vyléceni. Spociva v podavani utisujicich 1ékd, které maji potlacit bolest a
zkvalitnit zbytek pacientova Zivota.

Prognéza: Nejlepsi Sanci na uzdraveni maji ti, jimz byla nemoc diagnostikovana
v operabilnim stadiu, u téchto pacientd je indikovano preziti do patého roku az 60%. Bohuzel
u tohoto typu rakoviny dochazi velmi ¢asto k relapsu. Ti, u nichZ byla nemoc diagnostikovana
v neoperabilnim stadiu, maji prdmérnou dobu preziti jen 18-24 mésict od diagndzy [7, 14].
Neustale se vSak vyvijeji nové postupy IéCby, jednim ze smérU, kterym se vyzkum ubird, jsou i
inhibitory proteazomu, ale abychom byli schopni pochopit jejich fungovani je nejdfive

nezbytné predstavit si ubikvitin-proteazomovy systém.

2. Ubikvitin-proteazomovy systém

Proteazom: Proteazom je soudkovity multiproteinovy komplex nachazejici
se vcytoplazmé bunky. Jeho hlavni funkci je degradovat nepotfebné,
poskozené nebo toxické proteiny. Pro to, aby byl protein proteazomem
zlikvidovan, je vétSinou nezbytné, aby byl oznaden polyukvikvitinovym
fetézecem. Proteazom byl objeven relativné nedavno a dosud je jeho
kompletni struktura a funkce ne zcela objasnéna. V roce 2004 byla za jeho
objeveni apopsani udélena Nobelova cena panim Aaronovi

Ciechanoverovi, Avramovi Hershkovi a Irwinu Roseovi [21].

Obr. 2.1: 3D schéma 26 proteazomu

Struktura ptroteazomu: Pro eukaryotické a tedy i lidské buriky je typicky 26S proteazom. Ten
se skladd z 20S proteazomu (CP - core particle) a 19S proteazomu (RP — regulatory particle),
jenz naseda z obou stran na 20S proteazom [22-27]. 19S proteazom odpovida za rozpoznani
polyubikvitinovaného proteinu, jeho naslednou deubikvitinaci a rozpleteni, 20S proteazom
za rozstfihani takto oznaceného proteinu. V nékterych pripadech na bazi nesedd
19S proteazom, ale 11S proteazom [22, 28-29], pfedpoklada se, Ze plni podobnou funkci, jen
s tim rozdilem, Ze tato struktura je predevsim zodpovédna za nic¢eni produktl virl. Tato
uloha také ndlezi tzv. imunoproteazomu, ktery mimo jiné zodpovida za vyrobu MHC (major
histocompatibiliti complex) proteint [23].

20S proteazom (CP): Sklada ze ctyr prstencovych komplex(. Dvou prstencl a a dvou B, kazdy

z nich se sklada ze sedmi ¢asti (a7, B1-7). Tyto komplexy na sebe nasedaji v poradi affa.
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a-komplexu je zodpovédny za otvirani a zavirdni brany, ktera vpousti proteiny dovnitf
20S proteazomu. Uvnitf B-komplexu pak dochazi k samotnému Stépeni peptidovych vazeb.
Hlavni uUlohu vtomto procesu zastavaji jednotky B, (s aktivitou podobnou trypsinu), Bs (s
aktivitou podobnou chymotrypsinu) a B; (s aktivitou podobnou kaspazam), které obsahuji

proteazy. [22-24,26-28,30]

__,",&a- B4l Bs
> a. >

Obr. 2.2: schéma 20S proteazomu: A) 3D zobrazeni, B) struktura o prstence, C) struktura
8 prstence, D) ,,rozvinuty” 20S proteazom.

19S proteazom (RP): 19S proteazom se sklada z baze a vika, kazda z téchto ¢asti plIni vlastni

funkci. Hlavni funkci 19S proteazomu je zachytit polyubikvitinovany protein, rozplést jej a
predat ho 20S proteazomu [22, 23].

Bdze: Je desetiproteinovy komplex. Obsahuje Sest homolognich AAA-ATPaz (Rpti- Rptsg),
které nasedaji na a-komplex 20S proteazomu, a dalsi ¢tyfi jednotky (Rpny, Rpny, Rpnyo a
Rpnis). Rpnig a Rpniys zachytavaji polyubikvitinované proteiny. Rpni a Rpn, pak funguji jako
lepidlo a drzi u sebe podjednotky proteazomu [22-23, 26, 27].

Viko: Je slozeno nejméné z deviti jednotek (Rpns, Rpns, Rpng, Rpny, Rpng, Rpng, Rpni1, Rpnis
a Rpnss). Hlavnim ucelem vika je deubikvitinovat zachyceny protein a vratit ubikvitin zpét do

bunky. Viko ma nejspis i jiné funkce, ale ty dosud zUstavaji neobjasnény. [22 -23]

A
\ i Obr. 23: schéma
19S proteazomu: A) 3D
zobrazeni, B) ,rozvinuty”
. 19S proteazom.
baze
.

Rpté  Rpt4 J
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11S proteazom: V nékterych ptipadech zastava funkci 19S proteazomu, ovsem s tim

rozdilem, Ze neni schopen zachytit velké proteiny, ale pouze polypepetidové retézce, které

Casto byvaji produktem pusobeni viru v burice. [23, 28-29]

Imunoproteazom: Tyto proteazomy maji nahrazeny katalytické podjednotky Bi B2 Bs
podjednotkami By, B2, Bsi. Je zodpovédny za vyrobu MHC (major histocompatibiliti complex)
protein(, které jsou nasledné vystaveny na povrchu buriky jako antigeny. [23, 28-29]

Maturace proteazomu: Dodnes je vétSina tohoto déje znaéné nejasna. Zatim je znamo, Ze
20S proteazom se sestavuje nezdvisle na 19S proteazomu, a Ze se tyto jednotky spojuji az
nasledné. Cely proces zacind maturaci 20S protezomu (viz obr. 2. 4). Nasleduje sestaveni
19S protezomu, bdaze a viko se skladaji také samostatné a az nasledné se spoji. Princip slozeni

kompletniho 26S proteazomu je zatim nejasny. [22-23]

A B C E
PAC3 4 degradovany UMP1
88 %%%%“ 5. .8
o PAC1 2 propepndy degradovany PAC1-2
a17 UmP1 Bzﬁaﬁwsﬂsm \\\\
— ':"\G'Q'; ARRR R

Obr. 2.4: schéma maturace 20S proteazomu: A) sestaveni a prstence, pri tom je potreba
dvou chaperont (PAC1 - PAC2 a PAC3 — PAC4) B) pripojeni B, Bs, Ba, Bs, Bs, B1S propeptidy,
odstranéni PAC3-PAC4 a pfipojeni chaperonu Umpl, vznik polovicniho 20S proteazomu
C) nasednuti B; a setkdni dvou polovicnich 20S proteazomu, D) degradace Umpl a
propeptidu, vznik pre-20S proteazomu E) degradace PAC1-PAC2, vznik 20S proteazomu. [22-
23, 30]

Ubikvitininace: Jedena se o proces navazani ubikvitinu na protein. Ubikvitin se na protein
mUze navazat rGzné, typ navazani ubikvitinu pak uréuje osud proteinu. Jednim z osudu je i
degradace proteinu 26S proteazomem. Polyubikvitinové fetézce také mohou slouZit v rdmci
bunécné signalizace.

Ubikvitin: Je to maly globuldrni protein, ktery se sklada ze 76 aminokyselin [31]. Tento
protein se vyskytuje prakticky ve vSech eukaryotickych burikdch. V burice ma Sirokou paletu
funkci, nékteré z nich nejsou doposud objasnény. Hlavnimi strukturami na tomto proteinu je
C-terminalni konec a 7 lyzinovych podjednotek. [22, 32]

Enzymaticka kaskada: Pro to, aby byl ubikvitin pfipojen na cilovy protein je vétSinou

nezbytnd spoluprace tfi enzym( (E1 — ubikvitin aktivujici enzym, E2 - ubqitin-konjugujici
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enzymy, E3 - ubikvitinligdsa). Enzymy E1 byly zatim objeveny dva [33], enzym( E2 kolem
tficeti a E3 stovky, protoZe kazdy E3 je specificky pro jeden protein ¢i skupinu protein(. Cely
proces zacina navazanim ubikvitinu na E1, tato reakce je zavisla na pfisunu energie ve formé
ATP. Navdazani se uskutecnuje thioesterovou vazbou mezi C-termindlnim koncem ubikvitinu a
cysteinem na enzymu. Takto aktivovany ubikvitin je nasledné preveden na E2. Na E2 se
ubikvitin také navaze pres cystein. E2 s navdzanym ubikvitinem se poté napoji na E3, na E3
také nasedne protein urcen k ubikvitinaci. Byly objeveny dva typy E3: a) ty, jeZ na sebe navazi
ubikvitin z E2 pfes thioesterovou vazbu a ndsledné jej predaji cilovému proteinu, téchto bylo
objeveno asi tficet a b) ty, které zprostredkovavaji prevod ubikvitinu z E2 pfimo na protein.
Ubikvitin se vaZe na lysin obsazeny v cilovém proteinu. [28, 31-32, 34]

0 q

Ubikvitin Ubikvitin

a
. . ﬁ ? E
g— { ;

Ta

K

A - B Ld =, D
ATP —%—0 T_. T—. —(,—. .

< &

&

E1 ) £3 " Protein Proteazo
- R N Degradovany protein
o &
& <
& o2
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Obr. 2.5: schéma enzymatické kaskady: A) aktivace systému ATP, ubikvitinace E1,
B) nasednuti E2 a jeho ubikvitinace, C) nasednuti E3, D) nasednuti proteinu, E) ubikvitinace
proteinu, F) uvolnéni ubikvitinovaného proteinu, G) degradace proteinu proteazomem.

Polyubikvitinace: KdyZz je protein oznacen ubikvitinem, muaZe dojit k polyubikvitinaci, to

znameng3, Ze se na jiz navazany ubikvitin navazi dalsi, m{ze jich byt az kolem desitky. Vazba
vznikd mezi C-termindlnim koncem jednoho ubikvitinu a lyzinem druhého. Jak jiz bylo
zminéno, ubikvitin obasahuje celkem sedm lyzin(, nicméné zatim bylo prokazano, ze vazby

vedouci k degradaci proteazomem se déji pouze na Lys48, Lys11 a Lys63. [22, 28, 32, 35]

3. Inhibitory proteazomu
Jak jiz bylo feceno, proteazom je klicovou strukturou podilejici se na odbouravani proteind,
véetné protein kontrolujici bunécny cyklus. Protoze regulace téchto proteind je dulezita
zejména pro rakovinné bunky, stavd se z proteazomu atraktivni ter¢ |écby rakoviny.
V klinické praxi se jiz nyni uZivd bortezomib (Velcade) pro |é¢bu mnohocetného

myelomu [36] a lymfomu plastovych bunék [37]. Dalsich inhibitory pak prochazi klinickymi
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testy. Dodnes neni zcela zndm presny mechanismus, jakym inhibice proteazomu ovliviiuje

déje v burikach. Pfedpokladanym teréem jejich plsobeni je signalni draha NF-kB [38-40].

3.1 NF-kB draha
NF-kB draha je jednou ze signdlnich drah burky regulujici expresi gen(. Je spousténa
predevsim pri zanétu a hlavni dopad ma na geny zodpovédné za rlst, proliferaci, apoptdzu a
imunitni odpovéd. Cela draha je inhibovana I-kB (inhibitor kB). V normalnim stavu je tato
drdha neaktivni a neovliviiuje expresi gend. Ovsem spousti se puUsobenim cytokinl ci
rastovych faktoru, které aktivuji IKK (I-kB kindzy). IKK fosforyluje 1-kB, na fosforylovany I-kB
nasedne ubikvitin a dojde k polyubikvitinaci, takto polyubikvitovany I-kB je degradovana
proteazomem. Po degradaci |-kB je draha
aktivovana. Heterodimer p50/RelA vstoupi do
jadra, navdie se na specifickd mista v DNA a

spousti transkripci cilovych gen(. [41-44]

Obr. 3.1: schéma NF-kB drahy: Signdl aktivuje
IKK, ten fosforyluje I-kB, coZ md za ndsledek
ubikvitinaci a degradaci I-kB. Po odstranéni I-kB

z p50/RelA tento heterodimer vstupuje do jadra a

spousti expresi gend.

NF-kB draha jako odpovéd na zanét: Zanétliva reakce je odpovédi na poranéni nebo infekci
a je duleZita pro zahajeni imunitni odpovédi, a pravé tato odpovéd je iniciovana spusténim
signdlni drahy NF-kB, jejiz produkty aktivuji imunitu [45] a podporuji expresi genl zabranujici
apoptoze [46]. Nicméné v nékterych pripadech (napt.: pfi chronickém zanétu) mlze tato
jindy nezbytna reakce iniciovat vznik rakoviny, toho si vSiml jiz Virchow v roce 1863 [47-48].
Pokud je z néjakého divodu narusena regulace této drahy (napf.: onkoproteiny vir(, DNA
mutace atd.), mUzZe dojit k jeji trvalé aktivaci a ta je spojena s nékolika aspekty tumorgeneze:
proliferaci bunék, zabrdanénim apaptézy (nesmrtelnosti), angionennim ucinek a schopnosti
tvorit metastdze [39]. Spojeni mezi zanétlivou reakci, NF-kB drahou a tumorgenezi pak bylo
dokdzano na dvou mysich modelech [50-51].

Dvé tvare NF-kB: Aktivace NF-kB na jednu stranu zabranuje vzniku rakoviny, na druhou

stranu vSak muZe zpUsobit tomorgenezi, rovnovaha mezi témmito dvéma stavy je velmi
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kifehka a jeSté neni zcela pochopena [52]. V nasledujici tabulce jsou stru¢né shrnuty nékteré
funce NF-kB souvisejici s rakovinou [52-54]:

Tab. 3.1: funkce NF-kB: role drdhy NF-kB v rozvoji a potlaceni rakoviny.

Podpora rakoviny Suprese rakoviny
PreZiti buniky Bunécna smrt
Indukce exprese antiapoptic-kych genl (Bcl-xL, Represe exprese antiapoptickych genl skrz
XIAP, clAP1 a 2). navazani RelA mUze vést kscitlivéni bunky
Suprese aktivity JNK(Jun N-terminal kinase). k apoptickym signdliim.
Indukce exprese pro-apoptickych gen( (Fas, DR4,
DR5).
Metastaze Suprese tumoru

Regulace exprese adheznich molekul bunky Podpora apoptdzou indukovanou p53, p53 muze
(ICAM-1, VCAM-1, ELAM-1) a gen(, jez reguluji skrz p52 indukovat represi exprece Cyklinu D1.

metastaze (MMP9, uPA atd.). Regulace aktivity ARF.
Proliferace Antiproliferace
Exprese proto-onkogenl napf.: Cyklin D1 a Inhibice JNK.

c-Myc.

Angiogeneze

Regulace VEGF, TNF, IL-1 a exprese IL-8.
Nesmrtelnost

Regulace exprese telomeraz.

NF-kB draha a citlivost na rakovinnou lécbu: NF-kB drdha mimo jiné zapind i pti toxickém
podrazdéni bunky, které je normalné Zadouci, ale mlze byt zplsobeno i chemoterapii. To
znamend, Ze pfi chemoterapii mize dojit k aktivaci této drahy a opétovnému posileni

Zivotnosti rakovinnych bunék, coz mlze vést aZ k rezistenci bunék [55].

o RS e

Obr. 3.2: Schéma vlivu NF-kB drahy na protirakovinnou lécbu: A) burnka citlivd na
protirakovinnou terapii (NF-kB drdha neaktivni), B) ucinnd ldtka, C)protirakovinnd reakce,
D) zapnuti NF-kB drdhy a vznik rezistence na ucinnou Ildtku, E) po inhibici NF-kB drdhy se
burika opét stdvd citlivou na IéCbu.

Inhibice NF-kB drahy: Drive se myslelo, Ze by Cisté teoreticky bylo pfi dlouhodobé inhibici
této drahy moiné predchazet vzniku nékterym typl rakoviny spojovanych se zanétlivou

reakci, toto se chtélo dokdzat na mysich, ovsem kdyZ se pokusnym zvifatiim tato draha
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yvypnuta“, vyvinula se u nich spontdnné rakovina, coZ je dukaz, Ze NF-kB je nutna
k pfedchdzeni vzniku rakoviny (viz. tabulka 3.1) [56]. Dlouhodobé zablokovani neptichazi
v Uvahu i proto, Ze tato drdha ma krucidlni dopad na imunitu a jejim zablokovanim by mohlo
dojit az k imunodeficienci [49, 56]. Tyto experimenty také ukdzaly, Ze zatim nezndme plné
disledky funkce NF-kB drahy v organismu a Ze zahravat si s jeji regulaci by mohlo byt
zbytecné riskantni. Co ovSem stoji za Uvahu, je inhibice NF-kB drahy pfi 1é¢bé rakoviny,
protoze tak by bylo mozné predchdazet turmorgennim Gcinkiim NF-kB napf. vzniku rezistence
na chemoterapii, vznikl metastdzi, proliferaci atd. Jednim z typU latek, které ptipadaji pro

tento ucel v Gvahu, jsou inhibitory proteazomu [55].

3.2 Bortezomib

Vyvoj: Vroce 1994 byl firmou ProScript vyvinut inhibitor proteazomu PS-341
(bortezomib), po roce testovani se ukazalo, Ze tento pripravek vede k silné inhibici mnozeni
rakovinnych bunék v mysich modelech [57]. Nicméné do dalsiho vyzkumu nechtél nikdo moc
investovat, protozZe se predpokladalo, Ze v lidskych pacientech bude mit bortezomib zavaziné
vedlejsi ucinky. Diky navazani spoluprdce s D. Livingstonem z Dana Farber Cancer Institute a
E. Sausvillem z NCI (Nation Cancer Institute), nakonec v roce 1998 probéhla I. faze klinickych
testl pod vedenim R. Orlowského z University of North Carolina. Tyto klinické testy dokazaly,
Ze bortezomib nema zavainé vedlejsi ucinky, vroce 2000 byl dokonce evidovan pfipad
47-leté Zeny, u které bylo po podani bortezomibu pozorovano uplné vymizeni
mnohocetného myelomu [36]. To vedlo k dalSim testiim Iéku. Vysledky byly tak presvédcivé,
Ze uz vroce 2003 FDA (Food and Drug Administration), americka instituce pro povolovani
|éCiv, schvdlila bortezomib pod obchodnim nazvem VALCADE pro l|écbu relapsujiciho
mnohocetného myelomu. A to jesté pred dokoncenim klinickych test(. [58-60]

V roce 2008 byl VELCADE schvalen jako |ék prvni volby pro Iéébu mnohocetného myelomu
a nyni se uziva prakticky po celém svété. Je tak prvnim inhibitorem proteazomu uzivanym
v klinické praxi. Je nutno také zdlraznit, Ze nevede k Uplnému vyléceni nemoci, ale ve
vétsiné pripadl pouze k prodlouZeni Zivota pfriblizné o 17,3 mésice, pricemz citlivost na Iék
byla 8,4 mésicli [61], nicméné i to je lepsi, neZ pfedchozi stav, kdy na mnohocetny myelom
neexistovala prakticky Zzadna lécba. [57-60]

Mechanismus pusobeni: V pokusech bylo dokazano, Ze se bortezomib v proteazomu vaze

na serinovou protedazu v podjednotce Bs (s aktivitou podobnou chymotrypsinu), ¢imz
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reverzibilné inhibuje proteazom (viz. B) [62]. Touto inhibici pak bortezomib pusobi v rakoviné
hned tfemi mechanismy: ovlivnénim NF-kB drdhy, regulaci kontrolnich bod( bunécného

cyklu a konecné ovlivnénim mnoha dalSich bunéénych i mezibunéénych interakci [63].

Obr. 3.3: A) chemickd struktura

A B
B5
. $°" Bortezomibu, B) mechanismus jeho
[}
[j)L“" I \C;“ puisobeni v proteazomu

Bortezomib a NF-kB draha: Predpokladalo se, Ze bortezomib drahu NF-kB inhibuje tim, Ze
zabranuje degradaci I-kB proteazomem a ndsledné aktivaci NF-kB, to se prokazalo i
v preklinickych a v klinickych testech [64-65]. Pak ovSem pfiSlo prevratné pozndni tymu
profesora Andersona, ktery podal dikazy, Ze vbunkdch mnohodetného myelomu
bortezomib pfispiva k fosforylaci I-kBa a tim k aktivaci NF-kB drahy, nikoli k jeji inhibici [66].
Jak tedy bortezomib presné zabiji rakovinné buriky, je stale nejasné.

Dosavadni vysledky: Jak uz bylo fe¢eno, bortezomib se nyni pouziva jako Iék prvni volby pro
|é¢bu mnohocetného myelomu [36] a lymfomu plastovych bunék [37]. Testovani léku vsak
stale probiha a vychazi nespocet ¢lankl o jeho uUcincich. Kromé mnohocetného myelomu a
lymfomu plastovych bunék prokazal bortezomib signifikantni aktivitu i v nasledujicich typech
rakoviny: lymfom koznich T-bunék [67], MALT Iymfom [68], Waldenstromova
makroglobulinemie [68]. Pfi preklinickych studiich v pevnych nadorech bortezomib vykazal
vysokou aktivitu, ta se bohuzel neprokdazala pfti klinickych testech [70]. Jednim z moznych
vysvétleni tohoto jevu je to, Ze bortezomib je relativné velkd molekula a méa problém se
k burikdm tumoru dostat vlaseénicemi vyzivujicimi nador, to je také mozna pficina toho, pro¢
si tak dobte vedl v testech in vitro, ale nasledné selhal v testech in vivo ¢i v nékteré z fazi
klinickych testld. Je moiné, Ze jiné typy inhibitord proteazomu budou vykazovat lepsi
vysledky v pevnych nadorech neZ bortezomib [71]. Dalsim ddvodem, pro¢ hledat nové
inhibitory proteazomu je pak ten, Ze prestoze mda bortezomib slibné vysledky, ma radu
zavaznych vedlejsich ucink( (prokazano ve vice nez 1 pacientovy z deseti) [72]: periferni
neuropatie [73], trombocytopenie, anemie, padsovy opar, gastrointestinalni potize. Dalsimi
potizemi pak jsou [74]: sniZeny tlak, srdecni potize (potvrzeny pfipad selhani srdce vlivem

bortezomibu [75]), onemocnéni jater a plicni problémy.
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Nemalobunecny karcinom plic a bortezomib: Bortezomib neni schvalenym |ékem pro
nemalobunécny karcinom plic, protoZe studie, které probéhly, ukazaly zanedbatelnou
aktivitu bortezomibu. [76]

Preklinickd studie: V preklinickych studiich dosahoval bortezomib vynikajicich vysledk(. A

indukoval smrt rakovinnych bunék hned nékolika mechanismy [77-79].

Klinické studie: V prvni fazi vykazal bortezomib nejlepsi vysledky v kombinaci s gemcitabinem

a karboplatinou, této kombinaci nevykazoval zasadni toxicitu a nékolik u nékolika pacient(
byla pozorovana pozitivni reakce na terapii [80-82]. V druhé fazi se prokazalo, Ze bortezomib
projevuje urcitou aktivitu u pacientd s nemalobunéénym karcinomem plic samostatny, jeho
efektivita vSak byla vys$i v kombinaci doxetacelem [82]. Nicméné tyto vysledky nebyly

presvédcivé, a tak nebylo spusténa zadna lll. faze klinickych testd [83].

3.3 Disulfiram

Historie: V 19. stoleti byl disulfiram uzivdn pro zpracovani gumy, o jeho mozném pouziti
jako léku proti alkoholismu zadal poprvé uvazovat E. E. Williams, kdyz si vSiml, Ze délnici
vystaveni disulfiramu maji po poziti alkoholu nepfijemné stavy, coZz v nich vyvolalo az
nedobrovolnou abstinenci [84]. Po poziti alkoholu vyvold disulfiram nepfijemné pocity,
protoze inhibuje aldehyd dehydrogendzu, nasledkem toho neni pfi metabolismu alkoholu
acetaldehyd prfeveden na acetat a hromadi se v téle, vysledkem je snizeni krevniho tlaku,
zvySeni tepu, zarudnuti obliceje a bolesti hlavy [84-85]. DalsSim dlivodem pro schvaleni
disulfiram jako léku proti alkoholismu bylo to, Ze ani pfi dlouhodobém uzZivani nevykazuje
zavazné vedlejsi ucinky [86]. V roce 1951 schvalila FDA disulfiram pod nazvem Antabus jako
averzni terapii pro lé¢bu zavislosti na alkoholu, dalSimi zavislostmi, kde se nyni pouZiva
antabus jako podp(irnd latka je zdvislost na kokainu a gamblerstvi [87], ovSem tyto zdvislost
nemaji nic spoleéného a metabolismem alkoholu, to znamend, Ze antabus musi v téle
ovliviovat i jiné fyziologické pochody, nez odbourdvani alkoholu.

Prvnim zminka o moZném pouziti antabusu v |écbé rakoviny se objevila v ¢lanku z roku
1977 [88], ten popisuje pfipad Zeny, kterd byla v roce 1956, ve svych 35 letech operovana
kvali agresivni rakoviné prsu. O tfi roky pozdéji se u ni vyskytly metastaze v patefi, Zebrech a
panvi. Od roku 1961 se tato pacientka lécila antabusem ze zavislosti na alkoholu a doslo u ni
k vymizeni vSech metastdzi. Ani za deset let nedoslo k recesi, zemrela v roce 1971 padem

z okna v dasledku opilosti, ovsem bez pfiznakd rakoviny.
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Na prelomu osmdesatych a devadesatych let se uvaZovalo o pouziti metabolitu
disulfiramu-ditiokarbu pod nazvem immuthiol jako Iéku proti AIDS, byl dokonce Uspésné
pouzit v klinickych testech [87], ovsem dalsi vyzkum tyto vysledky nepotvrdil a od testl bylo
upusténo. MoZnym vysvétlenim tohoto neulspéchu je nedostatek meédi ve stravé
testovanych [90].

Ve stejné dobé byl ditiokarb pouzZit jako adjuvant vdruhé fazi klinickych testl proti
rakoviné prsu [91]. Tohoto testu se zuc&astnilo 64 Zen, polovina z nich dostavala ditiokarb
sodny a druhd polovina placebo. Vysledky byly pfiznivé: za Sest let Zilo 81% Zen, kterym byl
podavan ditiocarb, zatimco ve skupiné berouci placebo Zilo pouze 55% Zen. Nicméné i pres
tyto slibné vysledky byl vyzkum opustén, protoZe predpoklad, Ze tato Uspésnost je ddna
blahodarnym ucinkem ditiocarbu na imunitu, se ukdzal mylnym [92].

Pozoruhodny ucinek antabusu v boji proti rakoviné, zejména kdyz vytvofi komplexy s kovy,
dokazuje také pokus, pfi kterém byl nevylécitelné nemocné Zené s metastazi melanomu
v jatrech kazdy den podavan disulfiram spolecné s glukondtem zinecnatym. Vysledky byly
ohromujici, po tfech mésicich matastaze zmizela a pacientka mohla opustit nemocnici.
Nutné dodat, Ze tato Zena, i po 53 meésicich, kdy brala kazdy den davku disulfiramu s
glukonatem zinecnatym, Zila v dobré zdravotni kondici a bez vedlejSich ucinkl terapie [93].
Disulfiram asi plisobi hned nékolika mechanismy:

Disulfiram a rezistence na lécbu rakoviny: P-glykoproteiny (P-gp) vyuZivaji ATP, aby
transportovaly cytotoxické latky z bunky, vzhledem ktomu Ze mezi tyto latky patfi i
chemoterapeutika, jsou i ony pomoci P-gp zburikky pumpovany ven. Proto je pfi
chemoterapii Zddouci zastavit proces maturace P-gp a predejit tak vzniku rezistence [94-95].
V roce 2000 bylo in-vitro dokdzano, ze metabolity disulfiramu inhibuji aktivitu ATPaz a tim
inhibuji P-gp, tato inhibice ma pfimy vliv na zvySeni citlivosti buriiky k Vinblastinu a
Colchicilinu. Vzhledem k tomu, Ze na rozdil od dnes pouZivaného Cyklosporinu A, disulfiram
nema zavaznéjsi vedlejsi ¢inky, je idedlnim adeptem na adjuvant béhem chemoterapie, pro
zvyseni citlivosti buriky na Ié¢bu a pfedchazeni vzniku rezistence [96].

Disulfiram a angiogeneze: Sifeni rakoviny a zvét$ovani nadoru je vétdinou podminén
vyvojem cév zasobici tumor Zivinami — angiogenezi. Na zakladé duikazu, Ze disulfiram
v C6 gliomu a Lewisové karcinomu plic inhibuje angiogenzi a zpomaluje rlst tumoru [97],
byly v bfeznu 2006 spustény klinické testy vlzraeli a Némecku [98]. V téchto testech

disulfiram vystupuje jako adjuvant pro Ié¢bu pokrocilého nemalobunécéného karcinomu plic
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cisplatinou, tento experiment byl ukoncen v prosinci 2009, nicméné vysledky jesté nejsou k
dispozici. V jiné studii z devadesatého roku [99], se vSak ukazuje, Ze kombinace cisplatiny s
disulfiramem nepfinasi pacientovi Zzadnou ulevu a nema ochrannou funkci proti poSkozeni
ledvin, ba pravé naopak muze indukovat vznik jinych toxicit. DUvodem tohoto selhani je
nejspire reakce cisplatiny s disulfiramem [100].

Disulfiram in-vitro inhibuje MMP (matrix metalloproteinas), konkrétné MMP-2 a MMP-9
[101], coz ma v dusledku anitiangiogenni ucinky in-vivo a to bez projev( toxicity [102].
Disulfiram, kromé toho, Ze inhibuje MMP-2, MMP-9, také snizuje hladinu TNF-a (tumor
necrosis factor - a) a VEGF (vascular endothelian growth factor), coz jsou latky podporujici
angiogenezi [103].

Antabus a E3 ligazy: E3 ligdzy jsou nezbytnou soucdsti UPS systému, mnohé z téchto ligaz
pak maji tzv. RING-fingers doménu, obsahujici zinek. Odstranénim zinku z této struktury je
mozné narusit funkci téchto E3 ligdz a zastavit tak degradaci tumorsupresorovych proteint
jako p53 a p27 [104]. Napriklad ucca 56% invazivnich rakovin prsu se exprimuje
E3 ligdza BCA2 (breast cancer associated gene 2), kterd hraje dllezitou roli
v Zivotaschopnosti rakovinnych bunék [105]. Bylo dokazéno, ze disulfiramu je schopen
ztohoto proteinu vytrhnout zinek a inhibovat tak tento, pro rakovinu dulezity,
protein [105-106].

Antabus, proteazom a NF-kB: Jak jsme vidéli, disulfiram nepfimo interaguje s NF-kB a UPS
nevazaného disulfiramu, ktery z proteinl vytrhava kovy a tim zastavuje jejich funkci.
V predchozich pripadech disulfiram vystupoval prfedevsim jako adjuvant, oviem v pfipadé, Ze
se poda spolecné skovem (zejména s médi Ci zinkem), je pravdépodobné, Ze muzie
vystupovat jako samostatné Ié¢ivo [107]. Disulfiram a jeho metabolit ditiokarb ochotné tvofri
cheldty s kovy za vzniku komplex( a je prokazano, Ze pravé tyto komplexy ditiokarbamatu

primo inhibuji NF-kB inhibici proteazomu [108].

3 S Il
S—S\ v téle 75‘= Cu S, s\
N—(\ //C—\I — 2 \’—C\‘s S— N—C /C’u\ /C—.\I
— S S N— — S — S '8 o S—
Disulfiram Ditiokarb Komplex disulfiramu s médi

(ditiokarbamat)

Obr. 3.4: Chemicka struktura Disulfiramu, Ditiokarbu a komplexu s médi.
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Plvodni teorie z pocatku devadesatych let vysvétlujici inhibici NF-kB disulfiramem, Fikala,
Ze tato inhibice je zplsobena tim, Ze dithiokarbamaty zabranuji degradaci IkB, zamezenim
jeho fosforylace [109-110]. Nasledujici teorie tvrdila, Ze vzhledem k tomu, Ze aktivace NF-kB
je zplsobena i oxidativnim stresem, mUze byt tlumena dithiokarbamaty, které funguji jako
antioxidanty [111]. Nicméné soucasna teorie je takova, Ze hlavnim dlvodem, proc tyto
komplexy inhibuji NF-kB, je ten, Ze inhibuji proteazom [112-114].

Neddavné studie ukazaly, Zze komplexy antabusu, na rozdil od bortezomibu, nemaji vliv na
funkci 20S proteazomu, ale mohou mit vliv na 19S proteazom [115]. Pfedpoklada se, Ze tato
aktivita souvisi s Poh1/Rpn11, jednim z protein(i vika proteazomu. Poh1/Rpnll obsahuje
JAMM (JAB1/MPN/Mov34 metalloenzyme) doménu, kterd ma ve své strukture zinek, tato
podjednotka je zdsadni pro deubikvitnaci protein(, a tedy i pro Zivot buriky [116-117]. Pravé
tato Castice asi reaguje skomplexy disulfiramu s médi (ddle CuEt) a zinkem, coz
pravdépodobné zplsobuje ztratu funkce Poh1/Rpnll a tim inhibici proteazomu [107-108,
116].

komplex

Obr. 3.5: Schéma interakce 19S proteazomu s CuEt: A) normdlni 19S proteazom, B) po
interakci 19S proteazomu s CuEt se vstup do 26S proteazomu zablokuje a dojde k jeho
inhibici.

Vsechny tyto teorie spolu s dikazem, Ze CuEt je skute¢né inhibitorem proteazomu [112],
daly vzniknout klinické studii, ktera nyni probiha v Utahu. Zde se testuje efektivita antabusu
podavaného spolecné s glukondtem médnatym proti nadorlim jater [118]. Nasledné byly
spustény dalsi dvé klinické studie, jedna probiha v Kalifornii [119] a druhd v Marylandu a
Severni Karoliné [120].

Klinické testy v Utahu: Tyto testy byly zahajeny v ¢ervenci 2008, testuje se zde ucinnost
antabusu podavaného spolec¢né s glukonatem meédnatym. Obé tyto latky se podavaji casové
oddélené, aby se zamezilo negativnim vedlejSim ucinkim. Glukonat médnaty se bere réno,
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pll hodiny pfed snidani, antabus se bere s vecefi. Kromé toho, Ze tento harmonogram
zabranuje nezadoucim vedlejsim ucinkGm, také zajistuje, aby byla v dobé pofZiti antabusu
v krvi co nejvétsi koncentrace médi, ktera ochotné tvofi s antabusem ucéinny komplex. Tyto
testy se soustfeduji na primarni a sekundarni nadory v jatrech, protoze se predpoklada, ze
pravé v jatrech bude mnozstvi U¢inného komplexu nejvyssi a tudiz i efektivita bude nejlepsi.
Vysledky vSak zatim nejsou k dispozici. [118]

Problémy s financovanim: Ackoli jsou vysledky antabusu zatim velmi nadéjné, je zde
problém s financovanim klinickych testl. Malokdo chce totiz investovat do Iéku, ktery mu
pravdépodobné v budoucnu nepfinese velké zisky. Antabus je, jak bylo feceno, dlouho
pouzivanym a znamym l|ékem, je jiz patentovany a v Ceské lékarné je k dostani za cca
400 K¢ (50 tablet po 400 mg) [121], proto neni investice do jeho novych klinickych testl pro
firmy atraktivni. Abychom pochopili, jak je schvaleni Iéku obtizné a nakladné ndm poslouzi

dalsi kapitola.

4. Nez prijde nové l1é¢ivo na trh . prekiinicke

hodnocen!

Pro zlepSeni kvality lékarské péce je nezbytné neustdle
vyvijet nové postupy lé¢by. Neopomenutelné zastoupeni
vtomto procesu ma vyvoj novych |écebnych latek (Iéka).
Pro Uspéch je nutnd spoluprdce védcl, Ilékard a
dobrovolnikl a v neposledni radé také sponzor nebo
nékolik sponzorq, kteti zaplati vylohy s vyvojem a testovani

nového léku, které se mlzZe vySplhat az ke stovkam milion(

dolartd. Sponzory jsou vétSinou farmaceutické firmy, které
Obr. 4.1: schéma postupu

chtéji éCivo uvést na trh a vydélat na ném, proto jsou ceny AR
vyvoje léku

novych 1ékl relativné vysoké a napf. Ié¢ba rakoviny je
neuvéfitelné drahda. Cely proces uvedeni na trhu je slozZity a déje se tak v nékolika krocich
(viz. nize), které se musi fidit pfisnymi pravidly pro vyvoj a testovani novych |é¢ebnych latek.
Preklinické hodnoceni: Hlavnim cilem téchto testl je zjistit co nejvice informaci o |éCebné
latce pred tim, neZ je podana ¢lovéku. Existuje nékolik zpisobU preklinického hodnoceni:
In vitro: aplikovani latky na tkanové kultury, nasledné se pozoruje napf. umrtnost bunék,

reaktivnost latky...
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In vivo: latka se vpravi do zvirete, které bylo zbaveno vlastni imunity a poté je nakaZzeno
nemoci, o niz nam jde. Pozorujeme celkovy zdravotni stav nakazeného zvifete (u nador(
treba to, zda se nador zmensil, zvétsi nebo zlstal stejné velikosti). Tyto pokusy jsou nezbytné
pfed poddnim ptipravku ¢lovéku.

In silico: jedna se o zkoumani fyzikalnich, chemickych a farmaceutickych vlastnosti Ié¢ebné
latky pomoci pocitacdovych modelld. Tento zplsob se teprve v zacatcich, hlavni vizi do
budoucna je vytvoreni kompletniho softwaru, ktery by byl schopen na zakladé zadanych
parametrd predpovédét vlastnosti zkoumané latky (kinetika, dynamika latky, adsorpce,
penetrace...), tyto simulace by nasledné umoznily vyvinout novy ptipravek rychleji a
levnéji. [128]

Vsechny tyto testy maji vyhodnotit benefit a riziko spojené s podanim léku ¢&lovéku.
Hodnoti se naptiklad tyto aspekty: vztah ddvka-ucinek, toxicita, jak cilena tak vedlejsi, dale
teratogenni, mutagenni, kancerogenni a imunotoxicky ucinek na organismus. Jestlize se u
testované latky shledd, 7e benefit prevazuje rizika, pak je moZno porddat SUKL (v Ceské
republice) o povoleni zahdjeni vlastniho klinické hodnoceni a prvni podani latky
Clovéku. [122, 124, 126-127]

[Trr 1685y 7 (rraliins ot pacieniz Obr. 4.2: Vliv Iécby na kvalitu Zivota pacienta: Krivka

vylééeni

uprostfed ukazuje nemocného, ktery neni nijak lé¢en a

vhodné zvolené

iécba onemocnéni u néj probihd prirozené. Vhodnym zvolenim

nosmalni prabéh

onemocaéni lécby miuzZeme bud dosdhnout kompletniho vyléceni, nebo

Spatnéyolanaiecha pozvednutim  kvality  Zivota, napriklad potlacenim

symptom( onemocnéni, prodlouZeni Zivota atd. Naopak

nevhodné zvolenou lécbou se kvalita Zivota zhorsi a muZe dojit i k predcasné smrti.[129]

Klinické hodnoceni: Hlavnim cilem téchto testu je zjistit plsobeni [éCivé latky na clovéka,
ma nékolik fazi. Tyto testy se provadéji vétsSinou v zatizenich, kde je dobrovolnik po celou
dobu pokusu pod pfisnym lékarskym dohledem.

Faze I: Prvni podani Iéku Clovéku. Této studie se vétSinou Ucastni zdravi nebo nevylécitelné
nemocni (testovani cytostatik). Testuje se jen mala skupina dobrovolnikd (cca 20-100 lidi).
Hlavnim cilem téchto pokusl je zjistit vliv 1é¢ebné latky na lidsky organismus. Sleduje se
tolerance na pripravek, farmakokinetika a farmakodynamika Iéku. Dalsim cilem téchto test(

je zjistit optimalni davku, dobrovolnikiim se nejdfive poda jen zlomek odhadované konecné
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davky a nasledné se davka zvysuje. Zjistuje se také, ktery zplsob podani je nejvhodnéjsi
(tablety, do krve, do svalu...).

Faze |l: Zvana také “Pilot trial”. Hlavnim cilem je zjistit ucinek a bezpecnost latky u
nemocnych. Uéastni se ji vét$i skupina dobrovolnikd (cca 30-200). V této fazi se hleda
vétSinou ukdze, Ze latka nepracuje, jak se planovalo, nebo vykaZe toxicitu.

Faze lll: Klinicky kontrolovany pokus. U¢astni se ho mnoho dobrovolniké (300-10000) a
mUzZe se provadét i v nékolika zafizenich najednou. Hlavnim cilem je zjistit, jak je novy lék
ucinny ve srovnani sdosud uZivanym |ékem. Dobrovolnici jsou nahodné rozdéleni
(randomizovani) do dvou skupin, prvni se poddva testovana latka druhé skupiné placebo.
Objektivnost zajistuje mimo jiné i to, Ze dobrovolnik nevi, zda bere testovanou latku nebo
placebo. Jestlize 1ék projde vSemi fazemi testovani, je moiné jej predloZit k registraci.
V Ceské republice je moiné 1ék registrovat bud u SUKL (Statni Ustav pro kontrolu 1é¢iv) nebo
u EMEA (Evropska lékova agentura).

Registrace: V tomto kroku SUKL nebo EMEA hodnoti ve$kerou dokumentaci pofizenou na
zakladé I.-1ll. faze klinického hodnoceni. Vysledkem je zavére¢na zprava s prislusSnym
rozhodnutim. Povoleni Iéku udé&luje SUKL na pét let, poté si musi vyrobce za?adat o
prodlouZeni tohoto povoleni. SUKL v CR priimérné posuzuje 300 lékél roéné. V CR se pfi
schvalovani éCiva postupuje podle legislativy EU. [125]

IV. faze: “Postmarketingovd faze“. Sleduje bezpecnost léku z dlouhodobého hlediska.
Sleduji se kontradikce s jinymi léky Ci s potravinami, vliv [éku na rGizné skupiny lidi (déti, stari
lidé, téhotné Zeny...). Hlavnim cilem téchto pozorovani je konec¢né doplnéni informaci o
indikaci, kontradikci a davkovani. Pokud se zjisti, Ze latka vykazuje vedlejsi ucinky, o kterych
se pred tim nevédélo, mize byt stazena z trhu. [122-123, 126-127]

Zavér: Nez je nové léCivo uvedeno na trh musi projit mnoha testy a zkouskami. Jedna se o
komplikovany proces, na némz se podili mnoho védcu, lékart a dobrovolnikd. Nesmime také
zapominat, Ze nezZ se lék dostane k uZivateli, zabere to roky zkoumani a znaéné mnozstvi

penéz a i pak muze byt pripravek z trhu stazen pro dfive nedekovany vedlejsi Gcinek.
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Obr. 4.3: Schema délky vyvoje nového léku: Casové udaje jsou pouze ilustrativni, vyvoj
léku maZe trvat i mnohem déle.

4.1 Neziskova léciva

Za poslednich 10 azZ 15 let bylo do vyvoje jednoho |éCiva primeérné investovano mezi péti
sty miliony a dvémi biliony USD [130,131], coZ neni zanedbatelna ¢astka, nicméné prestoze
se investice do vyvoje neustale zvysuji, pocet nové schvalenych Iéciv se nezvySuje, ba naopak
od roku 1990 poklesl [130]. Tento fenomém je jasnym dikazem toho, Ze momentdlni systém
vyvoje a schvalovani IéCiv je znacné neefektivni a potfebuje zménu. Jednim z navrhovanych
reseni je nové poufiti jiz existujicich léka [131].

Hlavni vyhodou tohoto pfistupu je snizeni naklad(. Existujici 1ék jiz proSel testy
bezpecnosti a toxicity a proto muze prejit rovnou do Il. faze klinickych test(, takto muize cely
proces schvaleni léku zlevnit az 0 40% [132].

Jiz dnes je zndmo nékolik lécCiv, které diky tomuto pfistupu vyuzivaji pro lécbu
rakoviny [133]. Arzenik, plivodné uzZivany pro IéCbu syfilis se dnes ve formé trioxidu uziva pro
[é€bu promyelocytarni leukémie [134], jako terapie této nemoci se také vyuziva Tretonion,
puvodné urcen pro lécbu tézkého akné [135]. Thaladomid, vyvinut pro IéCbu rannich
nevolnosti béhem téhotenstvi, ktery byl ndsledné stazen z trhu kvili teratogennim Gcinkdm,
se dnes pouzivam pro IéEbu mmj. mnohocetného myelomu [136]. VSechny tyto objevy jsou
dlkazem toho, Ze nové vyuZiti zndmych lékl neni cesta Spatnym smérem.

Nicméné tento pristup s sebou nese i zasadni problém. Prestoze by se takto ndklady na
schvaleni nového uziti stavajiciho |éku vyrazné redukovaly, stale se za klinické testy musi
platit a farmaceutické firmy a laboratofe vlastné nemaji didvod do tohoto testovani
investovat, protoze na rozdil od UpIné nového léku, nemohou na stary lék ziskat patent a
nemohou na ném zbohatnout [130].

A pravé z tohoto dlvodu vznikaji organizace jako je Global Cures, ktera ziskava penize od
vlad a neziskovych organizaci na rozjeti klinickych test( lék(, do kterych by jinak nikdo
neinvestoval [137].

Dalsi cestou, jako nové uzivat zndmé léky je takzvany off-label use (mimoznackové
pouziti), to znamena, predepisovani znamych 1éka kjinym ucellm, neZ na které byly
vyvinuty. Tento pfistup je volen hlavné ve dvou pripadech: 1. pokud jsou presvédcivé
védecké ci klinické dlikazy, Ze by mohl pacientovi pomoci, ackoli jesté neni oficidlné schvalen
a za 2. u vzacnych nemoci, u kterych je velmi obtiZzné spustit klinickou studii, kvili nedostatku
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pacientl. Zejména v onkologii by byl tento pfistup velmi uZiteCny, protoZe existuje
neprebermé mnozstvi typl rakovin a jedna latka vétSinou muze IéCit vétsi pocet z nich [138].
Tento pfistu se v nékterych zemich nachdzi v $edé z6né zékona, v nékterych, jako v CR je
zakazan.

Pro oba tyto pfistupy jsou vSak nutné informace, proto se uvazuje o novém konceptu
postmarketingové faze. Dnes se v ni ovéruji jen negativni vedlejsi ucinky, ovSsem vize pro
budoucnost je zménit pfistup tak, aby se zjistovaly i vedlejsi Gcinky pozitivni. Na internetu je
jiz dnes v provozu nékolik internetovych server(, kde je mozno se ziskat informace o nemoci
a lécbé, podélit se svymi zkuSenostmi, popfipadé ziskat kontakt s podobné postizenymi
lidmi, tento pfistup zajistuje aktivni pfistup pacientl a jejich rodin a mlZe mit pozitivni
dopad pti hledani novych vyuziti starych Iékd. [130]

Nunost zménu stavajiciho systému schvalovani leciv vytyCil i ve svém ¢lanku i Séf FDA

F. Colins [139].

5. Prakticka cast
Cil prace: Cilem prace je stanovit, zda ma komplex disulfiramu s médi signifikantni aktivitu

proti bunécéné linii A549 odvozené od nemalobunécného karcinomu plic. Metodou pouZzitou

pro tento Ucel byl test toxicity tzv. MTT assay.

5.1 Material a vybaveni laboratore:
Biologicky material: bunécna linie odvozena od nemalobunécéného karcinomu plic A549.
Vybaveni laboratore:

Pfistroje a zafizeni: autokldv PS20A Chirana, Ceskd republika; box skiifiovy mrazici (-80) SAN

Sanyo, Japonsko; centrifuga spectrafuge 5415R eppendorf; centrifuga 5810R eppendorf;
centrifuga Mini Labnet International, USA; centrifuga MR22i Jouan, USA; Inkubator
Contherm, Novy zeland; lednice Calex, Ceska republika; mikroskop T2 103411 Olympus, CR;

kahan; laminarni box SafeFASTTop, faster, Italie; napétovy zdroj Enduro 300V , Labnet, USA;
pipeta multi-kandlova (30-300 uM), biohit Proline plus; pipetovaci nastavec SWIFTPET+
(Pipeta floubox), PZ HTL S.A.; pfistroj na vyrobu deionizované vody, Aqua osmotic, Ceskd
republika; sada pipet (0,1-2,5 uM, 0,5-10 uM, 2-20 uM, 10-100 uM, 50-200 uM, 100-1000

M) Eppendorf; spektrofotometr Tecan, Svycarsko;
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tfepacka Reax top Heindolpoh, Némecko; vahy AFP 210L, USA; vahy Kern ABS 80-4 ,
Némecko; vodni lazer vodni lazef LCB 11(330 x270x380) LabTech, Ceska republika; vyrobnik
ledu F100 Compact, CR.

Plasty: centrifugacni zkumavky, konické 50ml (Orange Scientific); centrifugacni zkumavky,
konické 15ml (Orange Scientific); epTIPS 0,1 - 10 u I, 2 x 500 $picek (Eppendorf); epTIPS 2 -
200 u 1, 2 x 500 Spicek (Eppendorf); epTIPS 50 - 1 000 |, 2 x 500 Spicek (Eppendorf); expell
200 ul (Spicky nesterilni bez filtru); expell 10 ul (Spicky nesterilni bez filtru); kultivaéni
desticky 96 jamkové (Orange Scientific); kultivacni desticky 24 jamkové (Orange Scientific);
kultivaéni desti¢ky 6 jamkové (Orange Scientific); kultivaéni ldhev 25 cm?, filter cap (Orange
Scientific); kultivaéni ldhev 75 cm?, filter cap (Orange Scientific); kultivaéni lahev
150 cm? filter cap (Orange Scientific); kultivaéni miska 100mm, PS (Orange Scientific);
mikrozkumavky 0,5ml (Tubes for vyou); mikrozkumavky 1,5ml (Tubes for you);
mikrozkumavky 2 ml (Tubes for you); Pipette Tip, 1000 ,Type A Gelloading (bioplastic);
stfikacka plastova z PP pro jednordzové poutziti 2ml (Chirana).

Chemidlie _a roztoky: Amoniak-vodny roztok 25%,10001-25A, Lach:Ner; Bortezomib,

Millenium Pharmaceuticals; Cis-platina 479306-1G Sigma-Aldrich; CuCl2, 307483-100G
Sigma-Aldrich; Diethydithiokarbamat sodny trihydrat, 22,868-0 Sigma-Aldrich; Etanol 65%;
Fetal Bovine Serum; Komplex diethyldithiokarbamdatu Cu(EtDTC)2, Mgr. Boris Cvek Ph.D.;
L-glutamin G63921-VL Sigma-Aldrich; MTT roztok: 3 mg MTT/ml PBS; MTT rozpoustéci
roztok: DMSO/ 1% NH3; Penicilin streptomycin (100x) P11-010 PAA5%; PBS 1x (pH 7,4) NaCl
4g, KCl 0,1g, Na2HPO4x12 H20 1,605g, KH2P0O4 0,01g; RPMI-1640 Medium; With sodium
bicarbonate, without L-glutamine, liquid, sterile-filtered, cell culture tested, R0883-
6X500ML, Sigma-Aldrich; Triton-X 100, 37240, Serva; Trypanovd modf, T6146-256, Sigma-
Aldrich; Trypsin-EDTA solution; 0.25%, 2.5 g porcine trypsin and 0.2 g EDTA . 4Na per liter of
Hanks' Balanced Salt Solution with phenol red, sterile-filtered, cell culture tested, T4049-
500ML Sigma-Aldrich; Zmrazovaci médium: FBS/DMSO (9:1); Zasobni roztok bortezomibu 3,5
mM (w/v) DMSO; Zasobni roztok Cu(EtDTC)2 v DMSO (20 mM) - z dlvodu nizké stability

komplexu byl roztok ptipravovan vidy pred zacatkem experimentu.

5.2 Metody:
Pfi praci s bunénymi linie je nutné dbat nékolika zasad, abychom linie neposkodili ci

nenakazili néjakou bakterialni, plisnovou ¢i houbovou infekci. Linie vzdy uchovavame ve

24



Zuzana Maceckova

sterilnich podminkdach a pracujeme s ni mi jen ve sterilnim laminarnim boxu. Rovnéz roztoky,
které s liniemi prihazeji do styku musi byt sterilni — to je zajisténo autokldvovanim. Abychom
linie neposkodili je vidy pfed praci nutné ohrat médium a PBS 1x na fyziologickou teplotu cca
37°C.

Prace s bunécnymi liniemi:

RozmraZzeni_bunécné linie: Rozmrazeni bunék provadime, kdyz chceme zadit pracovat

s buriami dlouhodobé uschovanymi v mrazicim boxu pfi -80°C. Pfed samotnym rozmrazenim
je nejdrive nutné ohtat si médium na cca 37°C ve vodni |azni. Buriky vyjmeme z mrazaku a
preneseme je na pracovni plochu. Poté si vlijeme 10 ml ohfatého média do flakonky a
pipetou preneseme 1 ml tohoto média do kryozkumavky a nasavanim a vyposténim média
z pipety postupné bufiky rozmrazujeme a prenasime do kultivaéni lahve (25 cm?). Postup
opakujeme dokud nejsou vSechny buriky rozmrazeny. Poté premistime kultivacni lahev do
inkubdtoru (5% CO,, 37°C) a nechdme inkubovat po 24 hodin — poté vyménime médium.

PasaZovani bunécné linie: PasaZzovani bunék slouzi k predchazeni prerosteni linie v kultivacni

[ahvi. Pfed samotnym pasdaZovanim vidy posoudime stav kolonie pomoci inverzniho
mikroskopu, pokud usoudime, Ze konfluenece bunék dosahla zhruba 90%, pasazujeme.
Buriky byly vétSinou pasazovany cca 3x tydné (co 2-3 dny). Nejfive z kultivacénich lahvi
odsajeme staré kultivaéni médium, pridame pfiblizné 6 ml PBS 1x a povrch na kterém rostou
buriky oplachneme, PBS 1x nasledné odsajeme. Poté pipetujeme 1 ml trypsinu (v pfipadé, ze
pracujeme v kultivaéni 1dhvi 75 cm?, v pfipadé, Zze pracujeme s jinym typem ldhve, objem
trypsinu a ndsledné pouzité objemy nalezité upravime). Po pridani trypsinu ldhev vloZime do
inkubatoru s prednastavenymi 37°C a nechame trypsin pfiblizné dvé minuty pusobit.
Nasledné lahev vyndame z inkubatoru, pod mikroskopen zkontrolujeme miru trypsinizace,
pokud je dostateéna, lahev nékolikrat proklepneme, aby buriky sjely ze stény a pfidame 9 ml
média pro zneutralizovani trypsinu a rozsuspendujeme. Pfiblizné 8 ml suspenze preneseme
do pfedem pripravena zkumavky pro dalsi praci s buikami. Ke zbytku priddme kultivaéni
médium a umistime do inkubatoru. Kvuli nebezpeci kontaminace je nutné ménit lahev vidy
cca po tfech pasazich.

Pocitani bunék: Pocitani bunék je nezbytné pro zjisténi mnoZstvi bunék v suspenzi. Z

pfipravené suspenze z predchoziho kroku si odebereme 10 pl a vloZzime do mikrozkumavky.
Pridame 90 ul trypanové modfi a promichame. Z takto pfipravené suspenze odpipetujeme

10 pl do burkeho komdurky, prikryjeme krycim sklickem a vloZzime pod mikroskop. Buriky
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pocitdme v ndhodné vybranych ¢vercich ohrani¢enych dvémi ¢arami. Konecny pocet v ml
ziskame tak, ze soucet poct bunék ze Etverct vydélame deseti a nasledné vynasobime 10°.

Zamrazeni bunék: Metoda zamrazovani je vyhodnd, pokud chceme bunky dlouhodobé

uchovat a nepracovat s nimi. Bunky pfipravené ze ve zkumavce z pastovani stofime pfi
1500 rpm po téi minuty. Buriky nam prisednou ke sténé zkumavky a my odsajeme médium.
Nasledné prfiddame roztok FBS/DMSO (9:1). Bunky timto roztokem co nejrychleji
rozsuspendujeme a vpipetujeme do kryoskumavek. Co nejrychleji umistime do mraziciho
boxu a uchovavame pfi -80°C.

Testy toxicity - MTT assay:

Princip metody: Pfed samotnym testem se bunky nechaji inkubovat se zkoumanou latkou,

ktera je rozpusSténa vsérovém médiu. Kazda z koncentraci zkoumané latky musi byt
v tripletu a musi byt pouzita pozitivni (Cisté médium) a negativni (triton) kontrola.

U MTT testll se vychazi zpredpokladu, Ze Zivé bunky maji funkéni mitochondrialni
dehydrogenazy, zatimco mrtvé ¢i poskozené buriky nikoli. Tyto dehydrogenazy jsou schopné
redukovat methyltetrazoliové soli, které maji v oxidovaném stavu Zlutou barvu, zatimco ve
stavu redukovaném tmaveé fialovou. Plati tady pfima uméra: ¢im vétsi pocet Zivotaschopnych
bunék, tim vice funkénich mitochondrialnich dehydrogenaz a tim vétsi mnoiZstvi fialového
produktu, ten mozno detekovat spektrofotometrickymi metodami.

MTT ndm tedy umozZni stanovit zménu poctu bunék inkubovanych ve zkoumané latce
vzhledem ke kontrole. Hlavni vyhodou tohoto testu je jeho jednoduchost, rychlost a financni
nenarocnost, nevyhodou pak je, Ze nemlzeme urcit pfesnou pfi¢inu smrti bunék a navic pfi
opakovani mizZe nastat pomérné vysoka chyba méreni.

Provedeni: Pfed samotnym provedeni si nejdfive spocitdme bunky a zfedime si je v suspenzi
tak, aby pocet bunék byl priblizné 25000 bunék/ 200 pl. Pfiravéme si 96 jemkovou desku a
spocitame si, kolik jamek budeme potiebovat: musime pocitat stim, Ze kazdou latku
budeme testovat v nékolika koncentracich a v tripletu, dale se musime pfipravit jamky pro
negativni a pozitivni kontrolu — rovnéz v tripletu. Nasledné do jamek nepipetujeme 200 pul
predem pfipravené suspenze a nechame v inkubatoru inkubovat 24 hodin pfi 37°C aby se
nam bunécné kolonie rozlostly. Po uplynuti této doby skontrolujeme rovnomeérnost vysevu
bunék mikroskopem. Pokud jsou dna jamek rovnomérné porostlé bunkami pfistoupime
k dalsimu kroku. Odsajeme staré médium a nepipetujeme noveé pfipravené — se zkoumanou

latkou. Kromé roztok( testovanych latek nezapomene jesté pridat pozitivni kontrolu — Cisté
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médium, nagativni kontrolu (140 pl média + 60 ul 20% tritonu) a kontrolu pro vliv
rozpoustédla (médium + rozpoustédlo ve stejné koncentraci jako ve vzorcich). Desticku si
nasledné prehledné popiSeme a opét vloZzime do inkubatoru a inkubojeme po dobu zvolenou
v ndvrhu experimentu. Po uplynuti této doby desticku vyjmeme, médium vyklepneme a
kazdou jamku promyjeme 100 ! PBS 1x. Nasledné pridame MTT
roztok - MTT: medium =1:9. A nechdme inkubovat 40-60 min vinkubdtoru pfi 37°C.
Nadledné desti¢cku vytahneme, vyklepneme a do jamek nepipetujeme 100 pl rozpoustéciho
roztoku DMSO + NHs;. Mél by nam vzniknout fialovy produkt. Nakonec absorbanci
jednotlivych jamek zmérime spektrofotometru pfi vinové délce 570 nm a vysledné namérené

hodnoty prepocitame na viabilitu bunék v jednotlivych jamnach.

5.3 Vysledky

5.3.1: aktivita CuEt pri 24 hodinové inkubaci

Cil experimentu: Dokdazat, zda komplex CuEt vykazuje vyssi toxicitu vici bunécné linii
odvozené od nemalobunééného karcinomu plic A549 neZ jeho jednotlivé slozky — méd' a
dithiodiethykarbamat. Zarovén také porovnat jeho toxicitu s toxicitou jiného inhibitoru
proteazomu — bortezomibu.
Pouzité latky:

1. CuCl, — koncentrce 900 uM, 800 uM, 600 uM a 400 uM.

2. Dithiodiethykarbamat sodny - koncentrce 200 uM, 100 uM, 50 uM a 10 uM.

3. CukEt - koncentrce 10 uM, 5 uM, 2,5 uM a 1 pM.

4. Bortezomib - koncentrce 1 uM, 0,1 uM, 0,01 uM a 0,001 pM.
Vysledky: V tabulce 5.1 jsou uvedeny viability pfi jednotlivych koncentracich roztokd,
pramérna IC50 a smérodatna odchylka. Z vysledkl je patrné, Ze nejvyssi toxicitu vykazuje
bortezomib a to 1,07 uM, IC50 komplexu CuEt pak bylo asi desetindsobné wvyssi a to
10,87 uM, jednotlivé ¢asti komplexu pak mély toxicitu vyrazné nizsi - dithiodiethykarbamat
sodny 357,2 uM, nicméné této hodnoty neni mozné realné dostdhnout, kvlli rozpustnosti
této latky — z toho plyne, Ze dithiodiethykarbamat sodny je prakticky netoxicky. Nejvyssi IC50
mél pak CuCl, a to 787,03 uM. Grafické srovnani téchto hodnot pak mizZeme vidét v grafech
Poté, co jsme stanovili IC50 u vSech latek jsme pouZili Sestijamkovou kultivacni desku a

nechali bunky inkubovat po 24 hodin pfi 37°C pfi IC50 jednotlivych latek (kromé
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dithiodiethykarbamatu sodného, jehoZ IC50 nelze vroztoku dosdahnout) a nasledné

mikroskopem pozorovali morfologické zmény bunék v porovnani s kontrolou viz. tabulka 5.2.

Na prvni pohled je patrné, Ze hustota bunék pfi koncentracich IC50 je pfiblizné poloviéni nez

u kontroly, coZz je pochopitelné, ddle miieme vidét, Ze nejvétSich morfologickych zmén

doznaly buriky kultivované s Cukt. Je mozné zahlédnout apoptické vacky a celkovou zménu

morfologie bunék. U CuCl; a bortezomibu nebyly zmény morfologie aZ tak vyrazné.

Tab. 5.1: Vysledky 24 hodinové inkubace bunék A549 s CuCl, dithiodiethykarbamdtem

sodnym, CuEt a bortezomibem — viability pfi jednotlivych koncentracich, primérné IC50 a

smérodatnd odchylka.

Viabilita (%) | Viabilita (%) Viabilita (%)
900 25,8 37,4 35,9
800 30,9 50,1 43,5
600 45,2 59,9 43,1
400 79 77,3 100 Primér IC50 Smérodatna odchylka
IC50 729,6 908,4 723,1 787,03 105,16

Dithiodiethykarbama

t sodny

c (uM) | Viabilita (%) | Viabilita (%) Viabilita (%)
Experiment 1 | Experiment 2 Experiment 3
200 70,6 74,3 64,7
100 83,9 87,6 93
50 100,1 91,3 93
10 105,6 96 92,5 | Primér IC50 Smérodatna odchylka
IC50 285,59 437,7 348,3 *

CuEt

¢ (uM)

Viabilita (%)

Experiment 1

Viabilita (%)

Experiment 2

Viabilita (%)

Experiment 3

* |C50 > 200 — neni jej mozné dosahnout kvili rozpustnosti dithiodiethykarbamatu sodného.

10 50,9 50,3 53,9
5 47,7 83,2 57,7
2,5 60,2 88,9 88
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74,6 109,3 100 | Primeér IC50 Smérodatna odchylka

13,82 9,28 9,5 10,87 2,56

Bortezomib

100 72,5 86,6 | Primér IC50 Smérodatna odchylka

1,1209 1,009 1,092 1,07 0,06

o o Graf. 5.2: Srovndni IC50 CuEt a
Graf. 5.1: Srovndni IC50 CuCl, a CuEt po 24 hodindch:

bortezomibu po 24 hodindch:

Srovnani IC50 CuCl, a CuEt po 24 hodinach Srovnani IC50 CuEt a
bortezomibu po 24
hodinéach
1000 16
900
800 14
700 12 -|-
600
1

500 0
400 8
300 = IC50

6 m IC50
200
100 4

O T L 1
2
CuClI2 CuEt
o ]
CuEt Bortezomib
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Tab. 5.2: srovndni morfologie bunék linie A549 pfi IC50 jednotlivych ldtek:

CuCl, CuEt Bortezomib Kontrola

Zvétseni

20x

CuCl, CuEt Bortezomib Kontrola

Zvétseni

40x

5.3.1: aktivita CuEt pri 48 hodinové inkubaci

Cil experimentu: Ovéfit si, zda vzhledem k morfologickym zménam bunék pfi IC50 CukEt
z pfedchoziho experimentu, neklesne toto IC50 pfi delsi inkubaci bunék s CuEt, pro srovnani
jsme pouzili také bortezomib.
Pouzité latky:

1. CuEt - koncentrce 10 uM, 5 uM, 2,5 uM a 1 uM.

2. Bortezomib - koncentrce 1 uM, 0,1 uM, 0,01 uM a 0,001 pM.
Vysledky: V tabulce 5.3 jsou uvedeny viability pfi jednotlivych koncentracich roztokd,
pramérna IC50 a smérodatna odchylka. Z vysledkll je patrné, Ze vyssi toxicitu vykazuje
bortezomib a to 0,19 uM, IC50 komplexu CuEt pak bylo asi stonasobné vyssi a to 11,21 uM.
V grafu 5.3 ja pak na porovndni IC50 pfi 24 hodinové a 48 hodinové inkubaci patrné, Ze IC50

CuEt se prakticky nezménilo, zatimco IC50 bortezomibu kleslo desetkrat.
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Tab. 5.3: Vysledky 48 hodinové inkubace bunék linie A549 s CuEt a bortezomibem— viability

pri jednotlivych koncentracich, primérné IC50 a smérodatnd odchylka.

Primér IC50 Smérodatna odchylka

11,22 2,33

Bortezomib

123 140 118 | Prdmér IC50 Smérodatna odchylka

0,23 0,14 0,19 0,18 0,05

Graf 5.3: srovndni IC50 CuEt a bortezomibu po 24 a 48 hodindch inkubace.

Srovnani IC 50 po 24 a 48 hodinach

16

14

12

10

m 48 hod
m 24 hod

CuEt Bortezomib
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5.3.1: srovnani aktivyty CuEt a cisplatiny pri 24 hodinové inkubaci.

Cil experimentu: Porovnat toxicitu cisplatiny a Cukt vaci bunécéné linii A549 odvozené od
nemalobunécného karcinomu plic pfi 24 hodinové expozici.
Pouzité latky:

1. CuEt - koncentrce 10 uM, 5 uM, 2,5 uM a 1 uM - viz. 5.3.1: aktivita CuEt pfi 24

hodinové inkubaci.

2. Cisplatina - koncentrce 150 uM, 100 uM, 50 uM a 25 pM.
Vysledky: V tabulce 5.4 jsou uvedeny viability pti jednotlivych koncentracich roztokd,
pramérna IC50 a smérodatnd odchylka. Primérné IC50 cisplatiny bylo 132,6 uM, zatimco CuEt
10,87 uM. Grafické srovnani téchto hodnot pak mlizeme vidét v grafu 5.4. Je patrné, Zze CuEt
ma v bunécné linii A549 vice jak desitinasobnou aktivitu pti porovndni s cisplatinou.
Tab. 5.4: Vysledky 24 hodinové inkubace bunék linie A549 s cisplatinou— viability pri

jednotlivych koncentracich, primérné IC50 a smérodatnd odchylka.

Cisplatina

c (uM) | Viabilita (%) | Viabilita (%) Viabilita (%)
Experiment 1 | Experiment 2 Experiment 3
150 30,5 45,9 40,6
100 53,7 74,2 61,7
50 91,1 78,5 79,7
25 90,5 101,2 94,7 | Primér IC50 Smérodatna odchylka
IC50 121,1 143,6 133,2 132,6 11,3

Graf 5.4: Srovndni IC50 cisplatiny a CuEt po 24 hodindch:

IC50
200
150
100
| |C50
50
0 —
Cisplatina CuEt
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5.4 Diskuze
IC50 CuCl, je 787,03 uM, dithiodiethykarbamatu sodného 357,2 uM, CuEt 10,87 uM a
bortezomibu 1,07 uM. Z vysledku je patrné, Ze dithiodiethykarbamat sodny je netoxicky
z divodu jeho rozpustnosti, CuCl, je pak toxickych aZz pfi vysokych koncentracich — ovsem
vzhledem k tomu, Ze této koncentrace nelze v krvi dosdhnout, je netoxicky. CuEt je pak
daleko vice toxicky neZ jeho jednotlivé ¢asti (méd a dithiodiethykarbamat). Pfi porovnani
CuEt a bortezomibu ma bortezomib destkrat vyssi toxicitu, nicméné faktem zlstdva, ze
pfestozZe v in-vitro testech u nemalobunééném karcinomu plic bortezomib dosahuje skvélych
vysledk( [77-79], in vivo ¢i béhem klinickych testll v pevnych nadorech selhava [56], tento
fakt je nejspiS§ dat tim, Ze bortezomib je relativné velikd a k tomu polarni molekula a ma
problém se dostat dovnitf tumoru [71]. Naproti tomu CuEt je latka nepoldrni a snadno
pronikne do organismu - projde napfiklad i hematoencefalickou bariérou [140], proto je zde
celkem vysokd pravdépodobnost, Ze prestoZze vykazuje nizsi toxicitu vac¢i bunkam
nemalobunécéného karcinomu plic in vitro, in vivo bude situace jina.

Pfi porovnani morfologickych zmén na bunkach je patrné, Zze CuEt zpUsobuje daleko
zfetelnéjsi zmény morfologie, dokonce indukuje vznik apoptickych vackd. Proto jsme
predpokladali, Ze pfi delsi expozice CuEt se pomér IC50 bortezomibu a Cukt zméni — mysleli
jsme, Ze toxicita CuEt se pri delsSi expozici zvysi, zatimco toxicita bortezomibu zlstane
pfiblizné na stejné drovni. Nicméné opak byl pravdou. Jednim z mozZnych vysvétleni tohoto
efektu je ten, Ze vysledky puisobeni komplexu se dostavi az po néjaké dobé — viz. [93], kde se
ucinek dostavil az po tfech mésicich, zatimco ucineked bortezomibu se dostavil jiz po cca 42
dnech [36]. DalSim moznym vysvétlenim tohoto jevu pak je to, Ze CuEt se mlze rozpadat a
tim se snizuje jeho ucinnost, proto se v klinickych testech disulfiram bere kazdy den [118],
zatimco bortezomib se bere v cyklech (1 cyklus - 21 dni, |ék se bere 1, 4, 8 a 11 den, pak
nasleduje 10 dn pauzy) [36].

Cisplatina je hojné rozsifena chemoterapeutickd latka a samotnd ¢i v kombinacich s dalSimi
latkami se pouziva jako terapie nejriznéjsSich typ( rakovin, véetné nemalobunécéného
karcinou plic [19, 20]. Latky, které proti bunéénym liniim vykazuji vyssi toxicitu nez pravé
cisplatina, byvaji Casto povaZovany za moziné budouci chemoterepeutika [141]. IC50
cisplatiny proti bunécné linii A549 bylo namérena 132,6 uM, zatimco IC50 CuEt proti stejné

bunécné linii bylo pouhych 10,87 uM. To znamenend, Ze CuEt vykazuje vice jak
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desetinasobnou toxicitu oproti této bunécné linie nez cisplatina a to z tohoto komplexu ¢ini
dobrym adeptem pro dalsi testovani.

Ovsem pfi pohledu na tyto vysledky nesmime zapominat, Zze MTT testy jsou znacné
nepresné a mély by ndm slouZit pouze jako orienta¢ni ukazatele, zda latky néjakou aktivitu
vUc¢i bunkdm vykazuji ¢i nikoli. Abychom mohli o néjaké latce prohlasit, Ze je mozinou
budouci aktivni latkou v boji proti rakoviné, MTT testy nestaci, latku je potfeba podrobit

dalsim testlim, zejména na zvifatech, abych sitento predpoklad potvrdili.

5.5 Zaveér

IC50 komplexu disulfiramu (antabusu) s médi proti bunécné linii odvozené od
nemalobunécného karcinomu plic A549 bylo namérena 10,87 uM. IC50 CuCl, bylo naméreno
787,03 uM a IC50 dithiodiethykarbamatu sodného 357,2 uM. Timto méfenim jsme si
potvrdili plvodni predpoklad, Ze CuEt vykazuje daleko vyssi toxicitu nez jeho jednotlivé ¢asti
(méd a dithiodiethykarbamat). IC50 komplexu disulfiramu (antabusu) s médi bylo také
mnohonasobné vyssi nez IC50 cisplatiny proti stejné linii. To spolu se skute€nosti, Ze antabus
v kombinaci s médi za vzniku CuEt nevykazu prakticky Zadné zavazné vedlejsi ucinly, z néj
déla zajimavou latku pro dalsi testovani a mozné budouci chemoterapeutikum pro [é¢bu

nemalobunéc¢ného karcinomu plic.
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