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Souhrn 

Osteosarkom je závaţné rakovinné onemocnění postihující především děti a mladistvé. 

Kaţdý rok zaznamenají lékaři více neţ 2 miliony nových případů osteosarkomu. Léčba 

této choroby je ve srovnání s minulostí poměrně efektivní, nicméně u metastatického 

osteosarkomu, kterým trpí kaţdý pátý pacient, je šance na přeţití pouze 60 %. K léčbě se 

pouţívají vysoké dávky agresivních chemoterapeutik v kombinaci s chirurgickými 

zákroky, které mohou zahrnovat i amputaci postiţených končetin. Vědci se proto snaţí 

nalézt nová, efektivní a zároveň šetrná léčiva. Vhodným cílem takových léčiv se zdá být 

proteazom, neboť jeho inhibice je pro rakovinné buňky letální. V současnosti se v klinické 

praxi inhibitory proteazomu (bortezomib a carfilzomib) vyuţívají pouze k léčbě krevních 

nádorů, protoţe proti solidním tumorům nebyly efektivní. Jako inhibitor proteazomu byl 

identifikován také diethyldithiokarbamátový komplex s mědí, který vzniká reakcí 

měďnatého iontu s metabolity starého léčiva antabusu, u nějţ byla uţ dříve zaznamenána 

biologická aktivita proti solidním tumorům in vivo. Experimentálně bylo prověřeno, ţe 

diethyldithiokarbamátový komplex s mědí je vůči buněčné linii odvozené od osteosarkomu 

vysoce toxický s hodnotou IC50 = 1,3 µmol/l. Silná in vitro toxicita vůči buňkám 

osteosarkomu, pravděpodobná schopnost potlačovat pevné tumory in vivo a zanedbatelné 

vedlejší účinky naznačují, ţe by antabus v kombinaci s mědí mohl být vhodným 

přípravkem pro léčbu osteosarkomu. Antabus má navíc potenciál stát se tzv. neziskovým 

lékem, protoţe se jedná o levný přípravek, na nějţ se jiţ nevztahují patentová práva, 

a sejmout tak ze zdravotnických systémů nesmírnou finanční zátěţ, kterou léčba rakoviny 

představuje. Právě díky velmi nízkým nákladům antabusu, a tedy jeho neziskovosti, 

nebude ţádná z farmaceutických firem do takovéto ztrátové investice vkládat peníze. 

Z tohoto důvodu je třeba zaplatit jeho klinické testy z veřejných zdrojů, o coţ se snaţí 

např. Bostonská společnost GlobalCures, se kterou naše laboratoř spolupracuje. 

  



Summary 
 
Osteosarcoma is a serious cancer prevalent among children and young people. There are 

more than 2 millions of newly diagnosed osteosarcomas per year globally. Compared to 

the past, the treatment of osteosarcoma is rather successful, yet every fifth patient suffers 

with the metastatic form of osteosarcoma with a chance to survive about 60 %. High doses 

of aggressive chemotherapeutic agents and surgery, which might involve even 

dismemberment of the affected limb, are used. Hence, researchers are trying to develop 

new, more effective and safer drugs. The suitable target for new anticancer drugs is 

proteasome, which is essential for the cancer cell viability. Proteasome inhibitors 

(bortezomib, carfilzomib) are used for the treatment clinically used for treatment of 

multiple myeloma, but are ineffective in solid tumors. The diethyldithiocarbamate complex 

with copper has been identified as a proteasome inhibitor. The complex is a product of the 

reaction of the copper (II) ion and diethyldithiocarbamate, the metabolite of the old drug 

antabuse (disulfiram), which shows intriguing biological activity against solid tumors in 

vivo. It has been determined that diethyldithiocarbamate-copper complex is highly toxic for 

the U-2 OS cell line derived from an osteosarcoma patient with the IC50 = 1,3 µmol/l. 

Strong in vitro toxicity against osteosarcoma cells, the potential ability to suppress solid 

tumours in vivo, and low level of adjacent effects suggest antabuse with copper could 

become the potent agent in the osteosarcoma therapy. Because its patent laws have been 

expired, antabuse is generic, i.e. very inexpensive drug. Thus, antabuse has been proposed 

to become pilot case of so-called non-profit drugs which could take off the enormous 

financial burden of the cancer treatment from the healthcare systems. Problem is that 

pharmaceutic industry won‟t invest into clinical trials of drugs which can‟t produce any 

profit. Thus, clinical trials of antabuse should be paid from the public resources, what is the 

intention of Boston-based GlobalCures, nonprofit organization we are collaborating with. 
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1 ÚVOD 

Osteosarkom představuje velmi agresivní nádor vznikající transformací osteoblastů, který 

se objevuje především u dětí a mladistvých. Tomuto typu rakoviny podlehl i přes 

maximální úsilí lékařů např. slavný běţec Terry Fox, šampion v boxu Daniel Jacobs, či 

reţisér a spisovatel Cameron Duncan. Nebezpečí osteosarkomu není dáno pouze rychlou 

proliferací transformovaných buněk, ale také častou tvorbou metastází a odolností tumoru 

vůči léčbě. Standardní léčba zahrnuje neoadjuvantní chemoterapii, adjuvantní chemoterapii 

a chirurgický zákrok. Současná medicína udělala v léčbě osteosarkomu obrovský pokrok, 

razantně zvýšila šance pacientů na přeţití a omezila nutnost amputací postiţených 

končetin, na kterých se tumor nejčastěji vyskytuje. Problémem však zůstávají metastáze, 

které chemoterapie nemusí vţdy zničit a jejich chirurgické odstranění není moţné. 

K zahubení nádorových buněk je nutné podávat pacientům vysoké dávky agresivních 

toxických chemoterapeutik, které závaţně poškozují zdraví převáţně mladých lidí 

a komplikují jim ţivot. Vědci se proto stále intenzivněji zaměřují na hledání nových léků 

proti osteosarkomu. Náklady na výzkum protirakovinných léčiv nesmírným tempem 

vzrůstají, nicméně počet nových léků stagnuje na velmi nízkém a zcela nedostatečném 

mnoţství. Bylo vyvinuto několik strategií, jak získávat léčiva efektivněji, mezi něţ se řadí 

tzv. drug repurposing – hledání nových vyuţití pro stará léčiva. Staré léky, které by mohly 

mít protirakovinný efekt, zahrnují například přípravek pouţívaný k averzní léčbě 

alkoholismu – antabus (disulfiram). Komplexy disulfiramu s mědí pravděpodobně inhibují 

činnost proteazomu, coţ vede k apoptotické smrti rakovinných buněk, vyznačujících se 

mnohem vyšší citlivostí k inhibici proteazomu neţ buňky zdravé. Inhibitory proteazomu se 

jiţ v léčbě onkologických onemocnění pouţívají, přičemţ příkladem můţe být látka 

bortezomib (velcade). Pokud by se prokázala schopnost disulfiramu s mědí účinně 

usmrcovat transformované osteoblasty in vivo, mohl by se stát v léčbě osteosarkomu velmi 

účinnou látkou s téměř utopickými vlastnostmi – tedy preparátem vysoce toxickým vůči 

rakovinným buňkám, majícím minimálními vedlejšími účinky a zároveň velmi nízkou 

cenu. Cílem této bakalářské práce je pomocí MTT testu stanovit toxicitu disulfiramu 

s mědí vůči buněčné linii U-2 OS, rozebrat jeho mechanismus účinku a terapeutický 

potenciál v léčbě osteosarkomu. Má bakalářská práce zároveň představuje podklad pro 

práci diplomovou, jejíţ experimentální část proběhne na Barbara Ann Karmanos Cancer 

Institute v Detroitu, a to díky pozvání tamějšího prof. Doua. 
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2 LITERÁRNÍ PŘEHLED 

2.1 OSTEOSARKOM 

Mohlo by se zdát, ţe osteosarkom není příliš běţným či podstatným onkologickým 

onemocněním, protoţe tvoří pouze 0,001 % všech rakovin, coţ v USA činí asi 16 000 

diagnostikovaných případů osteosarkomu ročně; globálně pak toto procento tvoří kaţdým 

rokem 2,1 milionu nově diagnostikovaných osteosarkomů. Nicméně je nutné se tomuto 

onemocnění náleţitě věnovat, neboť se jedná o velmi agresivní formu rakoviny, jejíţ léčba 

je obtíţná a často způsobuje následné zdravotní komplikace, nebo dokonce trvalé 

poškození pacientova zdraví. [1] Osteosarkom představuje nejčastější primární maligní 

nádor kostí, vyskytující se především u dětí (15 % všech dětských rakovin) a mezi 

šedesátým a sedmdesátým rokem ţivota. [2] Zároveň se jedná o nádor s druhou nejhorší 

prognózou a druhou nejvyšší úmrtností ze všech rakovin vůbec. Nebezpečnost tohoto 

nádorového onemocnění je dána zejména jeho odolností, rychlostí proliferace a častou 

tvorbou metastází. [3] 

 

2.1.1 Nález, diagnóza a vývoj osteosarkomu 

Osteosarkom patří mezi maligní solidní nádory kostí a je produkován osteoblasty. [1] 

Maligní mezenchymální neoplazmy jsou sloţeny z neoplastických buněk. Z těchto 

maligních neoplazem postupně vzniká osteoid, který pak způsobuje vytvoření samotného 

osteosarkomu. [2] Nejčastěji se vyskytuje na dlouhých kostech, a sice v distální části 

stehenní kosti, proximální části kosti holenní a proximální části kosti paţní. Nádor svůj 

růst začíná intramedulárně, postupně prorůstá k povrchu kosti, aţ nakonec penetruje 

kortex. Jakmile tumor prostoupí ven z kosti, dojde ke stlačení okolního svalstva 

a vytvoření pseudokapsulární vrstvy, tzv. reaktivní zóny, [3] která na radiových snímcích 

připomíná krajkovou strukturu. [2] 

 

Prvním symptomem, který signalizuje přítomnost osteosarkomu, je bolest 

v inkriminovaném místě. Nejprve se jedná o slabší, popřípadě noční bolesti, které postupně 

přejdou v bolesti velmi úporné a intenzivní. V současné době známe velké mnoţství 

diagnostických metod, zahrnujících různá radiologická vyšetření (CT – computed 

tomography), angiografii a mnoho dalších. Nejvýznamnější a nejspolehlivější 

diagnostickou metodou je biopsie [1]. Biopsie se musí provádět velmi opatrně a odborně, 
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neboť její nepřesné provedení nebo zanedbání můţe pro pacienta znamenat mnoho 

komplikací, například návrat tumoru, tvorbu metastází či horší prognózu. [2] 

2.1.2 Etiologie 

Ne všechny příčiny a spouštěcí mechanismy osteosarkomu jsou přesně prozkoumány 

a potvrzeny, nicméně ohledně jeho vzniku existuje několik hypotéz. Jednou z nich je jisté 

spojení mezi zvýšeným růstem pacienta a výskytem osteosarkomu. Osteosarkom se totiţ 

u adolescentů a dětí vyskytuje v místech, kde kosti rostou nejvíce (distální část stehenní 

kosti, proximální část holenní kosti a proximální část kosti paţní). [4] Rychle se dělící 

buňky rostoucí kosti pravděpodobně vykazují vyšší náchylnost k nekontrolovanému 

bujení; [5] navíc byla zjištěna pozitivní kolerace mezi výškou pacientů, kteří jsou většinou 

vyšší neţ jejich vrstevníci, a výskytem osteosarkomu femuru, [4] která nemá obdoby ani 

u jiných nádorů kostí, ani u starších pacientů. [3] Hypotézu potvrzuje také publikace 

A. Longhio a kol., uveřejněná v roce 2005, podle které se u dívek nádory nejčastěji 

objevují v průměru kolem dvanáctého roku ţivota a u chlapců aţ po dosaţení čtrnácti let, 

a to z toho důvodu, ţe dívky vyspívají dříve neţ chlapci. [6] 

 

Dlouhodobá (10 aţ 20 let) expozice ionizujícímu záření, způsobující osteosarkom 

u starších lidí, je zatím jedinou naprosto potvrzenou a zdokumentovanou příčinou vzniku 

tohoto onemocnění. Takto vzniklé osteosarkomy však nejsou příliš obvyklé, neboť jejich 

zastoupení činí pouhé 2 %. [3] Mohou se však objevit jako následek léčby jiného typu 

rakoviny ozařováním, a to jak u dětí, tak u dospělých. Riziko vzniku osteosarkomu po 

podstoupení radioterapie se zde oproti normální, zdravé populaci navyšuje aţ devětkrát. 

[7-8] 

 

Osteosarkom je spojen s přítomností genetických aberací, které se mohou fenotypově 

projevovat jako Li-Fraumeniho nebo Rothmund-Thomsonův syndrom. U některých 

pacientů s diagnostikovaným osteosarkomem byly detekovány chromozomové mutace, 

např. zmnoţení 1. chromozomu, ztráta 9., 10., 13. a 17. chromozomu a abnormality v 11., 

19. a 20. chromozomu. Objevují se také mutace RB (retinoblastomového) genu [3] 

a RECQL4 (RecQ Protein-Like 4) genu. [9] Za potenciální příčiny vzniku osteosarkomu se 

rovněţ povaţuje přítomnost c-Jun protoonkogenu [10] a P-glykoproteinu. [11] U 18-30 % 

osteosarkomů se vyskytuje mutace p53 tumor supresorového genu. [1-2] Tento gen/protein 

hraje důleţitou roli v inhibici růstu tumoru, v tvorbě metastází, angiogenezi a regulaci 

buněčného cyklu. [3] 
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2.1.3 Komplikace 

Nejčastější komplikací osteosarkomu je tvorba metastází, které se vyskytují přibliţně 

u 20 % pacientů, přičemţ v drtivé většině případů metastatického osteosarkomu dochází 

k přenosu uvolněných buněk prostřednictvím lymfatického systému. Primárně se metastáze 

objevují nejčastěji v plicích, sekundárně se pak mohou nalézat např. v kostech jako tzv. 

skip metastáze; ty se však vyskytují u méně neţ 10 % případů. [1 a 12] Vznik metastází 

značně zhoršuje prognózu a sniţuje šanci pacienta na přeţití, která se v případě plicních 

metastází v současnosti pohybuje okolo 60 %, nicméně před zavedením kombinované 

léčby chemoterapeutiky a speciálních chirurgických zákroků byla šance na přeţití 

metastatického osteosarkomu téměř nulová. Skip metastáze se vytvářejí na stejné kosti 

jako tumor, ale aţ po vyvinutí plicních metastází. Jejich přítomnost svědčí o velmi 

pokročilém stavu nemoci, kdy bývá prognóza onemocnění nejhorší a šance na uzdravení 

pacienta mizivá i v případě pouţití moderní léčby. Protoţe se tumor šíří především 

lymfatickým systémem, mohou se metastáze vzácně objevit také v lymfatických uzlinách. 

[1 a 3] 

 

Mezi významné komplikace osteosarkomu patří také lokální návrat tumoru, jehoţ četnost 

závisí na zvoleném typu léčby a pohybuje se od 2,8 % do 6,2 % během prvních pěti let od 

diagnózy, přičemţ platí, ţe čím je léčba intenzivnější, tím je pravděpodobnost lokálního 

návratu osteosarkomu niţší. [3] Pravděpodobnost návratu onemocnění se samozřejmě 

u agresivnějších forem osteosarkomu zvyšuje, zejména u metastatických forem. [1] 

Obecně nejvyšší riziko relapsu hrozí v období 5 aţ 10 let od diagnózy, kdy se můţe 

vyšplhat aţ na 28 %. [13] 

 

2.1.4 Léčba 

Jedinou úspěšnou léčbu v minulosti představovala včasná amputace postiţené končetiny, 

kdy se šance na přeţití v případech bez komplikací pohybovala kolem 15 %. Úspěšnější 

a efektivnější léčba osteosarkomu se začala rozvíjet aţ od 80. let 20. století, a to především 

díky kombinované terapii. Ta spočívá v podávání různých kombinací chemoterapeutik, 

která přicházejí ve dvou vlnách (neoadjuvantní a adjuvantní chemoterapie), 

a v chirurgickém zákroku, tedy resekci tumoru, popřípadě amputaci či radioterapii. 
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Můţeme pokládat za úspěch, ţe šance na přeţití osteosarkoum se v dnešní době pohybuje 

od 50 % aţ k 90 %, v závislosti na stavu pacienta, fázi onemocnění, agresivitě nádoru 

a dalších komplikacích, které mohou při léčbě nastat. [1] Při podrobnějším prozkoumání 

však zjistíme, ţe tato statistika není aţ tak pozitivní. Léčiva i zákroky jsou značně 

invazivní a poškozují zdravotní stav pacienta, a to jak akutně, tak i s trvalými následky, 

mezi které často patří vývoj dalšího typu rakoviny či selhání srdce. [14] Zanedbatelné 

nejsou ani s léčbou spojené sociální a psychické problémy. 

 

2.1.4.1 Amputace 

Amputace postiţené končetiny byla před rokem 1970 standardní a jedinou léčbou, která 

mohla pacientům s osteosarkomem pomoci. [3] Mezi její hlavní negativa patří poměrně 

markantní a trvalý zásah do pacientova ţivota, coţ s sebou nese sociální, finanční 

i psychické problémy. [1] Z těchto důvodů byla amputace nahrazena šetrnější chirurgickou 

metodou, tzv. limb-salvage surgery (končetinu zachovávajícím výkonem). Ačkoli 

limb-salvage surgery představuje pro pacienta šetrnější řešení, je díky potenciální 

nedostatečné resekci všech nádorových loţisek spojena s vyšší četností návratu 

onemocnění. [2] Proto amputace z operačních sálů ani v dnešní době ještě úplně 

nevymizela a v 10 aţ 15 % případů se stále pouţívá, a to zejména u pacientů trpících velmi 

agresivním druhem osteosarkomu. [1] 

 

2.1.4.2 Radioterapie 

Pokud je chirurgický zásah shledán příliš nebezpečným a sloţitým, například pro svou 

lokalizaci v oblasti obličeje či blízkém okolí páteře, odstraňuje se tumor ozařováním. [2] 

Nejedná se tedy o standardní druh léčby. Navíc je radioterapie spojována s dalšími 

zdravotními riziky, z nichţ mezi nejzávaţnější patří výskyt sekundárních malignancí, 

nedostatečné odstranění tumoru a jeho následný lokální návrat. [1] 

 

2.1.4.3 Limb-salvage surgery 

Limb-salvage surgery (končetinu zachovávající výkon) byl zaveden jiţ v 70. letech 

20. století jakoţto alternativa do té doby pouţívané amputace a v současné době je tímto 

zákrokem řešeno asi 95 % osteosarkomů. Jedná se o výkon, který musí být velmi dobře 

načasován a kterému musí předcházet řada sloţitých vyšetření, zahrnujících CT, biopsii, 
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angiografii, magnetickou rezonanci, pozitronovou tomografii a další. [1 a 12] 

Limb-salvage surgery se sestává ze tří částí. První z nich představuje resekce tumoru 

a okolní tkáně, následně dochází k rekonstrukci kosti pomocí různých implantátů, 

endoprotéz či štěpů a nakonec se postiţené místo překryje svalovinou tak, aby zůstala 

zachována motorika končetiny. [1-2] Pacienti, kteří podstoupili tuto operaci, se poměrně 

rychle vracejí k normálnímu ţivotu bez výraznějších problémů se zařazením do 

společnosti, dosaţením vzdělání, v sexuálním a partnerském ţivotě či v zaměstnání. [14] 

Nicméně bez vhodné chemoterapie by končetinu zachovávající výkon nebyl dostatečně 

efektivní léčbou. [1]  

 

2.1.4.4 Chemoterapie 

Před zavedením chemoterapie byla šance na přeţití osteosarkomu velmi malá. Lidé umírali 

nejčastěji po resekci tumoru na jeho návrat nebo na plicní metastáze. [1] Z tohoto důvodu 

došlo k zavedení chemoterapeutik, schopných zmenšovat velikost tumoru usmrcováním 

rakovinných buněk, a to včetně makroskopicky nepozorovatelných nádorových loţisek. 

Současná systémová chemoterapie efektivně potlačuje jak tumor samotný, tak jeho 

metastáze včetně skip metastází, nicméně jejím problémem zůstává nedostatek specificity 

proti rakovinným buňkám. Chemoterapie tak s sebou nese mnoho akutních i chronických 

zdravotních problémů, toxicitu vůči organismu a poškození tkání, jako je myokard či 

sliznice trávicí trubice; dále také způsobuje narušení vlasových kořínků, úbytek 

myelinových pochev a podobně. [2] Chemoterapie se nasazuje ve dvou vlnách, a to 

neoadjuvantně (před operací) a adjuvantně (po operaci). V léčbě osteosarkomu jsou nejvíce 

pouţívány tyto látky: cisplatina (CDDP), methotrexát (MTX), adriamycin (ADM), 

ifosfamid (IFOS), doxorubicin (DOX) a etoposid. Různá kombinace těchto 

chemoterapeutik pak maximalizuje terapeutický efekt. [15] 

 

Cisplatina (CDDP) je poměrně účinné léčivo, nicméně pacientům způsobuje řadu 

závaţných problémů, například ztrátu sluchu. Riziko nevratného poškození tohoto smyslu 

je v nepřímé úměře s věkem, ve kterém byl pacient cisplatině exponován. K úplné ztrátě 

sluchu dochází postupně asi u 15 aţ 20 % dětských pacientů, přičemţ celkem 40 % 

pacientů zaţívá během léčby jeho zhoršení. [16] Mezi další závaţný vedlejší účinek 

cisplatiny řadíme nefrotoxicitu, způsobenou sníţením činnosti glomerulu a následným 

poškozením tubulárních buněk. Výsledkem tohoto procesu je ztráta a následný nedostatek 

iontů. Problémy s ledvinami se vyskytují u 90 % léčených. [15] Cisplatina rovněţ 
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způsobuje dočasnou infertilitu muţů, přičemţ středně silné dávky cisplatiny vyvolávají 

neplodnost u 19 % muţů a vysoké dávky aţ u 47 %. Obnova spermatogeneze nastává 

v průběhu pěti let od dokončení léčby u 80 % muţů. [17] 

 

Doxorubicin patří mezi anthracykliny a pouţívá se k léčbě 60 % dětských rakovin. [18] 

Anthracykliny zvyšují produkci volných radikálů, které poškozují DNA, coţ můţe vést 

ke vzniku dalších nádorů. [2] Doxorubicin a ostatní anthracykliny jsou navíc kardiotoxické 

a vyvolávají tedy poškozování a usmrcování buněk srdeční svaloviny. [15] Následkem 

bývá selhání srdce, jehoţ četnost u pacientů léčených doxorubicinem stoupá osmkrát oproti 

běţné populaci. [18] 

 

Při léčbě osteosarkomu je často pouţíván methotrexát, který můţe být při dlouhodobější 

expozici nebo při administraci velkých dávek příčinou dermatitidy, mukoitidy, hepatitidy 

a myelosuprese. Neurologické problémy spojené s myelosupresí zahrnují změny osobnosti, 

proměnlivost nálad (bezdůvodný smích aţ letargie), slepotu či epilepsii. Většina z těchto 

negativních účinků není chronická a objevuje se zpravidla po druhé nebo třetí dávce. 

K metabolizaci methotrexátu dochází v ledvinách, kde působí nefrotoxicky. Poškozené 

ledviny jej nedokáţí dostatečně odbourávat a methotrexát se tak hromadí v těle pacienta, 

kde zároveň zvyšuje míru ostatních toxicit. [15] 

 

K léčbě rakoviny včetně osteosarkomu se jiţ od 70. let 20. století pouţívá ifosfamid. Jeho 

zavedení markantně zvýšilo šanci pacientů na přeţití, avšak s jeho metabolity je spojena 

velká řada toxicit. Metabolizací ifosfamidu v těle vzniká choracetaldehyd, který se 

následně usazuje v ledvinách a závaţným způsobem je poškozuje. V důsledku poškození 

pak dochází ke ztrátě elektrolytů, solí, glukózy a dalších důleţitých látek. [19] U 20 % dětí 

léčených ifosfamidem se navíc objevují změny mentality, poruchy mozkových funkcí, 

záchvaty a dysfunkce muţských i ţenských gonád. [15] 

 

Léčivo etoposid se pouţívá především v kombinačních terapiích s jinými léčivy, jejichţ 

účinnost dosahuje vysokých hodnot. Nicméně i etoposid je, stejně jako ostatní 

chemoterapeutika, spojen s řadou zdravotních problémů a toxicit, mezi které patří sníţení 

počtu bílých krvinek a následné problémy s imunitou, akutní nevolnost, zvracení, koţní 

problémy (alopecie) a neurotoxicita. [20] 
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Potlačení vedlejších účinků chemoterapeutik, popřípadě vývoj nových, šetrnějších 

a zároveň účinnějších léčiv, představuje nejvýznamnější oblast současného onkologického 

výzkumu. Farmaceutické firmy i státy věnují na tyto účely horentní finanční sumy. Mezi 

takové nově syntetizované látky patří například dexrazoxan, který je schopen inhibovat 

akutní kardiotoxicitu anthracyklinů, aniţ by sníţil jejich účinnost. Je schopen koordinačně 

vázat těţké kovy, které poškozují buňky, a vychytávat volné radikály. [15] Velmi slibnou 

strategií v této snaze se zdá být tzv. cílená léčba, která na rozdíl od klasických 

chemoterapeutik selektivně zasahuje transformované rakovinné buňky a nepoškozuje 

zdravou tkáň. Mnoho takových léčiv se jiţ dostalo do první fáze klinických testů. Jedná se 

například o inhibitory receptoru vaskulárního endotheliálního růstového faktoru VEGF 

(inhibicí blokuje angiogenezi tumoru), inhibitory NF-κB (nuclear factor κB) dráhy, která je 

nezbytná pro diferenciaci a přeţití osteoklastů, a převáţně další inhibitory buněčných 

signálních drah či monoklonální protilátky. [21] Vědci zároveň zkoumají léčbu 

osteosarkomu pomocí genové terapie. Ta spočívá ve vnesení poţadované genetické 

informace do nemocných buněk bakteriálním plazmidem nebo pomocí viru. [2] K cílené 

léčbě by mohly přispět také nanotechnologie, kde nanočástice slouţí jako nosič léčiva, 

které se z něj uvolní aţ v místě nádoru. [22] Cílenými léčivy můţeme však také nazývat 

různé skupiny látek, např. inhibitory cyklin-dependentních kináz nebo inhibitory 

proteazomu. 
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2.2 UBIKVITIN-PROTEAZOMOVÝ SYSTÉM (UPS) 

Proteazom je buněčný multiproteinový komplex velký přibliţně 2,5 MDa. Vyskytuje se 

v  eukaryotických buňkách, kde zodpovídá za degradaci proteinů, ať uţ se jedná 

o poškozené a nepotřebné polypeptidy, regulační proteiny, části signálních drah či 

transkripční faktory. V buňce se nachází v cytoplazmě, jádře, [23] endoplazmatickém 

retikulu a Golgiho aparátu. [24] Napomáhá udrţovat proteinovou homeostázu buňky, 

neboť je nedílnou součástí mnoha důleţitých buněčných procesů, jako např. aktivace 

a inaktivace signálních drah, regulace buněčného cyklu, stárnutí buňky, imunitní odpovědi 

a expozice antigenů, buněčná diferenciace i růst. [25] Poruchy a mutace proteazomu nebo 

různých částí ubikvitin-proteazomového systému vedou ke vzniku závaţných poruch, mezi 

které patří Parkinsonova choroba, atheroskleróza, Huntingtonova chroroba a další 

neurodegenerativní onemocnění či metabolické poruchy. [26-28] V buňkách se nachází 

velké mnoţství důleţitých proteinů, které proteazom v dané chvíli degradovat nesmí. Aby 

mohla buňka degradaci regulovat, musí přesně rozlišovat funkční a potřebné proteiny od 

proteinů redundantních. K této selekci slouţí v buňce relativně malé proteiny – ubikvitiny, 

kterými jsou proteiny určené k degradaci označeny. Mechanismus značení proteinů 

ubikvitinem představuje nesmírně sloţitý a komplikovaný proces, který bude popsán aţ po 

kapitole zabývající se strukturou proteazomu. Nesčetné mnoţství regulačních proteinů, 

proteinů rozpoznávajících substráty a rozsáhlá plejáda biologických funkcí a signálních 

drah, ve kterých je proteazom zapojen, činí z UPS skutečně sloţitý a komplexní buněčný 

aparát. 

 

Velmi zjednodušeně řečeno, degradace proteinu probíhá tak, ţe je protein pomocí 

specifického souboru enzymů označen několika molekulami ubikvitinu, tzv. 

polyubikvitinovým řetězcem. Takto označený protein rozpoznávají specifické 

proteazomální receptory, které iniciují proces vedoucí k rozštěpení vazby mezi 

polyubikvitinovým řetězcem a proteazomálním substrátem. Následně dojde za spotřeby 

ATP k rozvolnění struktury proteinu a jeho následnému vtaţení do proteazomu, kde 

nastává degradace daného proteinu, tedy rozštěpení této makromolekuly na krátké peptidy. 

 

2.2.1 Struktura proteazomu 

Proteazom se skládá ze dvou základních částí. Jednak z proteolyticky aktivní části, která je 

nazývána 20S proteazom nebo také CP (core particle), a části regulační – RP (regulation 
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particle). V klasickém pojetí proteazomu tvoří regulační část proteazomu 19S, ale celý 

proteazom vykazuje poměrně výraznou strukturní heterogenitu, díky které známe různé RP 

s různými funkcemi (PA28, PA200 atd.). Kompletní 26S proteazom má vlastně podobu 

jakéhosi válce (CP), který je zakončen z kaţdé strany jednou RP, i kdyţ CP a RP se 

v buňkách vyskytují také samostatně. [29] 

 

2.2.1.1 Struktura a složení 20S proteazomu (CP) 

20S tvoří katalytickou jednotku 26S proteazomu sestavenou z 28 podjednotek, 

uspořádaných do čtyř k sobě přilehlých heteroheptamerních prstenců. Ty vytváří 

katalytickou komoru, v níţ jsou proteiny degradovány. Tři katalytická centra neboli aktivní 

místa proteazomu se nacházejí na dvou vnitřních kruzích, nazývaných β-kruhy. Kaţdý 

β-kruh je sestaven ze sedmi β podjednotek, přičemţ aktivní místa se nacházejí na β1 

podjednotce (hydrolýza vazeb především na C konci aminokyselin), β2 podjednotce (štěpí 

vazbu po lyzinu a argininu) a β5 podjednotce (štěpí následující vazbu v řetězci po 

hydrofobních aminokyselinách). [30] Proteazom tedy degradované proteiny nerozkládá na 

jednotlivé aminokyseliny, ale na kratší peptidové řetězce (často oligopeptidy), které jsou 

v buňce znovu vyuţity, nebo dále štěpeny peptidázami. [31] 

 

 Na dvojici β-kruhů nasedá z kaţdé strany jeden α-kruh, tvořený sedmi α podjednotkami. 

Tyto α-kruhy mají několik funkcí. Jednak se jejich pomocí RP přichycuje k 20S, a jednak 

tvoří svými N konci uzavíratelný kanál, který umoţňuje vstup pouze těm proteinům, které 

mají být degradovány. [31] V kaţdé α podjednotce se nacházejí kapsy, do kterých jsou 

zavedeny volné C koncové řetězce nasedajících podjednotek RP. Tyto řetězce udrţují RP 

asociovanou s 20S a ovlivňují otevírání translokačního kanálu. N konce α podjednotek 

blokují vstup do katalytické komory (dovolují výstup pouze peptidům o délce sedmi 

a méně aminokyselin). C koncové řetězce, které jsou zavedeny do kapes 

v α podjednotkách, vycházejí z ATPázového kruhu 19S proteazomu (viz níţe). Hydrolýza 

ATP v ATPázách 19S iniciuje jejich konformační změny, a ty se volnými C konci 

převádějí do α podjednotek. Následná změna konformace představuje rotaci α podjednotky 

kolem glycinu 128 (Gly128), jejímţ výsledkem je odstranění volných N konců z prostoru 

katalytické komory a umoţnění vstupu proteinu. [32] ATPázové C konce v kapsách 

α podjednotek také výrazně přispívají ke stabilitě 26S proteazomu. [33] 
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2.2.1.2 Struktura RP 

2.2.1.2.1 19S proteazom (PA700) 

19S proteazom představuje multiproteinový komplex, tvořený dvěma segmenty. Prvním 

z nich je báze, která nasedá na α kruh CP; druhý segment se pak nazývá víko.  

 

Bázi tvoří 6 AAA ATPáz (Rpt1, Rpt2, Rpt3, Rpt4, Rpt5 a Rpt6) a 4 další proteiny (Rpn1, 

Rpn2, Rpn10 a Rpn13), jejichţ funkce není závislá na hydrolýze ATP. [34-35] ATPázy 

umoţňují převedení proteinu na jeho primární strukturu, otevření brány do katalytické 

komory (rotace α podjednotek) a translokaci proteinu přes kanál do katalytické komory 

CP. [36] Tyto děje jsou energeticky velmi náročné a na degradaci jednoho proteinu 

spotřebují ATPázy 300 aţ 400 molekul ATP. [37] Jednotlivé ATPázy v bázi 19S 

proteazomu mají pravděpodobně rozdílnou funkci, například Rpt2, Rpt3 a Rpt5 zřejmě 

zodpovídají za otevírání translokačního kanálu. ATPázy jsou situovány 

v takových polohách, ţe jejich rozmístění zaujímá tvar jakéhosi točitého schodiště. Toto 

uspořádání má pravděpodobně klíčový význam v posunu proteinu do katalytické komory. 

ATPázy procházejí vlivem hydrolýzy ATP jedna po druhé postupnými konformačními 

změnami a posouvají substrát do 20S proteazomu (CP). [38] 

 

Mezi největší podjednotky proteazomu řadíme ATP independentní proteiny Rpn1 a Rpn2, 

[39] které jsou uspořádány do formy α-helikálních toroidů umístěných sériově za sebou 

uvnitř ATPázového prstence. Pravděpodobně spojují místo vazby substrátu na proteazom 

s α podjednotkami CP, čímţ se podílí na translokaci substrátu. [40] Rpn1 a Rpn2 dále 

slouţí jako jakési lešení pro další proteiny – tedy místo, na které se mohou vázat. Na Rpn2 

se tak například navazuje ubikvitinový receptor Rpn13, zatímco na Rpn1 deubikvitináza 

(DUB) Ubp6. [39] Ubp6 představuje důleţitý enzym, který se podílí na recyklaci 

ubikvitinu a který má dokonce schopnost inhibovat proteazomální degradaci proteinů. [41] 

Rpn13 tvoří na C konci 3 smyčky z β skládaných listů, které nesou tzv. Pru domény 

(pleckstrin-like receptor for ubikvitin) váţící ubikvitinový Leu8, Ile44 a Val70. Na svém N 

konci Rpn13 naopak nese vazebné místo deubikvitinačního enzymu (DUB) Uch37, jehoţ 

prostřednictvím získává schopnost modifikovat (zkracovat) ubikvitinové řetězce 

a regulovat tak proces proteinové degradace. [42] Uch37 má však další významné 

regulační role, kdy kromě modifikace ubikvitinových řetězců například potlačuje degradaci 

substrátů s malými ubikvitinovými řetězci. [43-44] Rpn13 není jediným vazebným místem 
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pro ubikvitin, kterým proteazom disponuje. Na vazbě ubikvitinů se podílí také podjednotka 

Rpn10, asociovaná s proteazomem prostřednictvím proteinu Rpn2. Tento receptor 

rozpoznává ubikvitin pomocí svých dvou α helikálních ubikvitin-interagujících míst. [39] 

 

Druhou, menší část 19S proteazomu, tvořenou pouze devíti podjednotkami, představuje 

tzv. víko. Nejdůleţitější funkcí víka je pravděpodobně deubikvitinace substrátu, jenţ se pro 

správný průběh proteazomální degradace proteinů zdá být naprosto esenciální. Proteazom 

sice rozpoznává svůj substrát detekcí polyubikvitinového řetězce, ale tento řetězec musí 

být od proteinu před samotnou degradací ze sterických důvodů oddělen. Délka 

polyubikvitinového řetězce 4 ubikvitinů totiţ dosahuje přibliţně 28 Å, zatímco průměr 

katalytické komory 20S proteazomu je asi pouze 13 Å. [45] Velmi důleţitým proteinem 

víka, který tuto funkci zajišťuje, je DUB Poh1 (u kvasinek Rpn11) obsahující 

metalloenzymovou doménu JAMM. [46] S tímto poznatkem jsou konzistentní i nejnovější 

výzkumy, které ukazují, ţe se Poh1 nachází přímo nad translokačním kanálem ústícím do 

20S proteazomu, coţ zajišťuje jeho kontakt s ubikvitinovými receptory Rpn10 a Rpn13. 

[38] Velmi podstatnou součást JAMM domény představuje atom zinku. Ten na sebe váţe 

dva histidiny (His70 a His72), nacházející se na hlavním β listu Poh1, dále glutamovou 

nebo asparagovou kyselinu na druhém α helix Poh1 a současně molekulu vody, s níţ je 

spojena další glutamová kyselina (Glu25) (viz Obr. 1), která tvoří součást smyčky mezi 

prvním α helix a druhým β listem Poh1. Zinek je pro fungování aktivního místa Poh1 zcela 

zásadní. [46-48] 

Obr. 1 – Struktura JAMM domény 

 

Poh1 obsahuje celkem dva zinečnaté ionty. Mechanismus odštěpení probíhá reakcí zinku 

s molekulou vody za vzniku hydroxidového aniontu OH
-
, který nukleofilně napadá 

izopeptidovou vazbu mezi ubikvitinem a proteinem určeným k degradaci. Glutamová 

kyselina se nachází v blízkosti zinečnatého iontu a funguje zde zároveň jako donor 
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i akceptor elektronů. [48-49] Tímto mechanismem odštěpuje Poh1 ze substrátu celý 

ubikvitinový řetězec najednou. Isopeptidázová aktivita potřebná pro deubikvitinaci Poh1 

tedy závisí na zinečnatém iontu (Zn
2+

). 

 

Cysteinové DUBy, tedy ty, které nemají v aktivním místě kovový iont, ale cystein, jsou 

inhibovány vazbou ubikvitin-aldehydu, který blokuje cystein v aktivním místě a DUBy pak 

ztrácejí svou funkci – nemohou deubikvitinovat proteiny. JAMM doména Poh1 enzymu 

však k těmto inhibitorům vykazuje rezistenci, protoţe v aktivním místě neobsahuje cystein, 

se kterým by ubikvitin-aldehyd mohl interagovat. [50] Na druhou stranu je ale JAMM 

doména, respektive Poh1, inhibovatelná např. chelátory zinku TPEN (N,N, N´,N´-

tetrakis(2-pyridylmethyl)-ethylendiamin). Inhibice JAMM domény, důleţité pro 

deubikvitinaci proteinů, by zákonitě měla zablokovat celý proces ubikvitin dependentní 

degradace. [51] 

 

Deubikvitinace není jedinou funkcí, kterou Poh1 v buňce zastává. Zřejmě rovněţ 

zodpovídá za stabilitu 26S proteazomu, vznik mnohočetných rezistencí vůči léčivům nebo 

zvyšování exprese některých tyrozin kináz, které mohou podporovat proliferaci buněk 

a zhoršovat prognózu rakovinných onemocnění. Po umlčení genu pro Poh1 (RNA 

interference) vykazovaly buňky stejný fenotyp, jako buňky s inhibovaným proteazomem, 

coţ je pro rakovinnou buňku letální stav. Poh1 tedy představuje zajímavý cíl 

onkologických výzkumů. [52-53] 

 

2.2.1.2.2 PA28 (11S) 

PA28, neboli 11S, je jednou z několika regulačních částic proteazomu. Tvoří ji ATP 

independentní homoheptamerní nebo heteroheptamerní kruh, sloţený z  kombinace tří 

homologů: PA28α, PA28β a PA28γ. Funkce této regulační podjednotky souvisí zejména 

s funkcí imunitního systému, kde hraje proteazom s PA28 (někdy nazýván také jako 

imunoproteazom) nezastupitelnou roli, neboť se uplatňuje v prezentaci antigenů na 

povrchu buňky přes MHCI molekuly. [39 a 54] K vytvoření této regulační části a k jejímu 

nasednutí na 20S proteazom dochází na podnět imunitního systému, a to konkrétně 

působením INF-γ (interferon γ). INF- γ moduluje enzymatickou aktivitu 20S proteazomu 

výměnou katalyticky aktivních β podjednotek za jejich homology s pozměněnou 

hydrolytickou aktivitou, která je pro správnou funkci imunitního systému vyţadována. [55] 

Na tvorbě imunoproteazomu se podílí pouze homology PA28α a PA28β.   
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Výskyt PA28γ byl zaznamenán především v jádrech nervových buněk, kde předešlé dva 

homology naopak chybí, přičemţ jeho role v imunitním systému nebyla pozorována. 

Experimenty potvrdily, ţe PA28γ ovlivňuje regulaci buněčného cyklu a apoptózu, kterou 

pravděpodobně inhibuje – nervové buňky pak mají hladinu tohoto proteinu zvýšenou, 

protoţe jejich odumírání bez závaţných důvodů není ţádoucí. [54 a 56] Zvýšená 

koncentrace PA28γ byla navíc naměřena v některých nádorových buňkách. [57] Funkce 

PA28γ spočívá pravděpodobně v ubikvitin independentní degradaci proteinů, včetně 

regulátorů buněčného cyklu. [58] 

 

2.2.1.2.3 PA200 

Tato RP se uplatňuje především při buněčné reakci vůči stresu a má úlohu v procesech 

opravy poškozené DNA. Jedná se o poměrně velký multiproteinový komplex (200 kDa), 

který selektivně a ATP independentně zprostředkovává hydrolýzu některých polypeptidů. 

[59] 

 

2.2.1.3 Člunkové faktory proteazomu 

Člunkové faktory představují volné cytoplazmatické proteiny, které fungují jako receptory 

ubikvitinu. Přestoţe nepatří mezi stálé součásti protezomu, jsou pro jeho správnou funkci 

potřebné. Jedná se o proteiny Rad23, Dsk2 a Ddi1. Člunkové faktory na svém C konci 

obsahují UBA doménu (ubiquitin associated domain), tvořenou třemi α helixy, díky které 

váţí molekuly ubikvitinu. Na N konci člunkových faktorů se naopak nachází UBL doména 

(Ubiquitin-Like Domain), prostřednictvím které tyto faktory, někdy také nazývány 

UBA/UBL proteiny, interagují s proteazomem (přes Rpn1, Rpn10 a Rpn13). Další 

domény, které se u člunkových faktorů vyskytují, zajišťují jejich vyšší selektivitu 

a specificitu a rovněţ slouţí jako regulační signály. [39] Součástí proteinu Rad23 je LRR 

doména (leucin-rich-repeat domain), která interaguje s Rpn proteiny. Člunkové faktory, 

jakoţto substechiometrické části proteazomu (nemusí být přítomny v kaţdém proteazomu), 

zastávají funkci dopravy ubikvitinem označených proteinů k degradaci. [60] Podle jistých 

teorií se váţí na konkrétní ubikvitin ještě před jeho připojením na substrát, a to přes vazbu 

s jeho specifickou ligázou. UBA/UBL proteiny tak mají důleţitou regulační funkci. 

V cytoplazmě se mohou spojovat s dalšími proteiny (např. s volným Rpn10), a tyto 
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komplexy, stejně jako třeba nadměrná exprese Rad23, stabilizují polyubikvitinový řetězec, 

čímţ inhibují proteazomální degradaci proteinů. [61] 

 

Obr. 2 – Struktura a uskupení 26S proteazomu 

 

2.2.2 Ubikvitinace proteinů 

Od objevu proteazomu stále zůstává nejasné, jakým způsobem dokáţe tato struktura 

rozpoznat proteiny určené k degradaci od těch, které být degradovány nemají. Přestoţe 

došlo k četným objevům a k částečnému objasnění mechanismu této specificity, podstata 

a původní příčiny specifické degradace proteinů zůstávají stále z velké části neznámé. Jistě 

však víme, ţe proteazom rozpoznává ubikvitinové řetězce, kterými jsou proteiny určené 

k degradaci označeny, svými receptory Rpn10 a Rpn13. [62] 

 

Protein ubikvitin byl objeven v roce 1975 skupinou vědců pod vedením doktora 

Goldsteina. Jedná se o poměrně malou molekulu, obsahující pouze 76 aminokyselin, která 

je lokalizována prakticky ve všech buněčných organelách napříč všemi organismy. 

Ubikvitin má velmi konzervativní strukturu [63] a jeho úloha v buňce se podobá funkci 

fosfátu. Jakoţto součást mnoha signálních drah zastupuje ubikvitin navíc prostřednictvím 

kovalentní vazby s proteiny roli značky a buněčného signálu. Ubikvitinace proteinů 

ovlivňuje například buněčný cyklus, proces opravy DNA, translokaci molekul přes 

membrány a mnohé další. [31 a 64] V procesu proteazomální degradace zastupují 

důleţitou roli především polyubikvitinované řetězce o minimální délce 4 ubikvitinů. 
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Ubikvitiny se na sebe nejčastěji navazují přes Lys48 předchozího ubikvitinu. Byla však 

potvrzena existence i dalších typů řetězců (např. připojení ubikvitinů přes Lys63) 

s různými funkcemi, délkou a prostorovým uspořádáním. Kaţdý typ řetězce můţe 

představovat jiný signál, třeba jiţ zmíněnou degradaci, ale také jadernou translokaci a další 

buněčné funkce. Ubikvitinový systém je navíc nesmírně dynamický, takţe se tyto signály 

mohou neustále měnit, upravovat a přetvářet, často v závislosti na kontextu buněčné 

situace a vnitřních i vnějších podmínkách. [65] Mezi důleţité předpoklady funkčnosti 

ubikvitinace patří specificita vazby ubikvitinu na proteiny, jeho vazba do správného místa 

a v dostatečném mnoţství pro daný signál či funkci. To zajišťují specializované enzymy, 

které nazýváme E1, E2, E3 a E4 ligázy. [31, 44, 62, 63] 

 

Prvním krokem ubikvitinace je aktivace C konce ubikvitinu ubikvitin aktivačním enzymem 

E1. V aktivním místě E1 enzymu se nachází cystein, mezi jehoţ postranním řetězcem 

a C koncem ubikvitinu vzniká za hydrolýzy ATP thioesterová vazba, čímţ je ubikvitin 

aktivován. Následně dochází k přenosu aktivovaného ubikvitinu pomocí transthiolace na 

cystein ubikvitin konjugačního enzymu E2, který se u člověka vyskytuje asi v 50 různých 

variantách. E2 enzymy přenášejí aktivovaný ubikvitin na substrát pomocí specifické 

E3 ligázy, která je na tento substrát navázána. Existují dvě skupiny E3 ligáz. První skupina 

obsahuje HECT (homologous to E6-associated protein C terminus) doménu. Tyto 

E3 ligázy přebírají ubikvitin z E2 enzymu na svůj vlastní cystein a v zápětí jej předávají na 

substrát. Druhou skupinu představují E3 ligázy obsahující RING (really interesting new 

gene) doménu. RING-doménové E3 ligázy váţí E2 enzymy prostřednictvím RING 

domény takovým způsobem, ţe dojde k přiblíţení ubikvitinu vázaného na cysteinu E2 

enzymu k patřičnému místu substrátu, kde má být ubikvitin navázán. Nakonec následuje 

samotný přenos ubikvitinu. [62, 65, 66] 

 

V současné době je známo asi 600 E3 ligáz. Jedná se o enzymy s vysokou substrátovou 

specificitou, zásadní pro správnou, selektivní a adekvátně regulovanou činnost 

proteazomu. [62, 65, 66] Jak jiţ bylo zmíněno, proteiny určené k degradaci jsou označeny 

polyubikvitinovým řetězcem, přičemţ ubikvitiny se v tomto řetězci spojují prostřednictvím 

izopeptidové vazby mezi lyzinem předchozího ubikvitinu (nejčastěji Lys48) 

a aktivovaným C koncem (glycin) ubikvitinu přicházejícího. RING doménové E3 na tento 

lyzin (distální lyzin jiţ navázaného ubikvitinu) přidávají ubikvitin stejným způsobem jako 

na substrát samotný, tedy přímo z E2. Podle jedné teorie zůstává E2 spojen s E3 a ostatní 
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E2 pak navazují na komplex E3-E2-substrát-ubikvitin další ubikvitiny. [67] U HECT 

doménových E3 je polyubikvitinový řetězec seskládán na cysteinu E3 ligázy, načeţ je celý 

přenesen na substrát [68]. Průběh ubikvitinace schematicky znázorňuje následující obrázek 

(Obr. 3). 

 

Obr. 3 – Schéma průběhu ubikvitinace proteinu 

 

V elongaci ubikvitinového řetězce mohou být zapojeny ještě E4 konjugační enzymy. E4 se 

uplatňují jak v degradačních, tak i v regulačních procesech. Vyznačují se totiţ schopností 

prodluţovat řetězce na monoubikvitinovaných substrátech, čímţ označují daný protein 

k degradaci, nebo inhibovat jejich signální funkci. Charakteristickým znakem E4 enzymů 

je přítomnost U-box motivu na jejich C konci. Jedná se o útvar sloţený ze 

70 aminokyselin, které jsou uspořádány do struktury podobné RING doméně. Podle jedné 

teorie nedokáţí HECT E3 ligázy ze sterických důvodů vytvořit polyubikvitin, a proto 

vyuţívají elongační aktivity E4 ligáz. Navíc je známo, ţe pro funkci většiny E4 

konjugačních enzymů je nezbytná přítomnost E1, E2 i E3 enzymů. [69] 

 

Přesto, ţe mechanismus ubikvitinace byl z části odhalen a naše poznání se v tomto odvětví 

stále dynamicky rozvíjí, zůstává nadále nepoznané, jakým způsobem specifické E3 ligázy 

rozpoznávají svůj substrát. Na proteinech, které mají být degradovány, se pravděpodobně 

vyskytuje určitý signál, který je k ubikvitinaci (resp. k degradaci) předurčuje. Takový 
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signál se nazývá degron. Jako degron můţe působit např. specifická aminokyselina na 

N konci substrátu; mnohem výrazněji degron působí v případě volného N konce proteinu, 

protoţe takový signál je pro E3 ligázu ze sterických důvodů výhodnější. Pro ţivotnost 

proteinu je rozhodující povaha jeho N konce, respektive aminokyseliny, která se na něm 

vyskytuje, a jeho celkové prostorové uspořádání. [71-72] Například jedna podjednotka 

kohezinu (Scc1) má na svém N konci arginin, jehoţ rozpoznání vede k degradaci, která 

umoţňuje následný rozestup chromozomů. Proteiny, které nemají být degradovány (např. 

nově syntetizované proteiny), mají podle této teorie na svém N konci stabilizační jednotku 

- methionin. Pokud by měl být takto chráněný protein degradován, dojde pravděpodobně 

k odštěpení methioninu a vzniku degronu. Byly zaznamenány i další typy degronů. 

Například pro degradaci cyklinů a CDK inhibitorů vzniká degron fosforylací specifických 

serinových a treoninových jednotek. Úlohu ubikvitinace určuje poloha degronu, udávající 

místo ubikvitinace, a tak částečně i typ polyubikvitinového řetězce. [73] V současnosti 

začíná být stále více patrné, ţe degron můţe mít mnohem více podob a při jeho rozpoznání 

či vzniku hraje velkou úlohu celkový stav buňky. 

 

2.2.3 Deubikvitinace 

Deubikvitinace představuje regulační proces spočívající v odstranění ubikvitinů 

a polyubikvitinových řetězců z proteinů, který zprostředkovávají enzymy nazývané 

deubikvitinázy (DUBy). V lidském organismu jich bylo doposud objeveno přibliţně 100. 

[44] Deubikvitinace není jen důleţitá pro ubikvitin-dependentní funkci proteazomu, jak jiţ 

bylo zmíněno dříve, ale také pro další buněčné děje. [73] Na proteazomu se nachází hned 

několik deubikvitináz, které ze substrátu odštěpují polyubikvitinové řetězce a ubikvitiny. 

Nejvýznamnější s proteazomem asociované DUBy jsou Poh1 (Rpn11), Uch37 a Ubp6. 

[39] Uch37 a Ubp6 pravděpodobně fungují jako jakési „časovače“ proteazomální 

degradace. Po navázání ubikvitinovaného substrátu na proteazomální ubikvitinové 

receptory začnou tyto DUBy postupně odštěpovat z polyubikvitinového řetězce jednotlivé 

molekuly ubikvitinu. Pokud Poh1 nedokáţe substrát dostatečně rychle deubikvitinovat, 

dojde vlivem Uch37 a Ubp6 ke sníţení počtu ubikvitinů a k uvolnění substrátu 

z proteazomu. Antagonistickou funkci k Uch37 a Ubp6 má s proteazomem asociovaný E4 

enzym Hul5, který je naopak schopen ubikvitinové řetězce prodluţovat a udrţovat tak 

substrát na proteazomu déle. [74] 
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Deubikvitinázy neovlivňují pouze degradaci proteinů, ale prakticky všechny děje, 

ve kterých je zahrnuta ubikvitinace. To znamená buněčný cyklus, proces opravy DNA, 

stresové reakce, endo a exocytózu a navíc umoţňují velmi důleţitou recyklaci ubikvitinu 

(odštěpený ubikvitin z jednoho proteinu můţe díky recyklaci ubikvitinovat další protein). 

Deubikvitinázy mohou být dokonce kódovány v genomech patogenů, které jejich 

prostřednictvím blokují buněčnou ubikvitinaci a ovlivňují tak stav hostitelské buňky ve 

svůj prospěch. [44, 49, 75] Deubikvitinázy jsou děleny do pěti základních proteinových 

rodin. UCH (ubiquitin C-terminal hydrolase), USP (ubiquitin-specific protease), OTU 

(ovarian tumor protease), JAMM(JAB1/MPN/Mov34 metalloenzyme) a MJD (Machado-

Joseph disease protein domain protease). [44] 

 

Kromě metalloenzymů, jejichţ činnost je závislá na Zn
2+

, a o kterých jsem se zmiňoval jiţ 

dříve, [48] mají všechny známé DUBy ve svém aktivním místě cystein. [44] Jejich aktivita 

závisí na sekvenci celkem tří aminokyselin včetně onoho cysteinu. Histidin sousedící 

s cysteinem sniţuje jeho pKa a umoţňuje mu nukleofilně reagovat s izopeptidovou vazbou 

mezi ubikvitinem a značeným proteinem. Třetí důleţitá aminokyselina aktivního místa, 

často asparagin nebo kyselina asparagová, polarizuje histidin. Přestoţe polarizace histidinu 

je pro jeho funkci důleţitá, nemusí být aminoskupina s polarizační aktivitou přítomná 

u všech DUBů. Deubikvitinace začíná odštěpením aminoskupiny lyzinu, načeţ se 

karboxylová skupina ubikvitinu kovalentně naváţe k aktivnímu cysteinu, coţ vede ke 

vzniku tzv. acylového intermediátu. Negativní náboj vznikající odtrţením amino skupiny 

vyrovnávají vodíkové donory a zbytek molekuly vody poté hydrolyzuje acylový 

intermediát, coţ vede k uvolnění ubikvitinu. [76] Proces, kterým z proteinů odstraňují 

ubikvitin deubikvitinační metalloenzymy, byl popsán výše. 

 

Aktivita deubikvitináz je v buňce komplikovaně a velmi přesně regulována, neboť 

deregulace jejich činnosti můţe představovat příčinu vzniku rakoviny, tedy zvýšenou 

hladinu onkoproteinů nebo naopak sníţenou hladinu onkosupresorových proteinů, a řady 

dalších váţných onemocnění. [1] Deubikvitinázy asociují s dalšími proteiny a stávají se tak 

součástí velkých multipodjednotkových proteinových celků. Takových proteinů známe 

téměř 800, přičemţ jejich funkce spočívá především v regulaci deubikvitinázové aktivity. 

Jedním z takových celků je např. proteazom. [73] Katalytickou aktivitu s proteazomem 

asociovaných DUBů (Poh1, Rpn1, Uch13, Ubp6) značně ovlivňuje jejich vazba na 
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proteazom a mnoţství volného ubikvitinu v cytoplazmě. Na regulaci DUBů se podílí také 

další faktory, jako je fosforylace či jejich buněčná lokalizace. [44 a 49] 

 

2.2.4 Degradace proteinů nezávislá na ubikvitinaci 

Přestoţe se proteazom účastní obrovského mnoţství dějů, signálů a procesů zahrnutých 

v ubikvitinačních drahách a ubikvitiny jsou pro jeho funkci zásadní, neznamená to, ţe by 

byly všechny funkce proteazomu na ubikvitinech a ubikvitinaci zcela závislé. Bylo 

zjištěno, ţe proteazom je schopen degradovat proteiny i bez jejich ubikvitinace. Jedná se 

především o substráty navázané na adaptorové proteiny nebo poškozené, často toxické 

polypeptidy, mezi které patří zoxidované proteiny, proteiny staré a proteiny s rozvolněnou 

strukturou. [39 a 77] 

 

Pokud se buňka nachází v oxidativním stresu, je ubikvitinace proteinů silně potlačena, 

neboť dochází ke glutathionaci aktivního místa E1 a E2 enzymů. [78] Navzdory tomu, ţe 

proteiny nemohou být ubikvitinovány, proteazomální degradace proteinů pokračuje. [79] 

Rpn10 na ubikvitinovém řetězci detekuje aminokyseliny hydrofobní povahy Leu8, Ile44 

a Val70. [80] Oxidační poškození proteinu se projevuje převáţně rozvolněním jeho 

struktury, přičemţ dojde k odhalení některých vnitřních hydrofobních částí, které můţe 

Rpn10 detekovat stejně jako hydrofobní řetězec ubikvitinu. Následně dochází k degradaci 

proteinu bez spotřeby ATP. To značí, ţe degradaci poškozených proteinů zprostředkovává 

volný 20S protreazom, který ATPázovou aktivitu zcela postrádá. [77 a 79] Proteazom se 

také pravděpodobně podílí na procesu stárnutí. Za normálních podmínek totiţ degraduje 

poškozené proteiny velmi efektivně; pokud však buňka stárne, poškozené proteiny se v ní 

hromadí, coţ by mohlo naznačovat sníţenou aktivitu proteazomu. [79 a 81] Akumulace 

toxických proteinů můţe vést také například k různým neurodegenerativním 

onemocněním, jako je Alzheimerova či Parkinsonova choroba. [82] 

 

Stárnutí proteinů doprovází mnoho projevů, většinou se však jedná o deamidace 

a izomerace aminokyselin. Pomocí CaM (calmodulin) proteinu bylo experimentálně 

potvrzeno, ţe degradace starých proteinů je ATP dependentní a účastní se jí 

pravděpodobně 26S proteazom. Aktivní místo CaM proteinu vykazuje závislost na 

aspartylech. Pokud dojde k jejich poškození, není protein schopen efektivně vázat Ca
2+

, 

coţ se projevuje jeho nestabilitou a následnou degradací. CaM proteiny s funkčním 

aktivním místem i CaM s aktivním místem nefunkčním vykazují totoţnou míru 
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ubikvitinace, nicméně v případě poškozených proteinů neschopných vázat Ca
2+

 dochází 

k podstatně vyšší intenzitě degradace. [83] K podobnému závěru došel i Benaroudi a kol. 

ve své publikaci z roku 2001, v níţ je popsána ubikvitin-independentní a ATP dependentní 

26S proteazomální degradace denaturovaného ovalbuminu, přestoţe byl ovalbumin ve 

fyziologickém stavu k degradaci imunní. [84] Proteazom tedy vykazuje schopnost 

degradovat staré, poškozené, denaturované a rozvolněné proteiny nezávisle na 

ubikvitinovém signálu, coţ mu umoţňuje rychle reagovat na změny podmínek a stresové 

situace a udrţovat tak proteinovou homeostázu buňky. 

 

2.2.5 Kompletní a částečná degradace vícepodjednotkových substrátů 

Pro kompletní degradaci vícepodjednotkového substrátu postačuje ubikvitinace pouhé 

jedné jeho podjednotky. Polyubikvitinovaná podjednotka má funkci jakéhosi pomocného 

(adaptérového) proteinu, který ostatní podjednotky dovede k proteazomu a následně zahájí 

jejich degradaci. Samotná polyubikvitinace však k iniciaci degradace nestačí, je proto 

zapotřebí ještě dalšího kontrolního signálu, tzv. iniciačního místa, tedy místa počátku 

degradace. V podstatě se jedná o rozvolněnou část proteinu, která můţe být vtaţena do 

útrob proteazomu. Ke kompletní degradaci vícepodjednotkového substrátu dochází pouze 

v případě, mají-li všechny jeho podjednotky tato iniciační místa. [85] Tohoto mechanismu 

vyuţívají např. některé papillomaviry. Jejich E7 protein se váţe na RB protein (významný 

tumorsupresor), následně je ubikvitinován, čímţ přivede k degradaci i RB protein. 

Výsledkem můţe být nádorová transformace buňky. [86] 

 

Buňka vyuţívá tohoto modelu proteazomální degradace proteinů i obráceně, pro tzv. 

částečnou degradaci. Částečná degradace není v buňce výjimečným dějem, naopak tvoří 

základ pro mnoho důleţitých signálních drah, jako je např. funkce jaderného faktoru κB – 

NF-κB, o kterém se zmíním později. Částečná degradace představuje klíč k degradaci jen 

jedné podjenotky určitého multiproteinového komplexu. Ostatní podjenotky musí mít 

nepřístupná nebo nějakým způsobem krytá iniciační místa, popřípadě vyuţívat tzv. stop 

signálů. Stop signál je vlastně velmi pevně a úzce staţená doména na polypeptidovém 

řetězci, která brání jeho degradaci. V případě NF-κB dojde pouze k degradaci inhibitoru 

κB (IκB), čímţ se na něj navázaný transkripční faktor uvolní do cytoplazmy a můţe 

podstoupit jadernou translokaci. [39 a 85] 
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2.3 SIGNÁLNÍ DRÁHA NF-κB 

NF-κB je velmi sloţitá a multifunkční signální dráha. Její aktivace, deaktivace a regulace 

přenosu signálu interferuje s ubikvitin-proteazomovým systémem a vede tak ke kontrole 

exprese celé řady genů, které jsou zapojeny např. do procesu zrání buněk, jejich 

diferenciace, vývoje organismu jako celku či apoptózy. Velkou měrou se rovněţ podílí na 

zánětlivých reakcích imunitního systému i na reakci buňky vůči stresu. [87] 

2.3.1 Struktura NF-κB 

Základní kameny této kaskády představují proteiny RelA (zvaný také p65), RelB, c-Rel, 

NF-κB1 (p50/p105) a NF-κB2 (p52/p100). Proteiny p100 a p105 fungují jako prekurzory 

funkčních proteinů p50 a p52. Pro proteiny patřící do Rel proteinové rodiny je 

charakteristický 300 aminokyselin dlouhý Rel homologní region (RHR). Tento region tvoří 

dvě domény, jednu v podobě smyček – NTD (N-terminal domain), zodpovědných za 

specifickou vazbu na DNA, a doménu CTD (C-terminal domain), prostřednictvím které se 

tvoří proteinové dimery a která se dále podílí na nespecifické vazbě na DNA. Mezi 

součásti Rel proteinů patří také transaktivační doména TAD a NLS (nuclear localization 

site) místo. Aby nedocházelo k samovolné interferenci mezi transkripčními faktory 

a DNA, jsou tyto proteiny udrţovány v neaktivní formě. Neaktivní Rel proteiny se 

vyskytují v cytoplazmě ve formě homodimerů nebo heterodimerů s navázaným 

inhibitorem, při jejichţ tvorbě se uplatňuje právě RHR. [88] 

 

Na RHR se svou ARD doménou (ankyrin repetiční doména) váţe protein IκB 

(inhibitor-κB), který stabilizuje dimery Rel proteinů a překrývá DNA vazebné místo RelA 

podjednotky, čímţ brání nasednutí transkripčního faktoru na DNA. Jsou známy celkem 

3 druhy IκB proteinů: IκBα, IκBβ a IκBε. IκB se připojuje na dimery obsahující alespoň 

jeden RelA protein, popřípadě c-Rel. Jako inhibitory transkripčních faktorů mohou slouţit 

i proteinové prekurzory p100 a p105. K aktivaci transkripčního faktoru je nezbytná 

disociace IκB z proteinového dimeru, popřípadě jeho degradace. První signál, který 

předchází degradaci, představuje fosforylace inhibitoru IκB proteinovým komplexem IKK 

(IκB kináza). Tento komplex je sloţen ze tří podjednotek, konkrétně kináz IKKα, IKKβ a 

regulační podjednotky NEMO (IKKγ). [88-89] 
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Jakoţto dráha s pleiotropním efektem zahrnuje NF-κB velké mnoţství aktivačních signálů 

a sloţitý systém regulačních molekul. NF-κB čítá dvě rozdílné dráhy, lišící se jak svým 

spouštěcím mechanismem, tak i průběhem a buněčnou odpovědí.  

2.3.1.1 Kanonická (klasická) NF-κB dráha 

Kanonická dráha NF-κB můţe být aktivována intracelulárními a extracelulárními ligandy, 

jako například cytokiny, TNF (tumor necrosis factor), IL-1 (interleukin 1), podráţděním 

TLR (Toll-like receptor) a jiných receptorů pro antigeny, bakteriálními či virálními 

lipopolysacharidy, ale rovněţ hypoxií, poškozením DNA a různými stresovými faktory. 

Kanonická NF-κB dráha hraje zásadní roli především ve správné funkci imunitního 

systému. Klíčový krok pro její správný průběh představuje aktivace IKK. IKK komplex je 

aktivován NEMO dependentní fosforylací, na níţ se podílí velké mnoţství proteinů včetně 

ubikvitinu. [90-91] Aktivovaný komplex IKK se následně za účasti transaktivační domény 

TAD naváţe na IκBα, který fosforyluje na Ser32 a Ser36. Tato fosforylace signalizuje 

zahájení polyubikvitinace IκBα prostřednictvím specifické E3 ligázy, načeţ 

se polyubikvitinovaný IκBα stává substrátem pro 26S proteazom. Následkem degradace 

inhibitoru IκBα se uvolňuje dimer Rel proteinů (p50:p65) ve své aktivní formě, ve které 

není RHR překryt ARD doménou, a translokuje se do jádra, kde můţe spustit expresi 

potřebných genů. K vazbě na specifické místo DNA (κB místo) musí alespoň jeden člen 

dimeru obsahovat TAD doménu (coţ splňují proteiny RelA a c-Rel). [91] 

 

2.3.1.2 Nonkanonická (alternativní) NF-κB dráha 

Nonkanonická dráha je specifičtější neţ dráha kanonická a ovlivňuje metabolismus kostní 

dřeně, lymfoidní organogenezi, diferenciaci buněk v epiteliární tkáni a maturaci 

dendritických buněk a T-lymfocytů. Aktivace této alternativní NF-κB dráhy probíhá 

odlišným způsobem. Je NEMO independentní, zahrnuje jiné signální molekuly, a také vede 

k uvolnění a aktivaci jiného transkripčního faktoru, konkrétně p52:RelB. Aktivace 

nonkanonické dráhy probíhá pomalu, protoţe je spojena se syntézou signálních proteinů 

de novo a zahrnuje také jejich akumulaci. Za její aktivaci zodpovídají například receptory 

CD40, lymfotoxinové β receptory a další. [91-93] 
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2.3.2 NF-κB signální dráha a rakovina 

Jedná se o velmi důleţitou dráhu, jejíţ deregulace má spojitost se vznikem závaţných 

onemocnění, coţ potvrzuje fakt, ţe je v mnoha rakovinných buňkách NF-κB konstitutivně 

aktivní. [94] Jeden z prvních náznaků zapojení NF-κB dráhy do vzniku a průběhu 

rakovinných onemocnění představuje přítomnost Rel proteinů, vykazujících homologii 

k v-Rel proteinu, jenţ je povaţován za potencionální onkoprotein ptačího 

retikuloendotheliálního viru, a také zapojení některých dalších onkoproteinů do regulace 

této signální dráhy. [95] Navíc bylo zjištěno, ţe rakovina můţe mít spojitost s chronickým 

zánětem, způsobeným právě deregulací signální dráhy NF-κB a její konstitutivní aktivitou. 

NF-κB ovlivňuje řadu důleţitých buněčných pochodů, mezi něţ patří i řízení apoptózy. 

Zda bude mít dráha proapoptotický nebo antiapoptotický efekt závisí na její přesné 

regulaci a buněčném kontextu. [96] Špatná signalizace a deregulace dráhy NF-κB můţe 

namísto ochrany buňky vést aţ k zvýšené proliferaci, produkce antiapoptotických proteinů, 

zahájení tvorby metastází, buněčné adhezi, angiogenezi a dokonce změny aerobního 

metabolismu v anaerobní. [97] 

 

Je paradoxní, ţe NF-κB vykazuje tumorsupresorovou aktivitu, a to jednak svou 

proapoptotickou funkcí a jednak interferencí se signálními drahami spojenými s p53 

proteinem. [96] Dráhu NF-κB i dráhu proteinu p53 aktivuje stres či poškození DNA. 

Indukce tvorby p53 proteinu dokonce můţe vést k IKK independentní aktivaci NF-κB 

dráhy. [98] Zahájení apoptózy vyţaduje aktivaci NF-κB, přestoţe se jedná o majoritně 

antiapoptotickou dráhu, zatímco p53 protein má proapoptotický účinek a dokáţe zastavit 

buněčný cyklus. Protein p53 zřejmě moduluje aktivitu proteinu p52, který je následně 

schopen inhibovat cyklin promotor D1. [99] Podle jedné z teorií dojde aktivací NF-κB 

dráhy p53 proteinem k vazbě komplexu aktivního transkripčního faktoru a p53 do 

vazebného místa na DNA a následné transkripční inaktivaci NF-κB dependentních genů. 

[98] NF-κB tak nefunguje proapoptoticky přímo (protoţe její aktivita je antiapoptotická), 

ale zastavuje expresi antiapoptotických produktů. [95] Rakovinné buňky navíc díky této 

dráze získávají resistenci vůči aplikovaným protirakovinným léčivům. [100] Z těchto 

informací vyplývá, ţe NF-κB je velmi sloţitý, propletený a komplikovaný systém spojený 

s obrovským mnoţstvím dalších drah, jehoţ reakce značně ovlivňuje kontext a celkové 

fyziologické podmínky buňky v komplexním měřítku. [97] 
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2.3.3 NF-κB jako cíl protinádorové léčby 

Vzhledem k funkcím NF-κB dráhy, jako je vliv na buněčný metabolismus, odolnost buňky 

proti apoptóze, indukce zánětů vedoucích aţ k rakovinnému bujení, regulace buněčného 

cyklu, podpora angiogeneze a mnoţení buněk či získávání resistence k léčivům, 

a vzhledem k přítomnosti konstitutivně aktivní dráhy v transformovaných buňkách se 

inhibitory NF-κB dráhy staly slibnou zbraní v boji proti rakovině. 

 

In vitro i in vivo experimenty potvrdily, ţe inhibice NF-κB vede k významnému zvýšení 

cytotoxicity tumorsupresiv a k zabránění vzniku rezistence vůči běţným léčivům. [100] 

V těchto experimentech se většinou prokázal i cytotoxický efekt inhibitorů NF-κB, které 

byly schopny nádorové buňky usmrtit, jako např. disulfiramové komplexy s mědí. [101] 

Hlavní uplatnění najdou tyto látky pravděpodobně spíše v kombinovaných terapiích, i kdyţ 

u jiţ zmíněných komplexů disulfiramu s mědí byla zaznamenána vysoká cytotoxická 

aktivita i bez přidání dalších látek. [102] Inhibitory NF-κB zasahují a blokují signální 

dráhu na mnoha úrovních. Můţe se jednat o inhibitory IKK, inhibitory proteazomu, který 

je zde důleţitý pro uvolnění aktivního transkripčního faktoru, nebo také inhibitory vazby 

transkripčního faktoru NF-κB na DNA. [103] V léčbě rakoviny se ukázaly jako 

nejefektivnější právě inhibitory proteazomu, protoţe jejich komplexní efekt působí na 

buňku mnohem agresivněji. [100] Není moţné brát tyto výsledky dogmaticky a je jistě 

zapotřebí dalšího zkoumání uţ jen proto, ţe inhibitor proteazomu bortezomib signální 

dráhu NF-κB navzdory veškeré teorii aktivuje. [104] Jeden z experimentů navíc ukazuje, 

ţe inhibice NF-κB rakovinné buňky nezabíjí. Luedde a jeho spolupracovníci v něm 

zkoumali, co se stane s myšmi s delecí genu pro NEMO, tedy s trvale inaktivovanou NF-

κB dráhou. Podle dřívějších teorií by tyto myši měly být rezistentní ke vzniku a rozvoji 

rakoviny, nicméně u nich naopak došlo ke spontánnímu vzniku karcinomu jater. Buňky 

s inaktivovanou NF-κB dráhou jsou totiţ náchylné k samovolné apoptóze a jejich smrt 

způsobí v játrech zánět a aktivaci reparačních mechanismů. Jaterní buňky proliferují za 

účelem opravy tkáně, ale zánět je udrţuje pod silným oxidačním stresem, coţ v těchto 

podmínkách vede ke vzniku velkého mnoţství mutací, které mohou způsobit transformaci 

buněk. [105] Zmíněný experiment ukazuje, ţe je třeba brát efekty léčiv a jejich 

mechanismus účinku skutečně v širokých souvislostech. 
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2.4 INHIBICE PROTEAZOMU 

Z výše uvedených informací vyplývá, ţe proteazom představuje nesmírně důleţitý 

buněčný aparát. Zodpovídá za degradaci starých a poškozených proteinů, nepotřebných 

proteinů a degradaci různých komponent mnoha signálních drah. Svým vlivem na tyto 

dráhy můţe ovládat buněčný cyklus, vývoj a diferenciaci buněk, produkci prozánětlivých 

a protizánětlivých látek, apoptózu, antigenní prezentaci a celkovou homeostázu buňky. 

Jeho úloha je pro ţivot zkrátka natolik nezbytná, aţ se můţe zdát, ţe jeho inhibice musí 

neodvratně skončit toxicitou a smrtí organismu. [106-107] Poruchy funkce proteazomu se 

také skutečně projevují řadou zdravotních problémů, jako jsou revmatická onemocnění, 

srdeční dysfunkce, neurodegenerativní poruchy, kachexie a mnohými dalšími. Ţádné 

narušení proteazomálních funkcí však nebylo objeveno u onkologických nemocí, coţ by 

mohlo naznačovat, ţe proteazom je pro ţivot nádorových buněk zcela nezbytný. [108] Tato 

myšlenka se také experimentálně prokázala. K usmrcení nádorových buněk stačila 

koncentrace aldehyd-peptidového inhibitoru proteazomu 340× menší neţ k usmrcení 

buněk zdravých. [109-110] Existuje hned několik teorií vysvětlujících tak vysokou 

citlivost nádorových buněk k inhibici proteazomu. Nelze se ale přiklonit pouze k jediné 

teorii, protoţe proteazom je multifunkční struktura, jejíţ inhibice zasáhne spoustu 

signálních drah a buněčných dějů. Navíc je nutné brát v potaz skutečnost, ţe mechanismy 

účinku a efekty na zasaţenou buňku se u jednotlivých inhibitorů proteazomu mohou velmi 

lišit, neboť inhibují s různou aktivitou různé proteazomální podjednotky a interferují 

s dalšími rozdílnými buněčnými proteiny. 

 

2.4.1 Antiangiogeneze 

Normální zdravé buňky přísně regulují své angiogenetické signální dráhy a udrţují je 

inaktivované. Angiogeneze je vyuţívána pouze k růstu opravě tkání, kdy při poranění 

dojde ke spuštění angiogenetických signálních drah a ke kontrolovanému růstu cév. 

V transformovaných nádorových buňkách však dochází k deregulaci těchto drah, coţ 

umoţňuje maligním buňkám vytvářet si vlastní cévní systém. Prokrvený nádor má lepší 

přístup k ţivinám a můţe se rychleji rozvíjet. Inhibice proteazomu zastavuje 

angiogenetické dráhy, a tím poškozuje nádor, zpomaluje jeho růst, můţe jej senzibilizovat 

k dalším léčivům a způsobit odumírání transformovaných buněk. [111] 
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2.4.2 Zablokování buněčného cyklu 

Rakovinné buňky se nekontrolovatelně dělí, přičemţ se tato rychlá proliferace stává jejich 

silnou stránkou i slabostí. Jinak řečeno ţivotnost rakovinných buněk závisí na rychlém 

procházení buněčným cyklem. Proteazom zodpovídá za degradaci cyklinů, která následuje 

okamţitě po přechodu z jedné fáze buněčného cyklu do druhé, a tím umoţňuje vyvíjející se 

buňce další progres. Pokud dojde k inhibici proteazomu, nenastává tato degradace 

a buněčný cyklus se zastavuje, stejně jako proliferace nádorových buněk. Zastavení 

buněčného cyklu navíc umocňuje stabilizace inhibitorů cyklin-dependentních kináz 

(CDKI), které mají rovněţ nezastupitelnou roli v negativní regulaci buněčného cyklu. 

[112-113] 

 

2.4.3 Upregulace proteinu p53 

Protein p53 je schopen indukovat apoptózu, zprostředkovat buněčnou ochranu před 

stresem různého původu, zahájit proces opravy poškozené DNA i zastavit buněčný cyklus. 

p53 podléhá autoregulaci (sniţování vlastní produkce) indukcí exprese p53 specifické E3 

ligázy (MDM2), která jej ubikvitinuje a odsuzuje tak k proteazomální degradaci, coţ vede 

k poklesu koncentrace tohoto proteinu. V rakovinných buňkách se vyskytují mutace p53 aţ 

v 50 % případů, stejně jako nadměrná exprese ligázy MDM2, která p53 potlačuje; právě 

nefunkční p53 nebo eliminace jeho funkce patří mezi časté příčiny vzniku rakoviny. [114] 

Inhibice proteazomu zastavuje MDM2 zprostředkovanou proteazomální degradaci p53 

a způsobuje jeho akumulaci. Vysoká hladina p53 má značný tumorsupresorový účinek. 

[115-116] 

 

2.4.4 Rozvrácení vnitřní homeostázy buňky 

Pro maligní, rychle proliferující buňky je charakteristická vysoká hladina proteosyntézy, 

která k tvorbě nových proteinů vyuţívá recyklovaných substrátů proteazomu. Inhibice 

proteazomu by tak měla rakovinným buňkám působit deficit stavebního materiálu pro 

syntézu nových proteinů a brzdit tak jejich proliferaci a růst. [117] Nádorové buňky 

mají navíc aberantní, mutantní metabolismus a pozměněné signálními dráhy vedoucí 

k produkci velkého mnoţství chybných, poškozených, nefunkčních, toxických 

či zoxidovaných proteinů. Vzhledem k nefunkčnímu nástroji jejich degradace tak dochází 

v buňkách k hromadění proteinového odpadu, který narušuje homeostázu buňky a můţe 
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interferovat s mnoha různými buněčnými ději a pochody. Zvýšená potřeba rakovinných 

buněk degradovat proteiny je doprovázena i zvýšenou mírou ubikvitinace a produkce 

ubikvitinu. [107] 

 

Je známo 5 skupin inhibitorů proteazomu. Jedná se o peptidové aldehydy, sulfonáty, 

epoxyketony, boronáty a β-laktany. Všechny tyto inhibitory blokují hydrolytickou aktivitu 

β5 podjednotky proteazomu vazbou na threonin v jejím aktivním místě. Různé inhibitory 

proteazomu ovlivňují buňku rozdílně a ne všechny mohou být vyuţity v medicíně. Na 

průběh inhibice proteazomu má vliv např. specificita inhibitorů proteazomu, 

reversibilita/ireversibilita vazby do aktivního místa, jejich stabilita, metabolismus 

a farmakokinetika. [118] 
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2.5 BORTEZOMIB – VELCADE 

Prvním, kdo si uvědomil, jaký potenciál by inhibitory proteazomu mohly mít, byl Julian 

Adams a kolektiv kolem něj. Přes značné nesnáze nakonec pod Adamsovým vedením 

vyvinula firma ProScript, později koupena firmou Millennium Pharmaceuticals Inc., 

inhibitor proteazomu PS-341 (bortezomib), prodávaný pod komerčním názvem Velcade. 

[119-120] Bortezomib byl testován v National Cancer Institute a dosáhl při tom 

obrovských úspěchů. Ukázalo se, ţe je in vitro velmi účinný proti mnoha nádorovým 

liniím (melanom, nádory prsu, prostaty, vaječníků apod.). [118] Účinnost bortezomibu 

a jeho dobré vlastnosti, jako je např. reversibilní inhibice proteazomu a tehdy 

předpokládaná specificita, vedly k zahájení klinických testů bortezomibu proti rozličným 

typům rakoviny. Do první fáze klinických testů vstoupil bortezomib hned dvakrát. Jednou 

proti solidním tumorům a podruhé proti krevním malignancím. 

 

2.5.1 Klinické testy 

Bortezomib byl testován na 53 pacientech se solidními tumory, konkrétně nádory ledvin, 

tlustého střeva, prostaty a několika dalšími karcinomy. Jednalo se o intravenózní aplikaci 

spolu s mannitolem rozpuštěným ve fyziologickém roztoku. Maximální dávka z důvodu 

toxicity činila 2 mg/m
2
, doporučená dávka pak 1,6 mg/m

2
. Mezi nejčastější vedlejší účinky 

patřila nevolnost, průjem, zvracení, hypotenze, hypertenze, anémie a periferní neuropatie.  

Se zvyšující se dávkou bortezomibu rostla i míra inhibice proteazomu, avšak tato inhibice 

neměla protinádorový efekt. Ţádný z pacientů nevykázal kompletní pozitivní reakci, pouze 

u dvou testovaných se objevila částečná odpověď. Bortezomib tak byl v první fázi 

klinických testů proti solidním tumorům vyhodnocen jako málo efektivní aţ neefektivní. 

[121] Nejedná se tedy ani o vhodný lék pro léčbu osteosarkomu, protoţe v klinickém testu 

na léčbu pozitivně reagoval pouze 1 z 21 pacientů s osteosarkomem. Dávky bortezomibu 

byly přitom vyšší neţ je obvyklé a vedlejší příznaky častější, zejména periferní neuropatie 

se objevila aţ u 47 % případů. Korelace mezi mnoţstvím dávky a mírou vedlejších účinků 

nebyla pozorována. [122] 

 

Přestoţe bortezomib nebyl v klinických testech proti solidním tumorům úspěšný, vykázal 

výraznou biologickou aktivitu u pacientů s nádory krve. Bortezomib tak byl povolen pro 

léčbu mnohočetného myelomu a lymfomu plášťových buněk. Rozličná účinnost byla 

detekována i u ostatních krevních malignancí, ke schválení bortezomibu jako léčiva však 
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nebyla dostatečná. Účinnost bortezomibu proti mnohočetnému myelomu popisuje zpráva 

z druhé fáze klinických testů. Provádělo se zde testování bortezomibu na 54 pacientech, 

u kterých proběhla standardní léčba neúspěšně nebo u nich došlo k návratu onemocnění. 

Pacienti byli rozděleni do dvou skupin, ve kterých byl bortezomib podáván intravenózně, 

a to v jedné skupině po 1 mg/m
2
  a v druhé po 1,3 mg/m

2
. Bortezomib byl aplikován 

čtyřikrát po dobu dvou týdnů celkem v osmi cyklech. U skupiny s aplikací 1,3 mg/m
2
 

došlo k pozitivní odezvě u 38 % pacientů. Mezi váţnější vedlejší účinky patřila 

trombocytopenie (24 % pacientů) a periferní neuropatie (9 % pacientů). [123] 

 

Jedna studie porovnávala bortezomib s jiným léčivem krevních malignancí -  

dexamethasonem. Studie proběhla na 669 pacientech s relapsem mnohočetného myelomu, 

kdy byl bortezomib podáván intravenózně v dávce 1,3 mg/m
2
 a dexamethason perorálně 

v dávce 40 mg. Reakce na bortezomib se shodovala s dříve zmíněnou studií a pozitivní 

reakce byla i zde zaznamenána u 38 % pacientů, zatímco pozitivní reakce na samotný 

dexamethason pouze u 18 % pacientů. První rok od zahájení léčby bortezomibem navíc 

přeţilo 80 % pacientů, ale v případě dexamethasonu pouze 66 %. Bortezomib se tak ukázal 

jako účinnější látka, avšak jeho efekt doprovázel častější výskyt váţnějších vedlejších 

účinků, a to v 75 % případů oproti 60 % při léčbě dexamethasonem. [124] Další studie 

prokázala nejvyšší léčebný účinek při současném podání obou látek, kdy se pozitivní 

reakce vyskytla u 50 % pacientů. [123]  

 

2.5.2 Mechanismus účinku bortezomibu 

Bortezomib inhibuje proteazom vazbou do aktivního místa β5 podjednotky 20S 

proteazomu. Atom bóru se v aktivním místě kovalentně váţe s kyslíkem na γ uhlíku 

Ser195. Zároveň dochází ke vzniku vodíkových můstků mezi Gly47, N-koncovým 

threoninem β-5 podjednotky a boronátovým karboxylem. Velká afinita bóru 

k nukleofilnímu kyslíku činí bortezomib poměrně selektivním k serinovým proteázám. 

N-koncový threonin vazbu ještě více stabilizuje, a tak zvyšuje afinitu bortezomibu 

selektivně k aktivnímu místu β5 podjednotky, respektive k serinovým proteázám 

s přítomností tohoto threoninu. Bortezomib pak logicky neinhibuje cysteinové proteázy, 

protoţe vazba bóru se sírou je velmi slabá a vznikající komplex není stabilní. [125] 

Zablokováním aktivního místa dochází k inhibici proteazomu a k následným jevům, které 

z inhibice plynou. 
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Bortezomib má na nádorové buňky, respektive buňky mnohočetného myelomu, pleiotropní 

efekt. Způsobuje apoptózu těchto buněk, sensibilizaci k ostatním léčivům, zahajuje tvorbu 

IL-6 (interleukin 6) a negativně ovlivňuje mikroprostředí nádoru. Tyto a další efekty 

pravděpodobně nejsou způsobeny pouze inhibicí proteazomu, ale rovněţ interferencemi 

s jinými molekulami, coţ je podpořeno faktem, ţe různé inhibitory proteazomu  mají na 

buňky odlišný efekt. [107] Dosud se nepodařilo protinádorovou aktivitu bortezomibu 

uspokojivě popsat a odhalit její molekulární podstatu. Výše zmíněné efekty inhibice 

proteazomu obecně platí, avšak jednotliví jedinci i jejich buňky, zejména pak 

transformované proliferující buňky rakovinné, se mohou velmi lišit. Tak můţe bortezomib 

účinkovat v různých buňkách prostřednictvím různých signálních drah, a tedy i s různou 

efektivitou. První dráha, která byla v antitumorové aktivitě bortezomibu povaţována za 

klíčovou, je NF-κB.  

 

Ukázalo se však, ţe tato dráha je velmi sloţitě regulována a její aktivace či inaktivace není 

zcela závislá na degradaci IκB. [126] Během inhibice proteazomu udrţuje tuto dráhu 

v chodu tzv. PIR (proteasome-inhibition-resistant) mechanismus. NF-κB můţe být 

bortezomibem dokonce i aktivována. Po aplikaci bortezomibu dochází k významnému 

poklesu exprese IκBα, jejímţ výsledkem je nedostatečná inaktivace aktivního 

heterodimeru p50:p65 a tudíţ aktivace NF-κB dráhy. [104] Svou roli určitě hraje i narušení 

regulace buněčného cyklu a rozvrácení vnitřní homeostázy buňky, ale protein p53 

v mechanismu účinku bortezomibu pravděpodobně význam nemá, protoţe protinádorová 

aktivita bortezomibu se projevovala i u buněk s deletovaným genem pro tvorbu p53. [127] 

Mechanismus účinku bortezomibu je neoddělitelně spjatý i s jeho omezeným vyuţitím 

in vivo. Jeden z moţných mechanismů specifického účinku bortezomibu proti 

mnohočetnému myelomu by mohla být produkce proapoptotického NOXA proteinu, jehoţ 

mnoţství se po přidání bortezomibu v maligních buňkách zvyšuje aţ 50×, zatímco u buněk 

zdravých zůstává stejné. [128] Další z mnoha jevů představuje pravděpodobně 

bortezomibem způsobená down-regulace intercelulární adhezní molekuly VCAM1 

(vascular cell adhesion molecule 1), nezbytné pro adhezi buněk myelomu ke stromálním 

buňkám kostní dřeně a k následné ochraně rakovinných buněk před apoptózou. Rozvrácení 

buněčné homeostázy a interference s NF-κB dráhou pravděpodobně způsobuje v buňkách 

vyšší senzitivitu k dalším léčivům. [107] Tato myšlenka je konzistentní s nejvyšší 

účinností bortezomibu v kombinaci s jinými léčivy. [123] 
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2.5.3 Negativní vlastnosti bortezomibu 

Mezi negativní vlastnosti bortezomibu nepatří pouze jeho velmi omezené vyuţití (léčba 

mnohočetného myelomu a lymfomu plášťových buněk), ale také velmi časté vedlejší 

účinky, vyskytující se aţ v 97 % případů. Nejzávaţnějším vedlejším účinek je periferní 

neuropatie. Častý výskyt vedlejších účinků naznačuje, ţe bortezomib není příliš selektivní 

léčivo a v buňkách interferuje s dalšími buněčnými proteiny, zejména některými 

serinovými proteázami. [129] Jako u většiny léků a přípravků, začínají se také zde 

postupně objevovat rakovinné buňky, které vůči bortezomibu vykazují různý stupeň 

rezistence, coţ bylo potvrzeno i experimentálně. Buňky byly in vitro vystaveny zvyšujícím 

se dávkám bortezomibu, aţ nakonec došlo k vyvinutí buněčné linie 500× odolnější 

k inhibici proteazomu bortezomibem neţ obyčejné rakovinné buňky. Tuto rezistenci 

způsobila zvýšená exprese 20S proteazomální β5 podjednotky a mutace v jejím aktivním 

místě, zabraňující vazbě bortezomibu. Lidský organismus je však mnohem komplexnější 

a sloţitější neţ buňky in vitro, a tak můţe k resistenci přispívat například metabolismus, 

farmakokinetika a další faktory. [130-131] Z těchto důvodů se výzkumy inhibitorů 

proteazomu pro onkologickou praxi zaměřují na úspěch bortezomibu a snaţí se nalézt 

a připravit jeho nové analogy, strukturně podobné látky i jiné inhibitory proteazomu, které 

by měly být účinnější, šetrnější ke zdraví pacientů, spolehlivější a pouţitelné proti širšímu 

spektru onemocnění. 

 

2.5.4 Nová generace inhibitorů proteazomu 

Nová generace inhibitorů proteazomu navazuje na úspěch bortezomibu. Cílem vývoje 

těchto látek je především nalezení inhibitorů proteazomu se silnějším účinkem, 

komfortnější aplikací nebo takových inhibitorů proteazomu, na které nevzniká rezistence. 

Mnohé z nich jiţ vstoupily do různých fází klinických testů. Mezi tato potenciální léčiva 

patří látky jako MLN9708, carfilzomib, PR-047 nebo CEP-18770. 

 

Nejúčinnějšími látkami se zdají být MLN9708 a carfilzomib. MLN9708 účinkuje nejen 

proti lymfomům, ale na rozdíl od bortezomibu potlačuje také například xenografty nádorů 

prostaty a střeva. Navíc je moţné podávat jej orálně, coţ oproti intravenózně podávanému 

bortezomibu umoţňuje lepší regulaci dávkování a nabízí pacientům vyšší komfort. 

Specifickou vlastnost MLN9708 představuje zvýšená inhibice proteazomů v kostní dřeni 

a v tumorech se současně slabší inhibicí proteazomu v krvi, zapříčiněná zřejmě jeho lepší 
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tkáňovou distribucí. Pro svůj potenciál vstoupila tato látka do první fáze klinických testů. 

[132-133] Mezi moţné příčiny omezeného vyuţití bortezomibu patří zřejmě jeho špatná 

tkáňová distribuce, pročeţ má MLN9708 poměrně velký terapeutický potenciál. [132] 

 

Carfilzomib je epoxy-ketonovým ireverzibilním inhibitorem proteazomu s velmi silným 

účinkem, neboť k překonání inhibice proteazomu musí buňka nasyntetizovat nové 

proteazomy. Zároveň se vyznačuje větší specificitou, neţ byla pozorována u bortezomibu. 

Cytotoxické účinky carfilzomibu byly prokázané in vitro vůči buňkám myelomů, a to 

dokonce i u kmenů resistentních vůči dexamethasonu, lymfomů, leukémií a pevných 

nádorů a staly se podkladem pro zahájení klinických testů této látky. Zejména pro jeho 

sensibilizační účinky se předpokládalo, ţe carfilzomib najde uplatnění především 

v kombinované léčbě. [130 a 135] Nicméně carfilzomib v roce 2012 úspěšně prošel třetí 

fází klinických testů a FDA (Food and Drug Administration) jej schválila k léčbě 

mnohočetného myelomu. [135] Pro léčbu osteosarkomu byly v současnosti navrţeny 

aldehydové vysoce specifické inhibitory proteazomální β5 podjednotky, které jsou sice 

in vitro méně toxické neţ bortezomib, ale zároveň mnohonásobně šetrnější ke zdravým 

buňkám. Tato publikace navíc ukazuje vhodnost inhibice proteazomu v léčbě 

osteosarkomu. [136] 

 

Známe ale současně látky, které mohou inhibovat proteazom a mít tak velmi slibné 

protirakovinné účinky, třeba právě proti velmi agresivnímu osteosarkomu. Mechanismy 

jejich působení se odlišují od zablokování katalytických míst proteazomu. Jedním 

z takových inhibitorů porteazomu by mohly být dithiokarbamátové komplexy s mědí, 

popřípadě jiným dvoumocným kovem. Tyto komplexy tvoří např. metabolity starého 

léčiva disulfiramu, prodávaného pod komerčním názvem antabus. 
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2.6 DISULFIRAM (ANTABUS) 

2.6.1 Historie – disulfiram v praxi 

Antabus (disulfiram) je v klinické praxi dobře znám a pouţíván jiţ velmi dlouho. Uţ v roce 

1951 jej FDA povolila k léčbě závislosti na alkoholu. Princip léčby je zaloţen na 

tzv. averzní terapii. Disulfiram inhibuje aldehyddehydrogenázu (ALDH), tedy enzym 

hrající klíčovou roli v metabolismu etanolu, kde převádí acetaldehyd na acetát. Inhibicí 

ALDH dochází k hromadění acetaldehydu v těle, coţ způsobuje toxicitu, projevující se 

nejprve rudnutím obličeje, pocením a mírnou bolestí hlavy. Se zvyšující se hladinou 

acetaldehydu se postupně dostavuje silná nevolnost, zvracení, křeče, tachykardie, 

hypotenze, hyperventilace, srdeční arytmie a dokonce i selhání srdce, infarkt a smrt. Tento 

velmi nepříjemný stav odrazuje alkoholika od dalšího poţívání alkoholu. [137] 

Terapeutický potenciál disulfiramu byl odhalen v roce 1937, kdy E. E. Williams 

publikoval studii o vlastnostech disulfiramu. Zaznamenal totiţ, ţe dělníci vystavení této 

látce při výrobě gumy byli nuceni od alkoholu abstinovat, neboť po jeho poţití trpěli silnou 

nevolností. [138] V současnosti se také zvaţuje vyuţití disulfiramu v léčbě závislosti na 

kokainu. [139] 

 

Disulfiram má velmi silné komplexotvorné vlastnosti. Komplexy vytváří především 

s dvojmocnými kovy, a proto byl také uţ počátkem 20. století vyuţíván jako látka k hubení 

střevních parazitů. V jejich dýchacím řetězci hraje zásadní roli měď, kterou je disulfiram 

schopen vyvázat a vytvořit s ní koordinační sloučeninu. Právě díky svým 

komplexotvorným vlastnostem se dithiokarbamáty podávají jako antidota při otravách 

těţkými kovy. [140] 

 

V roce 1977 publikoval E. F. Lewison článek, ve kterém zaznamenal případ pacientky, 

která se během uţívání antabusu vyléčila z rakoviny. Tato ţena musela kvůli chronickému 

alkoholismu přerušit hormonální léčbu metastatického karcinomu prsu s metastázemi 

v oblasti páteře, pánve, ţeber a lebky. Po dobu deseti let přerušovaně uţívala v rámci 

averzní terapie disulfiram, který během této doby růst nádoru nejenţe zastavil, ale nakonec 

způsobil úplnou remisi nádorových loţisek a pacientka tak byla prohlášena za vyléčenou. 

[141] Článek však upadl v zapomnění a vyuţití disulfiramu jako protirakovinného léčiva 

nebylo po řadu let zkoumáno. 

. 
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Aktivním metabolitem disulfiramu je jeho redukovaná forma – diethyldithiokarbamát 

(DDTC), který vzniká především metabolickou aktivitou erytrocytů v krevním řečišti 

a v kyselém prostředí ţaludku. [140] V 90. letech byla provedena studie účinku DDTC 

v kombinaci se standardní anthracyklinovou chemoterapií na 64 pacientkách trpících 

karcinomem prsu. Pacientky byly rozděleny do dvou skupin, z nichţ jedné byl 

k anthracyklinové chemoterapii podáván DDTC a druhé placebo. V tomto experimentu se 

kombinovaná léčba s DDTC ukázala jako účinnější neţ klasická chemoterapie. 

V horizontu 6 let od diagnózy přeţilo 81 % pacientek léčených kombinací obou látek, 

oproti 55 % pacientkám léčených klasickou chemoterapií. Autoři studie však tehdy chybně 

předpokládali, ţe za tímto jevem stojí imunomodulační schopnosti DDTC. [142] Navíc zde 

byly pouţity několikanásobně menší dávky DDTC (600 mg týdně), neţ je standardní 

dávka disulfiramu, která činí 250 – 500 mg, dříve aţ 3000 mg denně. V takových dávkách 

by se DDTC mohl v klinickém testu ukázat ještě mnohem účinnějším. [143] 

 

2.6.2 Mechanismus účinku disulfiramu 

Ačkoli přesný mechanismus protinádorového účinku disulfiramu ještě není znám, víme, ţe 

disulfiram nezasahuje pouze proteazom, ale naopak je jeho efekt v buňkách značně 

pleiotropní. Různé metabolity disulfiramu pravděpodobně rozličně poškozují nádorové 

buňky, ale za apoptózu transformovaných buněk zřejmě zodpovídají 

diethyldithiokarbamátové komplexy s dvoumocným kovem. Jedná se o dvě molekuly 

DDTC, které chelačně váţí kovový iont. Nejvyšší cytotoxicity proti nádorovým buňkám 

bylo dosaţeno při pouţití koordinační sloučeniny DDTC a mědi – Cu(DDTC)2 (bis-

diethyldithiokarbamáto měďnatý komplex). [144] Pokud se v proteinech plazmy nachází 

měď, dochází nejen v krevním řečišti, ale částečně jiţ v kyselém prostředí ţaludku 

k samovolné tvorbě tohoto komplexu. Pro léčebné účely je moţné hladinu mědi zvýšit 

uţíváním glukonátu měďnatého. Kdyby tedy pacient uţíval disulfiram v kombinaci s mědí, 

vznikal by v jeho těle aktivní komplex Cu(DDTC)2. [144-145] Kombinace disulfiramu 

s glukonátem měďnatým dokonce vstoupila do klinického testu (ClinicalTrials.gov 

Identifier NCT00742911), jehoţ výsledky dosud nebyly publikovány. [146] 

 

Zatím se stále nepodařilo objasnit, proč nejvyšší toxicitu vykazují právě komplexy s mědí, 

nicméně na základě tohoto poznatku vznikly rozličné, a pravděpodobně ne vţdy správné, 

hypotézy. Měď představuje esenciální prvek pro ţivot a růst tumoru a její hladina 
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v rakovinou zasaţené oblasti, kde se akumuluje, je tak logicky mnohem vyšší neţ ve tkáni 

zdravé. [147] Na mědi závisí např. angiogeneze. Pro tvorbu cév a následnou výţivu nádoru 

hraje zásadní roli faktor VEGF (vascular endothelial growth factor), jehoţ expresi absence 

mědi silně potlačuje. V současnosti jsou dokonce vyvíjeny léky, které by měly 

vychytáváním (chelací) mědi inhibovat angiogenezi. [148] Disulfiram v kombinaci s mědí 

zasahuje velké mnoţství buněčných procesů a cílů. Pacient by však nebyl léčen synteticky 

připraveným komplexem Cu(DDTC)2, ale disulfiramem, který se v těle redukuje na DDTC 

a reaguje s mědí za vzniku komplexu Cu(DDTC)2. Pouţití disulfiramu je výhodné pro jeho 

nízkou cenu a snadnou dostupnost v lékárnách, coţ pro DDTC neplatí. Určité mnoţství 

DDTC však měď nenavazuje a zůstává volné. Tyto metabolity disulfiramu vykazují 

vysokou reaktivitu a jsou moţná zodpovědné za celou řadu jevů, které na rakovinných 

buňkách po aplikaci disulfiramu můţeme pozorovat. Jejich vliv na mechanismus účinku 

Cu(DDTC)2 in vivo při podání disulfiramu a glukonátu mědnatého by tak nebylo dobré 

zanedbat. 

 

Obr. 4 – Struktura disulfiramu, jeho metabolitu DDTC a komplexu Cu(DDTC)2 

2.6.2.1 Inhibice proteazomu 

V roce 2006 byl disulfiram identifikován jako inhibitor proteazomu in vitro. Při porovnání 

jeho účinku s bortezomibem se u obou látek vyskytovala shodná míra inhibice 26S 

proteazomu. [149] Hypotézu o inhibici proteazomu také podpořil experiment z roku 2004, 

který prokázal obecnou schopnost organických komplexů s mědí inhibovat funkci tohoto 

proteinového komplexu. [150] Dále bylo experimentálně prokázáno, ţe Cu(DDTC)2 stejně 

jako bortezomib selektivně zabíjí pouze rakovinné buňky. U buněk zdravých, a dokonce 
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ani u buněk uměle imortalizovaných, nebyl cytotoxický účinek směsi disulfiramu s mědí 

detekován. Tento objev má velký význam, protoţe specificita je v léčbě onkologických 

onemocnění skvělým benefitem, neboť limituje vedlejší účinky terapeutika. [151] 

 

Nabízí se však otázka, z jakého důvodu zkoumat další inhibitor proteazomu, kdyţ víme, ţe 

bortezomib, který je rovněţ inhibitorem proteazomu, nemá proti solidním tumorům in vivo 

ţádný terapeutický efekt. Odpovědí není pouze přítomnost dalších buněčných cílů 

zasahovaných disulfiramem s mědí a jeho mírné vedlejší účinky, ale také zcela odlišný 

mechanismus inhibice proteazomu, rozdílná farmakokinetika a farmakodynamika. Po 

přidání DDTC do média s příměsí mědi dojde ke vzniku vysoce lipofilního komplexu 

Cu(DDTC)2 a následně k výraznému vzestupu koncentrace mědi uvnitř buněk, [152] coţ 

by mohlo naznačovat, ţe Cu(DDTC)2 je biologicky dobře dostupný. 

 

Cu(DDTC)2 inhibuje pouze 26S proteazom a na rozdíl od bortezomibu není schopen 

inhibovat samotný 20S proteazom. To naznačuje, ţe Cu(DDTC)2 nezasahuje katalyticky 

aktivní místa ani další podjednotky 20S, ale ţe cíl tohoto komplexu pravděpodobně 

představuje regulační podjednotka – 19S proteazom, konkrétně JAMM doména 

deubikvitinačního metalloproteinového enzymu Poh1. [47] Jak jiţ bylo řečeno dříve, Poh1 

je velmi důleţitým enzymem 19S proteazomu a jeho inhibice znemoţňuje translokaci 

ubikvitinovaného substrátu do 20S proteazomu, coţ vede k zastavení 

ubikvitin-dependentní degradace proteinů. Metodou RNAi (RNA interference) bylo 

zjištěno, ţe se inhibice JAMM domény projevuje markantně sníţenou proliferací 

a viabilitou nádorových buněk. [154] 

 

2.6.2.2 Inhibice tvorby metastazí 

Pro osteosarkom je charakteristická rychlá proliferace buněk a častá tvorba metastází. 

Metastáze vzniká uvolněním maligní transformované buňky do krevního řečiště, kterým 

putuje, dokud se neusadí v cílové tkáni. V místě usazení se začne dělit a vytvářet tak nové 

loţisko nemoci. [1] Pro uvolnění takové buňky musí dojít k narušení mikroprostředí 

tumoru – extracelulární matrix. K tomuto účelu slouţí metalloenzymy MMP (matrix 

metalloproteinases). Za fyziologických podmínek vyuţívá organismus těchto enzymů např. 

v procesu hojení poškozených tkání. Ve zdravých buňkách je hladina a aktivita MMP 

enzymů přísně regulována, ale pro transformované buňky typicky nastává jejich 

deregulace vedoucí k růstu tumoru, angiogenezi a tvorbě metastazí. [155] MMP enzymy 
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hrají velmi důleţitou úlohu také v buňkách osteosarkomu [156-157] a představují další 

buněčný cíl, který disulfiram, respektive komplexy jeho metabolitů (DDTC) s mědí, 

zasahují. Disulfiram pravděpodobně inhibuje enzymy MMP-2 a MMP-9 zodpovědné za 

degradaci kolagenu typu IV a fibronektinu. Degradací těchto látek dochází k disociaci 

intercelulárních adhezních komplexů a extracelulární matrix. Inhibice MMP enzymů 

tedy zastavuje extracelulární degradativní procesy a zabraňuje růstu osteosarkomu a tvorbě 

metastazí. Disulfiram tyto enzymy inhibuje pravděpodobně dvěma rozdílnými 

mechanismy. Jednak se jedná o jiţ zmíněnou inhibici MMP, která je přímo úměrná 

koncentraci disulfiramu, a také o sníţení exprese MMP řízené signální drahou NF-κB. Ta 

je inhibicí proteazomu zastavena, coţ vede k významnému sníţení míry exprese MMP 

enzymů. [158] 

 

2.6.2.3 Indukce oxidačního stresu 

Směs disulfiramu s mědí, ve které Cu(DDTC)2 vzniká, způsobuje apoptózu nádorových 

buněk. [159] Přítomnost nadměrného mnoţství thiolových antioxidantů (např. glutathion) 

tuto programovanou buněčnou smrt inhibuje. Oxidativní stres je tedy stav, který 

pravděpodobně podmiňuje vstup buňky do apoptózy indukované směsí disulfiramu s mědí. 

[160-161] Disulfiram v buňkách významně zvyšuje hladiny superoxidů a způsobuje 

depolarizaci vnitřní mitochondriální membrány, tedy jevu, který apoptóze předchází. [162] 

U buněk inkubovaných se směsí mědi a disulfiramu byla naměřena zvýšená exprese 

cytoplazmatické superoxiddismutázy SOD1, mitochondriální superoxiddismutázy mnSOD 

a katalázy. Těmito enzymy se buňka brání zvýšené produkci superoxidu. SOD enzymy 

katalyzují přeměnu superoxidů na peroxid vodíku (H2O2), který následně podléhá rozkladu 

katalázou na kyslík (O2) a vodu (H2O). Peroxid vodíku se vytváří rovněţ exogenně. Ve 

vnějším prostředí buňky však nemůţe být dostatečně eliminován, coţ vede 

k jeho interferenci s thiolredoxními systémy buňky, kde oxiduje glutation, a tím jej 

inaktivuje. Následně dochází k narušení redoxní rovnováhy buňky a k indukci oxidačního 

stresu prostřednictvím jiných oxidantů a volných radikálů. [144] 

 

2.6.2.4 Senzibilizace buněk s resistencí vůči léčivům 

Jedním z problémů v léčbě onkologických onemocnění je rezistence buněk vůči pouţitým 

léčivům – MDR (multidrug resistance). Po dlouhodobé aplikaci léku se vůči němu totiţ 

buňky stávají rezistentními, coţ komplikuje další léčbu. Vznik MDR nicméně znamená 
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odolnost buňky proti naprosté většině terapeutik, nikoli pouze proti cytostatikům. Tento 

problém se nevyhýbá ani inhibitorům proteazomu, jako je například bortezomib. Známe 

širokou škálu mechanismů, které mohou buňky k získání resistence pouţít. Velmi 

významné jsou tzv. ABC (ATP-binding cassette) transportéry, tedy transmembránové 

proteiny umoţňující ATP dependentní transport molekul přes cytoplazmatickou membránu 

do vnějšího prostředí z buňky. [163] V současnosti známe 48 členů rodiny ABC 

transportérů, kteří se označují jako MRP (multidrug resistance protein), z nichţ většina je 

specializovaná pro transport určitých skupin látek. Konkrétně se jedná o transport 

xenobiotik, četných endogenních látek či produktů metabolismu, jako jsou glutathionové 

konjugáty, redukovaný glutathion, bilirubin, cGMP (cyklický guanozinmonofosfát) a různé 

imunomodulátory. [164] Mezi ABC transportéry řadíme například P-glykoprotein. Ten se 

vyskytuje také ve zdravých buňkách, kde zodpovídá zejména za ochranu před buněčnými 

toxiny, zamezení apoptóze, správnou funkci T-lymfocytů a NK buněk (natural killers) 

a metabolismus cholesterolu. V rakovinných buňkách však můţe dojít k nadměrné expresi 

P-glykoproteinu a jeho zvýšená koncentrace pak dává vzniknout MDR. [165] Ve snaze 

zablokovat a obejít MDR vyvíjejí farmaceutické společnosti různé inhibitory 

P-glykoproteinu. Tyto látky sice potlačují rezistenci buněk, nicméně vyvolávají nepříznivé 

vedlejší účinky a zatěţují tak pacientův organismus. Jednu z dalších vlastností disulfiramu 

představuje potlačení MDR. Disulfiram pravděpodobně neinhibuje P-glykoprotein, ale 

zastavuje proces jeho maturace, čímţ se od ostatních inhibitorů liší. Jeho pouţitím by se 

mohlo předcházet vzniku MDR. Navíc se jiţ dlouho vyuţívá v praxi a jeho vedlejší účinky 

a reakce organismu na dlouhodobou expozici jsou známé a poměrně mírné. [166] 

 

Disulfiram se zdá být vhodným lékem na rakovinu hned z několika důvodů. Jedná se 

o organismem velmi dobře snášené léčivo, které selektivně zabíjí pouze rakovinné buňky, 

jimţ přivozuje apoptotickou smrt. [151] Zároveň také brání tvorbě metastází [158] 

a potlačuje rezistenci proti pouţitým lékům. [166] Mezi pozitiva disulfiramu patří také 

jeho snadná dostupnost a finanční nenákladnost léčby. 
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2.7 NOVÁ VYUŽITÍ PRO STARÁ LÉČIVA 

Současná medicínská věda a farmaceutický průmysl stojí před závaţným problémem. 

Náklady na výzkum a vývoj nových léků neustále rostou, a přesto jejich počet téměř 

stagnuje. Medicínská věda s rozsáhlou a stále se rozšiřující znalostí buněčných 

fyziologických i patologických dějů dokázala stanovit bezpočet cílů pro nová potenciální 

léčiva, nicméně pouze minoritní část látek zaměřených na tyto cíle uspěje v klinických 

testech. [167] S tímto problémem se farmaceutický průmysl a především zdravotnické 

systémy potýkají něco málo přes deset let. Situace se v současnosti dostala tak daleko, ţe 

vývoj jednoho léku trvá průměrně 13,5 let a stojí 1,8 miliardy USD. [168] 

 

Před padesáti lety byla situace odlišná. Tehdy zvýšení finančních prostředků znamenalo 

také nárůst vyprodukovaných a schválených léčiv. [168] M. J. Keiser a kol. publikovali 

v roce 2009 v časopise Nature studii, ve které ukazují, ţe právě hledání přesných 

molekulárních cílů pro léčiva vhání medicínskou vědu do jakési „slepé uličky“. Z jejich 

článku vyplývá, ţe i známé a pouţívané léky mají obrovské mnoţství interakcí s různými 

proteiny a molekulami, které v širokém měřítku téměř nejsme schopni určit. V cytoplazmě 

se vyskytuje tolik strukturně podobných látek či proteinů s podobnými doménami 

a vzájemně interagujícich signálních kaskád, ţe snaha zasáhnout pouze jedinou signální 

dráhu nebo molekulu je podle zmíněného zdroje poněkud iluzorní představa. Léky 

s domněle známým mechanismem účinku dokonce moţná fungují ve skutečnosti zcela 

jinak, prostřednictvím tzv. off-target molekul, tedy prostřednictvím proteinů, se kterými 

léčivo interaguje, ale které podle dostupných znalostí nejsou zodpovědné za jeho 

terapeutický efekt, nebo které nejsou známy. Stejné interakce rovněţ zodpovídají za vznik 

vedlejších účinků léků. [169] Přesto je snaha o nalezení těchto cílených terapií 

pochopitelná, protoţe takové léčebné prostředky by mohly být velmi účinné a bez 

vedlejších účinků.  

 

Kaţdý rok se finanční podpora vývoje léčiv téměř zdvojnásobí, ale počet schválených léků 

se pohybuje pouze mezi dvaceti aţ třiceti ročně. Pokud by tento trend pokračoval, 

dosáhneme dvojnásobné produkce léků asi aţ za 300 let. Takto nastavený systém je nejen 

velmi nákladný, ale hlavně neefektivní. Farmaceutický průmysl za daných podmínek 

nedokáţe dostatečně flexibilně reagovat například na existenci a objev nových patogenů 

a neznámých nemocí. [170] Klinickými testy úspěšně projde pouze 30 % potenciálních 

terapeutik, které do nich vstoupí. Peníze investované na výzkum 70 % látek se tedy 
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efektivně nevracejí zpět. [171] To pro zdravotnický systém znamená obrovské finanční 

ztráty. Z důvodů pokrytí nákladů na neschválená léčiva jsou ceny schválených léků 

logicky velmi vysoké, coţ opět představuje významnou finanční zátěţ pro zdravotní 

systémy a způsobuje nedostupnost léků pro chudé obyvatelstvo. Oba tyto jevy mohou 

v budoucnu vyústit ve zhroucení celého zdravotnického systému a je třeba je řešit. [172] 

 

Studie ukazují, ţe velké farmaceutické firmy jsou schopné zvládat finančně tíţivou 

a problematickou situaci lépe neţ firmy malé. [171] Díky tomuto faktu dochází 

konzistentně ze strany státu ke komercionalizaci zdravotnického systému a ke snaze 

konsolidovat trh, tedy sloučit firmy do větších konglomerátů. V poslední době došlo 

například ke konsolidaci firem Genetech a Roche, Wyeth a Pfizer nebo Schering-Plough 

a Merck. [168] Zatím se však efektivita tohoto postupu neprokázala, protoţe podle 

nejnovějších publikací problémy přetrvávají. [173] Curtis R. Chong a David J. Sullivan ve 

svém článku z roku 2007 navrhují jiné řešení. Podle nich by se měla pozornost věnovat 

hledání nových uplatnění pro stará léčiva. [170] Velké mnoţství nepředpokládaných 

interferencí a off-target mechanismů, které popisuje Keiser [169] a které prakticky 

znemoţňují vývoj cílené léčby, se v tomto alternativním přístupu vývoje zdají být naopak 

velmi uţitečnými, protoţe poskytují kaţdému léku velké mnoţství dalších potenciálních 

cílů vyuţitelných v celé řadě patologických stavů. [174] U starých a prověřených léčiv 

navíc známe farmakokinetiku, farmakodynamiku, kontraindikace i vedlejší účinky, coţ 

šetří aţ 40 % nákladů na klinické testování. Chong a Sullivan dále nastiňují vytvoření 

rozsáhlých databází a knihoven, které by o lécích sbíraly a hromadily údaje. [170]  

 

Koncept navrţený Chongem a Sullivanem se v některých státech jiţ uplatňuje v praxi. 

Moniturují a zaznamenávají se jak negativní, tak i tzv. pozitivní vedlejší účinky. Seznam 

pozitivních vedlejších účinků by mohl umoţnit vyuţití starých léčiv k léčbě zcela jiných 

onemocnění bez nutnosti sloţitých klinických testů a tvorby patentů. [175] Výborným 

příkladem nalezení nových vyuţití pro stará léčiva je lék thalidomid, který byl původně 

zaveden jako přípravek proti nevolnostem v průběhu těhotenství. Po zjištění, ţe thalidomid 

způsobuje těţké malformace a poškození plodu, došlo ke staţení přípravku z trhu. 

Za několik desítek let však našel uplatnění v léčbě lepry a následně dokonce i v léčbě 

mnohočetného myelomu. [176] 

 

První společností, která se začala zabývat nejen hledáním nových pouţití pro stará léčiva, 

ale také vytvořením neziskových léků, především proti onkologickým onemocněním, je 
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bostonská nezisková organizace Global Cures. Ta se snaţí získat finanční prostředky 

k zavedení nových a hlavně levných léčiv do klinické praxe. Léky, jejichţ klinické testy by 

se zaplatily z veřejných peněz, by nebyly majetkem farmaceutické firmy, coţ by umoţnilo 

jejich velmi nenákladnou produkci i distribuci do chudých zemí v Africe či Asii. [177] 

Mezi takováto léčiva patří právě disulfiram. K zahájení klinických testů, které ţádná 

farmaceutická firma nezaplatí, neboť taková investice se bez patentu látky firmě nikdy 

nevrátí, je však třeba sehnat dostatek prostředků. Finanční účast států a neziskových 

organizací není tedy jen nezbytná, ale dokonce i výhodná. Zavedení levného léku proti 

rakovině by ušetřilo spousty výdajů spojených s její léčbou. Dvanáct cyklů ambulantní 

léčby jednoho pacienta s osteosarkomem vysokými dávkami methotrexátu stojí průměrně 

8 712 USD. [178] Léčba disulfiramem by přitom byla přibliţně patnáctkrát levnější, kdy 

cena terapie na celý rok činí asi 550 USD. K zahájení klinických testů jsou však nutné 

přesvědčivé důkazy o funkčnosti přípravku a znalost jeho mechanismu účinku, aby 

veřejnost neinvestovala do léku, který v klinických testech selţe. Disulfiram má před sebou 

pravděpodobně slibnou budoucnost. Jiţ dokonce vstoupil do několika klinických testů, 

přičemţ v současnosti se připravuje III. fáze jeho klinického testování proti karcinomu 

prsu. [177] Zda je uplatnění tohoto léku reálné i v léčbě osteosarkomu, mohou potvrdit 

pouze klinické testy, k jejichţ zahájení ja však potřeba spousta předcházejících in vitro  i in 

vivo experimentů. 
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3 CÍL PRÁCE 

Cílem mé bakalářské práce bylo pojmout teoretické znalosti o příčinách vzniku 

osteosarkomu a problémech, které jsou s jeho léčbou spojené. Dále zde měly být shrnuty 

současné vědomosti o činnosti ubikvitin-proteazomového systému a jeho významu nejen 

pro zdravé, ale především rakovinné buňky včetně buněk osteosarkomu. Spojení těchto 

informací mělo vést k vytvoření uceleného pohledu na vztah mezi rakovinou 

a ubikvitin-proteazomovým systémem. Na základě těchto znalostí se nakonec práce zabývá 

terapeutickým potenciálem látek interferujících s ubikvitin-proteazomovým systémem, 

tedy bortezomibem a Cu(DDTC)2. Experimentální část je pak zaměřena na zjištění 

vhodnosti uţití těchto látek pro léčbu osteosarkomu v in vitro podmínkách. 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

4.1 MATERIÁL A METODIKA 

4.1.1 Biologický materiál 

Experiment byl proveden na buněčné linii odvozené z osteosarkomu U-2 OS, obdrţené 

z ATTC: The Global Bioresource Center. Jedná se o mírně diferenciované, adherentně 

rostoucí buňky, které byly v roce 1964 odebrány patnáctileté pacientce z osteosarkomu 

holenní kosti. 

 

4.1.2 Chemikálie 

- Deionizovaná voda (přístrojem Aqua osmotic) 

- Dimethylsulfoxid (DMSO), Sigma-Aldrich 

- CuCl2 · 2H2O, 307483-100G, Sigma-Aldrich 

- Diethyldithiokarbamát sodný trihydrát (DDTC), Sigma-Aldrich 

- Komplex diethyldithiokarnamátu měďnatého Cu(DDTC)2, Mgr. Boris Cvek 

Ph.D. 

- Bortezomib, Millennium Pharmaceuticals 

- Triton-X 100, 37240, Serva 

- Trypanová modř, T6146-256, Sigma-Aldrich 

- Dulbecco's Modified Eagle's Medium - high glucose; With 4500 mg/lglucose, 

sodium pyruvate, and sodium bicarbonate, without L-glutamine, liquid, sterile-

filtered, cell culture tested, D6546-6X500ML, Sigma-Aldrich 

- Fetal Bovine Serum; Heat inactivated, sterile-filtered, cell culture tested, F9665-

500ML, Sigma-Aldrich 

- Penicilin/Streptomycin (100 ml), P11-010 PAA, The Cell Culture Company 

- L-glutamin G63921-VL, Sigma-Aldrich 

- 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid (MTT), Sigma-

Aldrich 

 

4.1.3 Roztoky 

- Zásobní roztok CuCl2v H2O; 1 mol/l  
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- Zásobní roztok DDTC v H2O; 200 mmol/l  

- Zásobní roztok Cu(DDTC)2v DMSO; 15 mmol/l (před kaţdým experimentem 

byl připraven nový zásobní roztok) 

- Zásobní roztok bortezomibu v DMSO; 3,5 mmol/l  

- PBS 1x (pH 7,4) NaCl 4 g; KCl 0,1 g; Na2HPO4 · 12 H2O 1,605 g; KH2PO4 

0,01 g 

- MTT roztok v PBS 3 mg/ml 

- 1% NH3 v DMSO (MTT rozpouštěcí roztok) 

- 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 

- Médium (500 ml DMEM, 50 ml Fetal Bovine Serum, 5 ml 

penicilin/streptomycin, 5 ml L-glutamin) 

 

4.1.4 Laboratorní vybavení 

- Mikrozkumavky 0,5 ml, Tubes for you 

- Mikrozkumavky 1,5 ml, Tubes for you 

- Mikrozkumavky 2 ml, Tubes for you 

- Kultivační destičky, 96 jamek, Orange Scientific 

- Kultivační destičky, 24 jamek, Orange Scientific 

- Kultivační láhev, 25 cm
2
, filter cap, Orange  Scientific 

- Kultivační láhev, 75 cm
2
, filter cap, Orange Scientific 

- Centrifugační zkumavky 50 ml, Orange Scientific 

- Centrifugační zkumavky, 15 ml, Orange Scientific 

- Petriho misky 

- Plastové pipety 5 ml, 10 ml. Orange Scientific 

- epTIPS 0,1 – 10 µl, 2 × 500 špiček, Eppendorf 

- epTIPS 2 – 200 µl, 2 × 500 špiček, Eppendorf 

- epTIPS 50 – 1000 µl, 2 × 500 špiček, Eppendorf 

- Immobilion
®
-P Polyvinylidene Difluoride membranes, Milipore 

- Stříkačka plastová z PP pro jednorázové pouţití 50 ml, Chirana 

- Stojany na zkumavky, lihový kahan, zapalovač, Bürkerova komůrka, latexové 

rukavice 
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4.1.5 Přístroje 

- Automatické pipety (0,1 – 2,5 µl; 0,5 – 10 µl; 2 – 20 µl; 10 – 100 µl; 50 – 200 

µl; 100 – 1000 µl), Eppendorf 

- Multi-kanálová automatická pipeta (30 – 300 µl), Biohit Proline plus 

- Pipetovací nástavec SWIFTPET 

- Laminární box SafeFAST Top, Faster, Itálie 

- Inkubátor Contherm, Nový Zéland 

- Mikroskop T2 103411, Olympus, ČR 

- Invertovaný mikroskop Novel Optics 

- Třepačka Reax Top Heidolf, Německo 

- Váhy Kern ABS 80-4, Německo 

- Vodní lázeň LCB 11(330 × 270 × 380) LabTech, Česká republika 

- Spektrofotometr Tecan, Švýcarsko 

- Membránová vývěva, KNF-lab, Francie 

 

4.1.6 Použitý software 

- MS Office Excel 2010 

- MS Office Word 2010 

- StatSoft STATISTICA v. 10 

- GIMP v. 2.8 

- Tecan I-Control 

- ScopeImage DynamicPro 

- ED50plus v. 1.0 

 

4.1.7 Hodnocení cytotoxicity pomocí MTT testu 

4.1.7.1 Princip MTT testu 

MTT test je kolorimetrická metoda, která se pouţívá k měření viablity buněk po aplikaci 

testovaných látek. Testovaná látka se ve vhodných koncentracích přidává do media (není 

vhodné, aby látka vyhubila všechny buňky) a inkubuje se s buňkami za fyziologické 

teploty po různě dlouhé časové úseky. Medium s testovanou látkou je poté odstraněno 
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a nahrazeno mediem s obsahem MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium 

bromidu). Buňky se spolu s MTT inkubují 30 minut aţ půl hodiny. Ţivé buňky 

metabolizují MTT na nerozpustnou fialovou sloučeninu zvanou formazan. Tuto reakci 

zprostředkovávají mitochondriální dehydrogenázy. Protoţe jsou krystaly formazanu 

obsaţeny uvnitř buněk, musí se rozpustit v DMSO (s 1% koncentrací NH3). Intenzita 

zabarvení je měřena spektrofotometricky při vlnové délce 570 nm a změřená absorbance je 

přímo úměrná viabilitě buněk, která se vypočítá podle hodnoty absorbance negativní 

kontroly (100% viabilita). Výhody této metody jsou především její rychlost a finanční 

a technická nenáročnost. Navíc umoţňuje zhodnotit velké mnoţství vzorků najednou. 

Nicméně tato metoda neposkytuje informace o mechanismu účinku testované látky 

a výsledky jsou zatíţeny poměrně značnou chybou měření. 

 

4.1.7.2 Postup práce 

4.1.7.2.1 Rozmražení buněk (U-2 OS) 

Kryozkumavka s buněčnou linií U-2 OS zmraţenou při - 80 °C byla otevřena a byl do ní 

opakovaně přidáván 1 ml na 37 °C vytemperovaného media a jím rozmraţené buňky byly 

následně přenášeny do malé kultivační láhve (25 cm
2
). Po kompletním rozmrazení buněk 

byly 24 hodin inkubovány při teplotě 37 °C v 5% atmosféře CO2. Poté jim bylo vyměněno 

medium. 

 

4.1.7.2.2 Kultivace buněk 

- Adherentní buněčná linie U-2 OS byla kultivována ve střední kultivační láhvi 

(75 cm
2
) s 16 ml media v 5% atmosféře CO2 při 37 °C. 

 

4.1.7.2.3 Pasážování buněk 

- Medium bylo odsáto a kultivační láhev následně promyta 6 ml 1× ředěného PBS 

vytemperovaného na 37 °C. 

- Do kultivační láhve byl přidán 1 ml trypsinu, který působil na buňky po dobu 2 

minut. 
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- Trypsin byl neutralizován přidáním 9 ml na 37 °C vytemperovaného media 

a plastovou pipetou byly resuspendovány shluky buněk. Buněčná suspenze byla 

přenesena do plastové centrifugační zkumavky (50 ml). 

- 1 ml buněčné suspenze byl vloţen zpět do střední kultivační láhve (75 cm
2
), 

která byla následně doplněna 15 ml na 37 °C vytemperovaného media. Poté byla 

kultivační láhev vloţena do inkubátoru (5 % CO2, 37 °C). 

 

4.1.7.2.4 Počítání buněk a výsev 

- Bylo odebráno 10 µl buněčné suspenze a vloţeno do mikrozkumavky (0,5 ml) 

a v nesterilním prostředí pak bylo do stejné mikrozkumavky přidáno 90 µl 

trypanové modři. 

- Z této suspenze bylo dvakrát odebráno 10 µl a vloţeno na počítací mříţky 

Bürkerovy komůrky. Pomocí mikroskopu byly spočítány buňky v deseti 

čtvercích. 

- Z tohoto mnoţství bylo vypočítáno mnoţství buněk v 1 ml suspenze a následně 

bylo vypočteno kolik suspenze a kolik media bude potřeba smíchat pro 

vytvoření buněčné suspenze s takovou koncentrací buněk, aby do poţadovaného 

mnoţství jamek na kultivační destičce (96 jamek) bylo naneseno 20 000 buněk 

v 200 µl suspenze. 

- Takto vytvořená suspenze byla vloţena do Petriho misky a z ní osmikanálovou 

pipetou bylo opakovaně nanášeno 200 µl do jamek kultivační destičky. 

 

4.1.7.2.5 Příprava roztoků 

- Látky (CuCl2, DDTC, Cu(DDTC)2 a bortezomib) byly testovány ve čtyřech 

koncentracích, přičemţ pro kaţdou koncentraci byl vysázen jeden triplet jamek. 

- Zásobní roztok (1 mol/l) dihydrátu chloridu měďnatého (CuCl2 · 2H2O, 

Mr = 170,5 g/mol)byl připraven rozpuštěním 340,96 mg CuCl2 · 2H2O v 2 ml 

deionizované vody. Tento zásobní roztok byl z důvodu kontaminace přefiltrován 

přes sterilní membránu. Ze zásobního roztoku byly připraveny roztoky 

o koncentracích 100; 500; 750 a 1000 mmol/l. Jako rozpouštědlo byla pouţita 

deionizovaná sterilní voda. 

- Zásobní roztok (200 mmol/l) diethyldithiokarbamátu sodného trihydrátu 

(DDTC, Mr = 225,3 g/mol) byl připraven rozpuštěním 90,12 mg DDTC ve 2 ml 
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deionizované vody. Tento zásobní roztok byl z důvodu kontaminace přefiltrován 

přes sterilní membránu. Ze zásobního roztoku byly připraveny roztoky 

o koncentracích 10; 50; 100 a 200 mmol/l. Jako rozpouštědlo byla pouţita 

sterilní deionizovaná voda. 

- Zásobní roztok bortezomibu (3,5 mmol/l) byl uchováván v mrazáku (-20 °C) 

a byly z něj připravovány roztoky o koncentracích 1; 0,1; 0,01 a 0,001 mmol/l. 

Jako rozpouštědlo byl pouţit dimethylsulfoxid (DMSO). 

- Zásobní roztok (15 mmol/l) diethyldithiokarbamátového komplexu s mědí 

(Cu(DDTC)2, Mr = 360,1 g/mol) byl připraven rozpuštěním 1,1 mg v 200 µl 

dimethylsulfoxidu (DMSO). Z něj byly pak připraveny roztoky o koncentracích 

5; 2,5; 1 a 0,1 mmol/l. Jako rozpouštědlo byl pouţit dimethylsulfoxid (DMSO). 

 

4.1.7.2.6 Aplikace testovaných látek na buňky 

- Připravené roztoky testovaných látek byly následujícím způsobem smíchány 

s mediem. Z kaţdého připraveného roztoku testované látky byl odebrán 1 µl 

a smíchán s 999 µl media, čímţ byl kaţdý roztok 1000x naředěn. 

- Pozitivní kontrola byla vytvořena smícháním 630 µl media s 370 µl 20% tritonu. 

- Negativní kontrola pro vzorky, kde byla jako rozpouštědlo pouţita voda, byla 

vytvořena smícháním 1 µl sterilní deionizované vody s 999 µl media. 

- Negativní kontrola pro vzorky, kde byl jako rozpouštědlo pouţit 

dimethylsulfoxid, byla vytvořena smícháním 1 µl dimethylsulfoxidu s 999 µl 

media. 

- Z kultivační destičky bylo odsáto medium a do jamek bylo naneseno vţdy po 

200 µl směsi testované látky a media, pro kaţdou ze čtyř koncentrací do tří 

jamek (triplet). Po jednom tripletu byly také vysázeny kontroly. 

- Kultivační destička byla po dobu 24 hodin kultivována v inkubátoru při 37 °C 

v atmosféře 5% CO2. 

 

4.1.7.2.7 MTT test 

- Z kultivační destičky bylo odstraněno medium a jamky byly následně 

propláchnuty 100 µl PBS 1x. 

- Do kaţdé jamky bylo přidáno 100 µl směsi 1 ml roztoku MTT (3 mg/ml 

v PBS 1x) v 9 ml media. 
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- Kultivační destička byla 60 minut inkubována při 37 °C v atmosféře 5% CO2. 

- Následně byla z jamek odstraněna kapalina a k rozpuštění krystalků formazanu 

bylo do kaţdé jamky přidáno 100 µl 1% roztoku NH3 v DMSO. 

- Míra zbarvení byla proměřena pomocí spektrofotometru při vlnové délce 

570 nm. 

 

4.1.7.2.8 Určení viability buněk 

Ve všech MTT testech byly na buněčné linii U-2 OS testovány 4 koncentrace kaţdé 

z testovaných látek, a to vţdy po jednom tripletu jamek na jednu koncentraci. Viabilita 

buněk po 24 hodinové inkubaci s testovanými látkami byla vypočítána následujícím 

způsobem: 

- Hodnoty absorbance daného tripletu byly zprůměrovány. 

- Od průměrné hodnoty absorbance byla odečtena průměrná hodnota absorbance 

tripletu pozitivní kontroly (roztok tritonu). 

- Byly zprůměrovány hodnoty absorbance negativní kontroly (medium s H2O, 

nebo DMSO) a od průměrné hodnoty absorbance negativní kontroly byla 

odečtena průměrná hodnota absorbance pozitivní kontroly. 

- Viabilita byla vypočítána následujícím výpočtem: 

 

𝑨𝒑𝒓𝒖𝒎 𝒗𝒛𝒐𝒓𝒌𝒖 −  𝑨𝒑𝒓𝒖𝒎 𝒑𝒐𝒛.𝒌𝒐𝒏𝒕𝒓𝒐𝒍𝒚

𝑨𝒑𝒓𝒖𝒎 𝒏𝒆𝒈.𝒌𝒐𝒏𝒕𝒓𝒐𝒍𝒚 −  𝑨𝒑𝒓𝒖𝒎 𝒑𝒐𝒛.𝒌𝒐𝒏𝒕𝒓𝒐𝒍𝒚
 ∙ 𝟏𝟎𝟎 

 

4.1.8 Zpracování výsledků 

Data, získaná pomocí MTT testu, jsou uvedena jako průměrné hodnoty tří nezávislých 

experimentů se směrodatnou odchylkou (SD). Ke statistickému zhodnocení výsledků byl 

pouţit dvourozměrný Studentův T-test. Jako statisticky signifikantní byla povaţována 

hladina p ≤ 0,05, tedy ţe mé výsledky jsou dílem náhody s pravděpodobností menší neţ 

5 %. Pokud byla hodnota p ≤ 0,05, výsledky byly brány jako statisticky signifikantní. 

Hodnoty IC50 byly stanoveny pomocí programu ED50plus v 1.0 
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5 VÝSLEDKY 

V experimentální části byla pomocí MTT testu testována cytotoxicita DDTC 

(diethyldithiokarbamátu), CuCl2 (chloridu měďnatého) a komplexu těchto dvou sloučenin 

– Cu(DDTC)2 vůči buněčné linii U-2 OS. Získaná data byla porovnána s cytotoxicitou 

bortezomibu vůči téţ buněčné linii. K porovnání efektivity látek byly stanoveny hodnoty 

poloviční inhibiční koncentrace IC50. IC50 je hodnota, která odpovídá takové koncentraci 

aplikované látky, při které dojde k úmrtí 50 % buněk, viabilita buněk je tedy 50%. Tato 

hodnota byla odečtena z grafu lineární regrese závislosti viability buněčné linie U-2 OS na 

koncentraci aplikované látky pomocí programu ED50plus v 1.0. 

 

5.1.1 Vliv bortezomibu na viabilitu buněk buněčné linie U-2 OS 

Buňky U-2 OS byly po dobu 24 hodin vystaveny působení roztoků bortezomibu v DMSO, 

které byly přidány do média. Výsledky (viz Tab. 1) ukazují, ţe bortezomib je pro 

buněčnou linii U-2 OS vysoce toxický s průměrnou hodnotou IC50 = 0,4 µmol/l. Statisticky 

průkazné byly výsledky od koncentrace bortezomibu rovné 0,01 µmol/l (p < 0,005; n = 3). 

Závislost viability buněk na koncentraci bortezomibu je graficky znázorněna na Obr. 5. 

Vysoká cytotoxicita tohoto inhibitoru proteazomu naznačuje, ţe buňky U-2 OS jsou 

k inhibici proteazomu in vitro citlivé. 

 

Tab. 1 - Vliv bortezomibu na viabilitu buněk U-2 OS 

Koncentrace 

[µmol/l] 

Viabilita [%] 

1. opakování 2. opakování 3. opakování průměr SD 

0,001 98,5 117,5 116,7 110,9 8,8 

0,01 73,8 85,9 78 79,2 5,0 

0,1 44,8 40,3 39,8 41,6 2,2 

1 27,6 15,5 22,7 21,9 5,0 

(SD – směrodatná odchylka) 
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Obr. 5 - Viabilita buněk U-2 OS v závislosti na koncentraci bortezomibu 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.1.2 Vliv DDTC na viabilitu buněk buněčné linii U-2 OS 

Na buňky U-2 OS bylo po dobu 24 hodin působeno roztoky DDTC (hlavním metabolitem 

disulfiramu) ve sterilní deionizované vodě. MTT test ukázal, ţe toxicita DDTC vůči 

buňkám je bifázického charakteru (viz Tab. 2), čili ţe DDTC viabilitu buněk nesniţuje 

kontinuálně. S rostoucí koncentrací viabilita buněk nejprve klesá, poté se opět zvýší, 

a nakonec se dostaví další pokles. Z důvodu nepravidelnosti křivky nebyla hodnota IC50 

pro DDTC stanovena. DDTC dosáhl nejvyšší toxicity při koncentracích 50 µmol/l, kdy 

viabilita buněk klesla na 38,8 %, a 200 µmol/l, kdy viabilita buněk klesla na 45,7 %. 

Přestoţe hodnota IC50 nebyla určena, byla zjevně překročena. Statisticky průkazné byly 

výsledky od koncentrace DDTC rovné 50 µmol/l (p < 0,005; n = 3).Závislost viability 

buněk na koncentraci DDTC je graficky znázorněna na Obr. 6. 

 

Tab. 2 - Vliv DDTC na viabilitu buněk U-2 OS 

Koncentrace 

[µmol/l] 

Viabilita [%] 

1. opakování 2. opakování 3. opakování průměr SD 

10 81,8 75,6 99,9 85,8 10,3 

50 42,5 32,5 41,5 38,8 4,5 

100 66,4 53,9 37,8 52,7 11,7 

200 47,6 54,4 35 45,7 8,0 

(SD – směrodatná odchylka) 
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Obr. 6 - Viabilita buněk U-2 OS v závislosti na koncentraci DDTC 

 

5.1.3 Vliv CuCl2 na viabilitu buněk buněčné linie U-2 OS 

Na buňky U-2 OS bylo po dobu 24 hodin působeno roztoky CuCl2 ve sterilní deionizované 

vodě. Samotný CuCl2 podle výsledků sniţuje viabilitu buněk U-2 OS aţ při relativně 

vysokých koncentracích (viz Tab. 3). Hodnota IC50 pro CuCl2 nebyla přesně stanovena, 

protoţe přesahuje nejvyšší pouţitou koncentraci roztoku (1000 µmol/l), IC50 ˃ 1000 

µmol/l. Statisticky průkazné byly výsledky od koncentrace CuCl2 rovné 500 µmol/l 

(p < 0,05; n = 3).Závislost viability buněk na koncentraci CuCl2 je znázorněna na Obr. 7. 

 

Tab. 3 - Vliv CuCl2 na viabilitu buněk U-2 OS 

Koncentrace 

[µmol/l] 

Viabilita [%] 

1. opakování 2. opakování 3. opakování průměr SD 

100 80,4 115 93 96,1 14,3 

500 69 74,9 78,5 74,1 3,9 

750 69,5 85,3 86,7 80,5 7,8 

1000 46,8 49,6 48,6 48,3 1,2 

(SD – směrodatná odchylka) 
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Obr. 7 - Viabilita buněk U-2 OS v závislosti na koncentraci CuCl2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.1.4 Vliv komplexu Cu(DDTC)2 na viabilitu buněk buněčné linie U-2 OS 

Na buňky U-2 OS bylo po dobu 24 hodin působeno roztoky Cu(DDTC)2 v DMSO, které 

byly rozpuštěny v médiu. Diethyldithiokarbamátový komplex s mědí je komplexem dvou 

jiţ zmíněných testovaných látek (DDTC a CuCl2), u nichţ nebyla vůči buněčné linii 

U-2 OS detekována výrazná cytotoxicita. Komplex Cu(DDTC)2 se na rozdíl od svých 

jednotlivých komponent ukázal být pro pouţitou buněčnou linii vysoce toxický (viz 

Tab. 4) s průměrnou hodnotou IC50 = 1,3 µmol/l. Statisticky průkazné byly výsledky od 

koncentrace Cu(DDTC)2 rovné 0,01 µmol/l (p < 0,005; n = 3). Závislost viability na 

koncentraci Cu(DDTC)2 je graficky znázorněna na Obr. 8. 

 

Tab. 4 - Vliv Cu(DDTC)2 na viabilitu buněk U-2 OS 

Koncentrace 

[µmol/l] 

Viabilita [%] 

1. opakování 2. opakování 3. opakování průměr SD 

0,1 75,5 104,1 78,0 85,9 12,9 

1 18,3 51,4 23,1 30,9 14,6 

2,5 9,2 2,0 9,4 6,9 3,4 

5 5,1 1,3 3,4 3,3 1,5 

(SD – směrodatná odchylka) 

 

P ˂ 0,05
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Obr. 8 - Viabilita buněk U-2 OS v závislosti na koncentraci Cu(DDTC)2 

 

Pro srovnání účinnosti jednotlivých sloţek Cu(DDTC)2 byl proveden další experiment. 

Buňky U-2 OS byly 24 hodin kultivovány s roztoky o nejniţších pouţitých koncentracích 

DDTC a CuCl2 a se směsí těchto dvou roztoků, vţdy po jednom tripletu. Viabilita buněk po 

aplikaci roztoku DDTC ve vodě o koncentraci 10 µmol/l byla v průměru ze tří měření 

78,0 %. Po aplikaci roztoku CuCl2 ve vodě o koncentraci 100 µmol/l byla viabilita buněk 

v průměru ze tří měření 81,2  %. Pokud byly buňky 24 hodin inkubovány se směsí 

vodných roztoků DDTC (10 µmol/l) a CuCl2 (100 µmol/l), klesla jejich viabilita v průměru 

ze tří měření na 5,0 % (p < 0,0005; n = 3) viz Tab. 5 a Obr. 9. 

 

Tab. 5 - Porovnání cytotoxicity roztoků DDTC, CuCl2 a jejich směsi v nejniţších 

pouţitých koncentracích 

Látka 
Koncentrace 

[µmol/l] 

Viabilita [%] 

1. opakování 2. opakování 3. opakování Průměr SD 

DDTC 10 85,3 62,3 86,3 78,0 11,1 

CuCl2 100 78 83,7 81,8 81,2 2,4 

DDTC + 

CuCl2 
10 + 100 7,7 4,1 3,2 5,0 1,9 

(SD – směrodatná odchylka) 
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Obr. 9 - Porovnání vlivu vodných roztoků DDTC, CuCl2 a jejich směsi v nejniţších 

pouţitých koncentracích na viabilitu buněk U-2 OS 

  * 100 µmol/l; ** 10 µmol/l; *** 100 µmol/l CuCl2 + 10 µmol/l DDTC 

 

5.1.5 Určení hodnot IC50 zkoumaných látek 

Pro porovnání cytotoxicity byla u všech testovaných látek stanovena průměrná inhibiční 

koncentrace IC50, jejíţ hodnoty uvádím v Tab. 6.  Nejméně účinnou látkou byl roztok 

CuCl2, jehoţ hodnota IC50 přesahovala nejvyšší pouţitou koncentraci tohoto roztoku (1000 

µmol/l). IC50 pro DDTC nebyla stanovena, avšak ke sníţení viability buněk pod 50 % 

došlo při koncentraci 50 µmol/l a 200 µmol/l. Nejvyšší míru toxicity proti buněčné linii 

U-2 OS vykazoval bortezomib, který byl velmi efektivní i v nanomolárních koncentracích 

s IC50 stanovenou na 0,4 µmol/l. Cu(DDTC)2 byl toxický v podobné míře jako bortezomib 

a jeho IC50 byla stanovena na 1,3 µmol/l. 

 

Tab. 6 - Hodnoty IC50 pouţitých látek proti buněčné linii U-2 OS 

Látka 
IC50 [µmol/l] 

1. opakování 2. opakování 3. opakování Průměr SD 

CuCl2 > 1000 957,6 > 1000 - - 

DDTC - - - - - 

Cu(DDTC)2 1,2 1,5 1,3 1,3 0,1 

Bortezomib 0,5 0,4 0,4 0,4 0,1 

 (SD – směrodatná odchylka) 
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Obr. 10 – Porovnání morfologie buněk linie U-2 OS po 24 hodinové kultivaci 

s testovanými látkami 

A – Na snímku jsou zachyceny buňky linie U-2 OS po 24 hodinové kultivaci 

s bortezomibem o koncentraci 0,4 µmol/l (IC50) při zvětšení 200×. Jsou zde pozorovatelné 

buňky ţivé (přisedlé) a uvolněné buňky s cytoplazmatickými váčky přibliţně v poměru 1:1 

B – Na snímku jsou zachyceny buňky linie U-2 OS po 24 hodinové kultivaci s Cu(DDTC)2 

o koncentraci 1,3 µmol/l (IC50) při zvětšení 200×. Jsou zde pozorovatelné buňky ţivé 

(přisedlé) a uvolněné buňky s cytoplazmatickými váčky přibliţně v poměru 1:1 

C – Na snímku jsou zachyceny buňky linie U-2 OS při zvětšení 100× po 24 hodinové 

kultivaci v mediu s 0,1% DMSO (rozpouštědlo pro bortezomib a Cu(DDTC)2 obsaţeno ve 

stejné koncentraci ve všech zobrazených snímcích). Buňky jsou přisedlé a bez vizuálních 

známek přicházející apoptózy či nekrózy. 

 

Stanovená hodnota IC50 byla následně pouţita k určení morfologie nádorových buněk linie 

U-2 OS po aplikaci jednotlivých látek. Buňky byly kultivovány po dobu 24 hodin 

s testovanými látkami, jejichţ koncentrace odpovídaly jejich průměrným hodnotám IC50. 

Na Obr. 10 jsou vyfotografovány buňky linie U-2 OS po působení bortezomibu 

o koncentraci 0,4 µmol/l, Cu(DDTC)2 o koncentraci 1,3 µmol/l (hodnoty jejich IC50) při 
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zvětšení 200× a buňky negativní kontroly (kultivace s 1 µl DMSO) při zvětšení 100×. Na 

snímcích lze pozorovat mnohem vyšší hustotu přisedlých buněk v kontrolním vzorku, neţ 

u buněk, na něţ bylo působeno jednou z testovaných látek. Mnoţství přisedlých buněk po 

kultivaci s bortezomibem a Cu(DDTC)2 bylo přibliţně srovnatelné a na obou snímcích jsou 

zachyceny buňky, jejichţ morfologie by mohla napovídat, ţe podstupují apoptotickou 

smrt. U buněk, které byly kultivovány s bortezomibem a Cu(DDTC)2, byly pomocí 

světelného mikroskopu pozorovány změny ve struktuře cytoplazmatické membrány, 

uvolnění buněk ze dna kultivační nádoby, tvorba cytoplazmatických váčků, výčnělků, 

změna tvaru buňky a vakuolizace cytoplazmy. Tyto morfologické změny jsou podle studie 

G. Häckera projevem probíhající apoptózy, [179] i kdyţ pouhá morfologie buněk k určení 

apoptotické smrti buněk nestačí. Tyto morfologické změny se u buněk kontrolního vzorku 

nevyskytovaly.   
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6 DISKUZE 

Jiţ poměrně dávno byla zaznamenána remise rakoviny po podání disulfiramu [141] a jeho 

pozitivní vliv, především v kombinacích s dalšími látkami, byl několikrát experimentálně 

prokázán. [142 a 180] Podle publikace D. Chena a kolektivu z roku 2006 [151] vykazuje 

směs disulfiramu s mědí pro rakovinné buňky selektivní toxicitu (experiment byl proveden 

na buněčné linii karcinomu prsu MDA-MB-231). Původ této toxicity autoři přisoudili 

inhibici proteazomu, která byla po aplikaci směsi detekována. 

 

Má bakalářská práce se mimo shrnutí teoretických znalostí o této problematice snaţí 

náznakem ukázat, zda je syntetický komplex Cu(DDTC)2 pro buněčnou linii U-2 OS 

cytotoxický a zda má terapeutický potenciál v léčbě osteosarkomu. Drtivá většina 

publikací zabývající se disulfiramem a jeho komplexy s kovy pracuje se směsí DDTC 

a CuCl2, popřípadě s jinou solí obsahující kov. Aktivita syntetického komplexu, který byl 

pouţit v experimentální části mé bakalářské práce, se od takové směsi můţe lišit. Ve směsi 

látek nedojde k reakci veškerého DDTC s CuCl2 a na buňky tak působí celkem 3 látky, coţ 

můţe vést ke špatné interpretaci výsledků a chybnému stanovení vlastností 

disulfiramových komplexů. 

 

Z experimentální části vyplývá, ţe Cu(DDTC)2 je pro buňky U-2 OS vysoce toxický 

s hodnotou IC50 = 1,3 µmol/l pro 24 hodinovou aplikaci (viz Tab. 6). Viabilitu buněk 

přitom sniţuje jiţ při koncentraci 0,1 µmol/l a se zvyšující se koncentrací Cu(DDTC)2 

viabilita buněk klesá (viz Obr. 8), aţ se hodnoty viability dostávají pod 5 % při koncentraci 

5 µmol/l (viz Tab. 4). Jak jiţ bylo zmíněno v teoretické části bakalářské práce, disulfiram 

je v těle metabolizován na DDTC, [141] který můţe následně koordinačně vázat měď za 

vzniku Cu(DDTC)2. [145] K ověření, zda toxicita komplexu Cu(DDTC)2 není způsobena 

některým z jeho komponent, byla obdobnými MTT testy stanovena cytotoxicita vodných 

roztoků DDTC a CuCl2.  

 

Z obrázku Obr. 6 a tabulky Tab. 2 je patrné, ţe DDTC za 24 hodin nejvýrazněji sniţuje 

viabilitu buněk U-2 OS ve dvou koncentracích, a sice v koncentraci 50 µmol/l (viabilita 

buněk byla stanovena na 38,8 %) a 200 µmol/l (viabilita buněk byla stanovena na 45,7 %). 

Se vzrůstající koncentrací DDTC, nedocházelo k nepřímo úměrnému sníţení viability, 

neboť při pouţití DDTC o koncentraci 100 µmol/l došlo k jejímu nárůstu na 52,7 %. 

DDTC tedy působí na buňky tzv. bifázickým efektem. Mé výsledky jsou podpořeny 
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publikací D. A. Rigase, která bifázický efekt DDTC popisuje. [181] Přesto, ţe hodnota 

IC50  nebyla určena, koncentrace DDTC, při které došlo významnému poklesu viability 

buněk, byla 50 µmol/l, coţ je mnohem více, neţ bylo naměřeno u komplexu Cu(DDTC)2. 

Není tedy pravděpodobné, ţe by příčinou cytotoxicity komplexu Cu(DDTC)2 byl DDTC. 

 

Vodný roztok CuCl2 nevykázal prakticky ţádnou protirakovinnou aktivitu. Hodnota IC50 

pro tuto látku převyšuje její maximální pouţitou koncentraci (1000 µmol/l) (viz Tab. 6). 

Aplikace CuCl2 o koncentraci 1000 µmol/l vedla ke sníţení viability buněk na průměrnou 

hodnotu 48,3 % (viz Tab. 3). Syntetický Cu(DDTC)2 je tedy vůči buněčné linii U-2 OS 

téměř tisíckrát toxičtější neţ CuCl2 samotný. Měď můţe buňkám způsobovat oxidační stres 

a můţe být i vysoce toxická, zároveň je však v rakovinných buňkách velmi důleţitým 

elementem. Vyšší hladiny tohoto kovu se v porovnání se zdravými buňkami vyskytují 

v buňkách rakovinných, které jsou na mědi funkčně závislé. [147] Měďnaté ionty navíc 

nejsou schopné procházet volně přes cytoplazmatickou membránu. CuCl2 je i v relativně 

vysokých koncentracích proti nádorovým buňkám neúčinný pravděpodobně právě z těchto 

důvodů. 

 

K ověření, zda CuCl2 přidaný do média dokáţe zvýšit toxicitu DDTC, byl proveden MTT 

test, ve kterém byly porovnány tři skupiny buněk. První skupina byla inkubována 24 hodin 

s nejniţší pouţitou koncentrací CuCl2 (100 µmol/l) a druhá byla po stejnou dobu 

inkubována s nejniţší pouţitou koncentrací DDTC (10 µmol/l). U obou skupin se viabilita 

buněk U-2 OS pohybovala průměrně okolo 80 % (viz Tab. 5 a Obr. 9). Ve třetí skupině, 

kde byly buňky linie U-2 OS inkubovány se směsí CuCl2 a DDTC o nejniţších pouţitých 

koncentracích (100 µmol/l pro CuCl2 a 10 µmol/l pro DDTC) poklesla viabilita buněk za 

24 hodin aţ na hodnotu 5 %. Tento výsledek naznačuje, ţe aktivní látka, která při podání 

disulfiramu zabíjí rakovinné buňky, je právě komplex Cu(DDTC)2, jenţ při podání 

disulfiramu samovolně vzniká v krevním řečišti pacienta. [145]  DDTC pravděpodobně 

účinnou látkou není, nejen kvůli jeho nízké cytotoxicitě in vitro, ale také díky stechiometrii 

reakce vzniku Cu(DDTC)2. Jeden iont mědi je totiţ koordinačně vázán dvěma molekulami 

DDTC (viz Obr. 4). Po přidání CuCl2 se tedy počet volného DDTC sniţuje, a pokud by 

DDTC byl aktivní látkou, měla by cytotoxicita směsi klesat. V MTT testu byl ale po 

přidání CuCl2 pozorován prudký nárůst cytotoxicity, který však podle předchozích 

výsledků testu nezpůsobyl samotný, v pouţité koncentraci netoxický, CuCl2. 
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Komplex Cu(DDTC)2, který je tedy pravděpodobně zodpovědný za cytotoxický efekt 

disulfiramu, je potenciální inhibitor proteazomu. [151] Proto byla jeho účinnost porovnána 

s jiným inhibitorem proteazomu – bortezomibem. In vitro je bortezomib toxický k velkému 

mnoţství různých buněčných linií, v praxi (in vivo) se však pouţívá pouze k léčbě 

mnohočetného myelomu. K pevným nádorům není účinný. [118 a 121] Vysokou míru 

toxicity vykázal bortezomib in vitro také proti buněčné linii U-2 OS. Jeho hodnota IC50 

byla stanovena na 0,4 µmol/l (viz Tab. 6). Přesto při nejniţší pouţité koncentraci (0,001 

µmol/l) viabilita buněk mírně rostla. Hodnoty viability pro tuto koncentraci však nebyly 

průkazné a statisticky se nelišily od kontroly. Bortezomib tedy v této koncentraci není pro 

buněčnou linii U-2 OS toxický. K poklesu viability buněk došlo aţ při koncentraci 

0,01 µmol/l. Naopak při nejvyšší pouţité koncentraci (1 µmol/l) došlo k poklesu viability 

v průměru aţ na 21,9 %. Hodnoty viability buněk pro jednotlivé pouţité koncentrace jsou 

shrnuty v Tab. 1. Závislost viability buněk na koncentraci bortezomibu je zobrazena na 

Obr. 5 a má se stoupající koncentrací bortezomibu v celém svém průběhu sestupný 

charakter. 

 

Bortezomib způsobuje buňkám apoptotickou smrt, a toto tvrzení bylo podpořeno mnoha 

experimenty. Mezi detekované signály přicházející apoptózy patří např. štěpení PARP 

(poly ADP-ribose polymerase), fosforylace ASK1 (apoptosis aignal-regulating kinase 1), 

deregulace mitochondriálních procesů, která vede k akumulaci ROS, a uvolnění AIF 

(apoptosis inducing factor). [182] Buňky inkubované s bortezomibem a buňky apoptotické 

navíc vykazují podobnou morfologii (viz Obr. 5), kterou podrobně popsal G. Häcker ve 

své publikaci. [179] Podobná míra toxicity bortezomibu a Cu(DDTC)2 a morfologie buněk 

U-2 OS (viz Obr. 5) po aplikaci těchto látek by mohla naznačovat, ţe i Cu(DDTC)2 

způsobuje buňkám apoptotickou smrt. I kdyţ by obě látky měly být inhibitory proteazomu, 

rozdíly v jejich toxicitě jsou pravděpodobně způsobeny jejich odlišnými mechanismy 

působení. 

 

I v současnosti je zejména metastatický osteosarkom velkým problémem, a přesto ţe je 

léčba velmi drahá, není schopna dostatečně uspokojivě uzdravovat pacienty. Léčba 

osteosarkomu je spojena se závaţnými vedlejšími účinky a v případě metastatického 

osteosarkomu i se špatnou prognózou. [1] Spousta vědeckých pracovišť hledá v léčbě nové 

přístupy, ale zatím nebylo dosaţeno ţádných výrazně lepších výsledků, neţ poskytují 

současná léčiva. Pokud by se některé úspěšné nové látky zavedly do klinické praxe, byla 
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by jejich cena velmi vysoká. [183] Podle mých výsledků je syntetický Cu(DDTC)2 proti 

buňkám osteosarkomu in vitro účinný. Od in vitro efektivity je ke skutečným klinickým 

testům ještě daleko, nicméně podle dosavadních znalostí a výsledků studií by komplex 

disulfiramu s mědí mohl být vhodným přípravkem k léčbě solidních tumorů [151], 

přestoţe inhibice proteazomu bortezomibem nebyla proti solidním tumorům včetně 

osteosarkomu in vivo účinná. [121-122] Cu(DDTC)2 totiţ inhibuje proteazom odlišným 

mechanismem neţ bortezomib a má tak jiný terapeutický potenciál. Toto tvrzení je 

podpořeno studií [184]. Při léčbě osteosarkomu by bylo deně perorálně podáváno 500 mg 

disulfiramu v kombinaci s glukonátem měďnatým. [143] Při takovém způsobu 

administrace se v těle pacienta nebude vyskytovat pouze Cu(DDTC)2, ale také další 

metabolity disulfiramu, které mají pravděpodobně terapeuticky podpůrnou biologickou 

aktivitu [158, 162, 185, 186, 187] a mohou být zodpovědné za potlačení MDR, 

angiogeneze či tvorby metastází. [180] Disulfiram tak zasahuje buněčné pochody, které 

jsou pro vývoj tumoru a viabilitu buněk osteosarkomu velmi důleţité, čímţ je biologická 

aktivita Cu(DDTC)2 vůči tomuto onemocnění ještě potenciována. Připočteme-li k tomuto 

pleiotropnímu efektu také velmi nízkou pořizovací cenu disulfiramu a zanedbatelné 

vedlejší účinky, zjistíme, ţe disulfiram by se mohl stát dostupnou látkou schopnou šetrné 

léčby pacientů trpících i velmi agresivní metastatickou formou osteosarkomu. [188] Toto 

tvrzení však mohou s konečnou platností potvrdit či vyvrátit pouze klinické testy. 
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7 ZÁVĚR 

Osteosarkom je velmi agresivní tumor kostí, který postihuje hlavně mladé lidi a děti. 

K jeho léčbě se dnes vyuţívají vysoké dávky chemoterapeutik a chirurgické zákroky 

různého rozsahu včetně amputací. Samotný osteosarkom navíc často doprovází výskyt 

komplikací, které ústí ve velmi špatnou prognózu pacienta. Právě proto je třeba hledat 

nová léčiva, která by byla nejen efektivnější, ale zároveň také šetrnější. Jeden z moţných 

přístupů léčby osteosarkomu představuje inhibice ubikvitin – proteazomového systému 

(UPS), důleţitého pro všechny buňky, zejména však pro buňky rakovinné, protoţe na 

rozdíl od zdravých buněk není rakovinná buňka schopná inhibici proteazomu přeţít. První 

inhibitor proteazomu, který byl schválen pro léčbu mnohočetného myelomu, se nazývá 

bortezomib. K léčbě osteosarkomu však pouţít nelze, protoţe bortezomib in vivo účinnost 

vůči solidním tumorům nevykazuje. Proto se vědci zabývají vývojem dalších inhibitorů 

proteazomu. Ty by měly mít lepší vlastnosti, například lepší tkáňovou distribuci, a měly by 

tak rozšířit pole působnosti proteazomálních inhibitorů. Mezi takové látky pravděpodobně 

patří i disulfiram, respektive komplex jeho metabolitů s dvoumocným kovem. Proti 

rakovinným buňkám se jeví být nejúčinnější komplex diethyldithiokarbamátu s mědí. 

Z praktické části práce vyplývá, ţe bis-diethyldithiokarbamát měďnatý je skutečně proti 

buněčné linii U-2 OS odvozené od lidského osteosarkomu in vitro vysoce účinný. Protoţe 

pravděpodobně inhibuje proteazom jiným mechanismem neţ bortezomib a má i jiné 

farmakokinetické vlastnosti, zdá se pravděpodobné, ţe by mohl být účinný také in vivo, 

coţ naznačují i některé dřívější výzkumy a publikace. Pokud by byl disulfiram 

v kombinaci s mědí zaveden do klinické praxe pro léčbu osteosarkomu, mohlo by to 

znamenat obrovský pokrok v léčbě této nemoci. Vzhledem k jeho nízké ceně by se 

z disulfiramu stalo zároveň léčivo dostupné pro kaţdého, včetně chudých rozvojových 

zemí, a jeho pouţití by sňalo obrovskou finanční zátěţ ze zdravotního systému, kterou 

současná nesmírně drahá léčba představuje. Neméně podstatnou výhodu léčby 

osteosarkomu disulfiramem s mědí představují jeho téměř zanedbatelné vedlejší účinky, 

které nepoškozují tělo pacienta tak jako klasická chemoterapie. Přesný mechanismus 

účinku komplexu Cu(DDTC)2 však ještě není zcela odhalen a další výzkum je tak 

k zahájení klinických testů nezbytný. Nestačí však pouze znalost mechanismu a potvrzení 

efektivity tohoto léčiva, musí být také sehnán dostatečný finanční obnos z veřejných zdrojů 

k zaplacení klinických testů, protoţe ţádná farmaceutická firma nebude investovat peníze 

do neziskového léčiva. 
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Tato práce je podkladem pro další studium protirakovinného účinku syntetického 

bis-diethyldithiokarbamátu měďnatého a základním kamenem mé diplomové práce. 

Experimenty, které navazují na poznatky z této práce, budou pokračovat v Barbara Ann 

Karmanos Cancer Institute v Detroitu pod vedením prof. Q. Ping Doua, který 

o proteazomu a jeho inhibici publikoval mnoho vědeckých článků a jiţ dlouho se touto 

problematikou zabývá. Zvací dopis od prof. Q. Ping Doua uvádím v přílohách. 
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8 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

CT  počítačová tomografie (computed tomoghraphy) 

RB  retinoblastomový protein (retinoblastoma protein) 

TGF-β  tumour growth factor β 

RECQL4 RecQ protein-like 4 

CDDP  cisplatina (cisplatin) 

MTX  methotrexát (methotrexate) 

ADM  adriamycin (adriamycin) 

IFOS  ifosfamid (ifosfamide) 

DOX  doxorubicin (doxorubicin) 

DNA  deoxyribonukleová kyselina (deoxyribonucleic acid) 

NF-κB  jaderný faktor κB (nuclear factor κB) 

UPS  ubikvitin-proteazomový systém (ubiquitin-proteasome system) 

CP  katalytická podjednotka (core particle) 

RP  regulační podjednotka (regulation particle) 

PA28  aktivátor proteazomu 28 (proteasome activator28) 

PA200  aktivátor proteazomu 200 (proteasome activator200) 

ATP  adenozintrifosfát (adenosine triphosphate) 

PA700  aktivátor proteazomu 700 (proteasome activator 700) 

DUB  deubikvitináza (deubiquitinase) 

JAMM  JAB1/MPN/Mov34 metalloenzyme 

RNA  ribonukleová kyselina (ribonucleic acid) 

MHCI  hlavní histokompatibilní komplex 1 (major histocompatibility complex 1) 

INF-γ  interferon γ 

UBA  ubiquitin associated domain 

UBL  ubiquitin-like domain 

LRR  leucin-rich-repeat domain 

HECT  homologous to E6-associated protein C terminus domain 

RING  really interesting new gene domain 

CaM  kalmodulin (calmodulin) 

CDK  cyklin-dependentní kináza (cycline dependent kinase) 

UCH  ubiquitin C-terminal hydrolase 

USP  ubiquitin-specific protease 
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OTU  ovarian tumor protease 

MJD  Machado-Joseph disease protein domain protease 

IκB  inhibitor κB 

RHR  Rel homologní oblast (Rel homologous region) 

NTD  N-terminal domain 

CTD  C-terminal domain 

TAD  transaktivační doména (trans-activation domain) 

NLS  nuclear localisation site 

ARD  ankyrin-repetitive domain 

IKK  inhibitor κB kináza (inhibitor κB kinase) 

NEMO  NF-κB essential modulator 

TNF  tumor necrosis factor 

IL  interleukin 

TLR  Toll-like receptor 

CDKI  Inhibitor cyklin-dependentních kináz (cyclin-dependent kinase inhibitor) 

MDM2 mouse double minute 2 homolog 

PIR  proteasome-inhibition resistant   

VCAM1 vascular cell adhesion molecule 1 

FDA  food and drug administration 

ALDH  aldehyddehydrogenáza 

DDTC  diethyldithiokarbamát 

Cu(DDTC)2 bis-diethyldithiokarbamát měďnatý  

VEGF  vaskulární endotheliální růstový faktor (vascular endothelial growth factor) 

RNAi  RNA interference (RNA interference) 

MMP  matrixová metalloproteináza (matrix metalloproteinase) 

SOD  superoxiddismutáza 

mnSOD mitochondriální superoxiddismutáza 

MDR  mnohočetná léková rezistence (multiple drug resistence) 

ABC  ATP-binding cassette 

MRP  multidrug resistance protein 

cGMP  cyklický guanozinmonofosfát (cyclic guanosine monophosphate) 

NK  přirozený zabíječ (natural killer) 

DMSO  dimetylsulfoxid  

MTT  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid 
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10 PŘÍLOHY 
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diplomové, ale také v rámci tříměsíční stáţe na pracovišti prof. Q. Ping Doua v Barbara 

Ann Karmanos Cancer Institute, který poslal zvací dopis, jenţ je zde přiloţen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


