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Souhrn

Osteosarkom je zdvazné rakovinné onemocnéni postihujici predevsim déti a mladistvé.
Kazdy rok zaznamenaji 1ékati vice nez 2 miliony novych ptipadi osteosarkomu. Lécba
této choroby je ve srovnani s minulosti pomémé efektivni, nicméné u metastatického
osteosarkomu, kterym trpi kazdy paty pacient, je Sance na pteziti pouze 60 %. K 1écbé se
pouzivaji vysoké davky agresivnich chemoterapeutik v kombinaci s chirurgickymi
zakroky, které mohou zahrnovat i amputaci postizenych koncetin. Védci se proto snazi
nalézt nova, efektivni a zéroven Setrna 1éciva. Vhodnym cilem takovych 1é¢iv se zda byt
proteazom, nebot’ jeho inhibice je pro rakovinné bunky letalni. V soucasnosti se v klinické
praxi inhibitory proteazomu (bortezomib a carfilzomib) vyuZzivaji pouze k 1é¢bé krevnich
nadord, protoze proti solidnim tumorim nebyly efektivni. Jako inhibitor proteazomu byl
identifikovan také diethyldithiokarbamatovy komplex s meédi, ktery vznika reakci
médnatého iontu s metabolity starého 1é¢iva antabusu, u n¢jz byla uz diive zaznamenéana
biologicka aktivita proti solidnim tumortim in vivo. Experimentalné bylo provéteno, Ze
diethyldithiokarbamatovy komplex s médi je viici bunééné linii odvozené od osteosarkomu
vysoce toxicky shodnotou ICsp = 1,3 umol/l. Silna in vitro toxicita vu¢i bunkam
osteosarkomu, pravdépodobna schopnost potlacovat pevné tumory in vivo a zanedbatelné
vedlej§i UCinky naznacuji, Ze by antabus v kombinaci s médi mohl byt vhodnym
ptipravkem pro lécbu osteosarkomu. Antabus ma navic potencidl stat se tzv. neziskovym
lékem, protoZze se jednd o levny ptipravek, na néjz se jiz nevztahuji patentova prava,
a sejmout tak ze zdravotnickych systémi nesmirnou finanéni zatéz, kterou lécba rakoviny
predstavuje. Pravé diky velmi nizkym nakladim antabusu, atedy jeho neziskovosti,
nebude zaddna z farmaceutickych firem do takovéto ztratové investice vkladat penize.
Z tohoto duvodu je tfeba zaplatit jeho klinické testy z vefejnych zdroji, o coz se snazi

napt. Bostonska spolecnost GlobalCures, se kterou naSe laboratot 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 (I1) 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 ICso = 1,3 umol/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 UVOD

Osteosarkom predstavuje velmi agresivni nador vznikajici transformaci osteoblasttl, ktery
se objevuje piedevsim u déti a mladistvych. Tomuto typu rakoviny podlehl i pies
maximalni usili 1ékait napi. slavny bézec Terry Fox, Sampion v boxu Daniel Jacobs, ¢i
rezisér a spisovatel Cameron Duncan. NebezpeCi osteosarkomu neni dano pouze rychlou
proliferaci transformovanych bunék, ale také Castou tvorbou metastazi a odolnosti tumoru
vuci 1écbé. Standardni Ié¢ba zahrnuje neoadjuvantni chemoterapii, adjuvantni chemoterapii
a chirurgicky zakrok. Soucasnd medicina udé€lala v 1é€bé osteosarkomu obrovsky pokrok,
razantné zvysila Sance pacientll na pieziti a omezila nutnost amputaci postizenych
koncetin, na kterych se tumor nejcastéji vyskytuje. Problémem vSak zlstavaji metastaze,
které chemoterapie nemusi vzdy zniCit a jejich chirurgické odstranéni neni moZzné.
K zahubeni nadorovych bunck je nutné podavat pacientim vysoké davky agresivnich
toxickych chemoterapeutik, které zavazné¢ poskozuji zdravi prevazné mladych lidi
a komplikuji jim zivot. VE&dci se proto stale intenzivnéji zaméiuji na hledani novych 1éka
proti osteosarkomu. Naklady na vyzkum protirakovinnych 1é¢iv nesmirnym tempem
vzristaji, nicméné pocet novych 1€kl stagnuje na velmi nizkém a zcela nedostatecném
mnozstvi. Bylo vyvinuto nékolik strategii, jak ziskdvat 1é¢iva efektivnéji, mezi néz se fadi
tzv. drug repurposing — hledani novych vyuzZiti pro stara 1é¢iva. Staré 1éky, které by mohly
mit protirakovinny efekt, zahrnuji naptiklad ptipravek pouzivany k averzni 1écbé
alkoholismu — antabus (disulfiram). Komplexy disulfiramu s médi pravdépodobné inhibuji
¢innost proteazomu, coz vede k apoptotické smrti rakovinnych bunék, vyznacujicich se
mnohem vyssi citlivosti k inhibici proteazomu nez bunky zdravé. Inhibitory proteazomu se
Jiz v 1é€bé onkologickych onemocnéni pouzivaji, pfiCemz piikladem muze byt latka
bortezomib (velcade). Pokud by se prokazala schopnost disulfiramu s médi Géinné
usmrcovat transformované osteoblasty in vivo, mohl by se stat v 1é¢bé osteosarkomu velmi
ucinnou latkou s témé&f utopickymi vlastnostmi — tedy preparatem vysoce toxickym vuci
rakovinnym bunkam, majicim minimalnimi vedlej$imi G¢inky a zaroven velmi nizkou
cenu. Cilem této bakalaiské prace je pomoci MTT testu stanovit toxicitu disulfiramu
smeédi vici bunécné linii U-2 OS, rozebrat jeho mechanismus ucinku a terapeuticky
potencial v [éEbé osteosarkomu. Ma bakalaiska prace zaroven piedstavuje podklad pro
praci diplomovou, jejiz experimentalni ¢ast probéhne na Barbara Ann Karmanos Cancer

Institute v Detroitu, a to diky pozvani taméjsiho prof. Doua.



2 LITERARNI PREHLED

21 OSTEOSARKOM

Mohlo by se zdat, ze osteosarkom neni pfili§ béznym ¢i podstatnym onkologickym
onemocnénim, protoze tvoii pouze 0,001 % vSech rakovin, coz v USA ¢ini asi 16 000
diagnostikovanych ptipadt osteosarkomu ro¢né; globalné pak toto procento tvoii kazdym
rokem 2,1 milionu nové diagnostikovanych osteosarkomti. Nicméné je nutné se tomuto
onemocnéni nalezité vénovat, nebot’ se jedna o velmi agresivni formu rakoviny, jejiz 1écba
je obtizna a cCasto zpusobuje nasledné zdravotni komplikace, nebo dokonce trvalé
poskozeni pacientova zdravi. [1] Osteosarkom piedstavuje nejéastéjsi primarni maligni
nador kosti, vyskytujici se predev§im u déti (15 % vSech détskych rakovin) a mezi
Sedesatym a sedmdesatym rokem zivota. [2] Zaroven se jedna o nador s druhou nejhorsi
prognozou a druhou nejvyssi Gmrtnosti ze vSech rakovin vibec. Nebezpecnost tohoto
nadorového onemocnéni je dana zejména jeho odolnosti, rychlosti proliferace a ¢astou

tvorbou metastazi. [3]

2.1.1 Nalez, diagnéza a vyvoj osteosarkomu

Osteosarkom patii mezi maligni solidni nadory kosti a je produkovan osteoblasty. [1]
Maligni mezenchymdlni neoplazmy jsou sloZeny z neoplastickych bunc¢k. Z téchto
malignich neoplazem postupné vznika osteoid, ktery pak zpusobuje vytvoreni samotného
osteosarkomu. [2] Nejcastéji se vyskytuje na dlouhych kostech, a sice v distalni ¢asti
stehenni kosti, proximalni ¢asti kosti holenni a proximalni ¢asti kosti pazni. Nador sviij
rist zacina intramedularng, postupné prorusta K povrchu Kkosti, az nakonec penetruje
kortex. Jakmile tumor prostoupi ven z Kkosti, dojde ke stlaceni okolniho svalstva
a vytvoreni pseudokapsularni vrstvy, tzv. reaktivni zony, [3] ktera na radiovych snimcich

piipomina krajkovou strukturu. [2]

Prvnim symptomem, ktery signalizuje pfitomnost osteosarkomu, je bolest
V inkriminovaném misté. Nejprve se jedna o slabsi, popiipad€ no¢ni bolesti, které postupné
pfejdou v bolesti velmi uporné a intenzivni. V soucasné dob¢é zname velké mnoZstvi
diagnostickych metod, zahrnujicich rGzna radiologicka vysetieni (CT - computed

tomography), angiografii a mnoho dalSich. Nejvyznamnéj$i a nejspolehlivéjsi

diagnostickou metodou je biopsie [1]. Biopsie se musi provadét velmi opatrné a odborng,
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nebot’ jeji nepfesné provedeni nebo zanedbani mize pro pacienta znamenat mnoho

komplikaci, napfiklad navrat tumoru, tvorbu metastazi ¢i horsi prognézu. [2]

2.1.2 Etiologie

Ne vsechny pfi¢iny a spoustéci mechanismy osteosarkomu jsou piesné prozkoumany
a potvrzeny, nicméné ohledné jeho vzniku existuje né€kolik hypotéz. Jednou z nich je jisté
spojeni mezi zvySenym rustem pacienta a vyskytem osteosarkomu. Osteosarkom se totiz
u adolescenttl a déti vyskytuje v mistech, kde kosti rostou nejvice (distalni ¢ast stehenni
kosti, proximalni ¢ast holenni kosti a proximalni ¢ast kosti pazni). [4] Rychle se délici
buniky rostouci kosti pravdépodobné vykazuji vyssi nachylnost k nekontrolovanému
bujeni; [5] navic byla zjisténa pozitivni kolerace mezi vySkou pacientt, ktefi jsou vétSinou
vyS$8i nez jejich vrstevnici, a vyskytem osteosarkomu femuru, [4] ktera nema obdoby ani
ujinych nadord kosti, ani u starSich pacienti. [3] Hypotézu potvrzuje také publikace
A. Longhio a kol., uvefejnéna v roce 2005, podle které se u divek nadory nejcastéji
objevuji v priméru kolem dvanactého roku Zivota a u chlapcu az po dosazeni ¢trnacti let,

a to z toho duvodu, ze divky vyspivaji diive nez chlapci. [6]

Dlouhodoba (10 az 20 let) expozice ionizujicimu zéfeni, zplsobujici osteosarkom
u star$ich lidi, je zatim jedinou naprosto potvrzenou a zdokumentovanou pii¢inou vzniku
tohoto onemocnéni. Takto vzniklé osteosarkomy vSak nejsou pftili§ obvyklé, nebot’ jejich
zastoupeni ¢ini pouhé 2 %. [3] Mohou se vSak objevit jako nasledek 1é¢by jiného typu
rakoviny ozafovanim, ato jak u déti, tak u dospélych. Riziko vzniku osteosarkomu po
podstoupeni radioterapie se zde oproti normalni, zdravé populaci navySuje az devétkrat.

[7-8]

Osteosarkom je spojen s piitomnosti genetickych aberaci, které se mohou fenotypoveé
projevovat jako Li-Fraumeniho nebo Rothmund-Thomsoniv syndrom. U nékterych
pacientl s diagnostikovanym osteosarkomem byly detekovany chromozomové mutace,
napf. zmnozeni 1. chromozomu, ztrata 9., 10., 13. a 17. chromozomu a abnormality v 11.,
19. a 20. chromozomu. Objevuji se také mutace RB (retinoblastomového) genu [3]
a RECQL4 (RecQ Protein-Like 4) genu. [9] Za potencialni pfi¢iny vzniku osteosarkomu Se
rovnéz povazuje pritomnost c-Jun protoonkogenu [10] a P-glykoproteinu. [11] U 18-30 %
osteosarkomt se vyskytuje mutace p53 tumor supresorového genu. [1-2] Tento gen/protein
hraje dulezitou roli v inhibici ristu tumoru, v tvorbé metastazi, angiogenezi a regulaci

bunééného cyklu. [3]



2.1.3 Komplikace

Nejcastéjsi komplikaci osteosarkomu je tvorba metastazi, které se vyskytuji priblizné
u 20 % pacientli, pficemz v drtivé vétSing piipadi metastatického osteosarkomu dochazi
k pfenosu uvolnénych bun¢k prostiednictvim lymfatického systému. Primarné se metastaze
objevuji nejéastéji Vv plicich, sekundarn¢é se pak mohou nalézat napt. v kostech jako tzv.
skip metastaze; ty se vSak vyskytuji u méné nez 10 % ptipadd. [1 a 12] Vznik metastazi
znacn¢ zhorSuje progndzu a snizuje Sanci pacienta na preziti, kterd se v ptipadé plicnich
metastazi v soucasnosti pohybuje okolo 60 %, nicméné pied zavedenim kombinované
lécby chemoterapeutiky a specialnich chirurgickych zakroki byla Sance na preziti
metastatického osteosarkomu téméf nulova. Skip metastdze se vytvareji na stejné kosti
jako tumor, ale az po vyvinuti plicnich metastazi. Jejich piitomnost svéd¢i o velmi
pokroc¢ilém stavu nemoci, kdy byva progndza onemocnéni nejhor$i a Sance na uzdraveni
pacienta miziva i v ptipadé pouziti moderni 1é¢by. Protoze se tumor $ifi predevsim
lymfatickym systémem, mohou se metastaze vzacné objevit také v lymfatickych uzlinach.

[1a3]

Mezi vyznamné komplikace osteosarkomu patii také lokalni navrat tumoru, jehoz ¢etnost
zavisi na zvoleném typu 1écby a pohybuje se od 2,8 % do 6,2 % béhem prvnich péti let od
diagnozy, pticemz plati, Ze ¢im je lécba intenzivnéjsi, tim je pravdépodobnost lokéalniho
navratu osteosarkomu nizsi. [3] Pravdépodobnost navratu onemocnéni Se samoziejmé
u agresivnéjSich forem osteosarkomu zvySuje, zejména u metastatickych forem. [1]
Obecné nejvyssi riziko relapsu hrozi v obdobi 5 az 10 let od diagnoézy, kdy se muize

vySplhat aZ na 28 %. [13]

2.14 Lécba

Jedinou uspésnou 1écbu v minulosti piedstavovala véasna amputace postizené koncetiny,
kdy se Sance na pieziti v piipadech bez komplikaci pohybovala kolem 15 %. Usp&sngjsi
a efektivnéjsi 1écba osteosarkomu se zacala rozvijet az od 80. let 20. stoleti, a to predevsim
diky kombinované terapii. Ta spo¢iva v podavani riznych kombinaci chemoterapeutik,
ktera pfichazeji ve dvou vlnach (neoadjuvantni a adjuvantni chemoterapie),

a v chirurgickém zakroku, tedy resekci tumoru, popiipadé amputaci ¢i radioterapii.



Muzeme pokladat za Gspéch, ze Sance na preziti osteosarkoum se v dnesni dobé pohybuje
od 50 % az k90 %, v zavislosti na stavu pacienta, fazi onemocnéni, agresivit¢ nadoru
a dalsich komplikacich, které mohou pii 1é¢bé nastat. [1] Pfi podrobnéj$im prozkoumani
vsak zjistime, ze tato statistika neni az tak pozitivni. LéCiva i zakroky jsou znacné
invazivni a poskozuji zdravotni stav pacienta, a to jak akutng, tak i s trvalymi nasledky,
mezi které Casto patii vyvoj dalsiho typu rakoviny ¢i selhani srdce. [14] Zanedbatelné

nejsou ani s 1é¢bou spojené socialni a psychické problémy.

2.1.4.1 Amputace

Amputace postizené koncetiny byla pied rokem 1970 standardni a jedinou 1é¢bou, ktera
mohla pacientim s osteosarkomem pomoci. [3] Mezi jeji hlavni negativa patii pomérné
markantni a trvaly zdsah do pacientova Zivota, coZ S sebou nese socialni, finan¢ni
i psychické problémy. [1] Z téchto diivodl byla amputace nahrazena Setrnéjsi chirurgickou
metodou, tzv. limb-salvage surgery (koncetinu zachovavajicim vykonem). Ackoli
limb-salvage surgery piedstavuje pro pacienta SetrnéjSi feSeni, je diky potencialni
nedostateéné resekci vSech nadorovych lozisek spojena S Vvyssi Cetnosti navratu
onemocnéni. [2] Proto amputace z operacnich sali ani v dne$ni dobé¢ jesté uplné
nevymizela av 10 az 15 % piipadu se stale pouziva, a to zejména U pacientl trpicich velmi

agresivnim druhem osteosarkomu. [1]

2.1.4.2 Radioterapie

Pokud je chirurgicky zasah shledan piili§ nebezpeénym a slozitym, napiiklad pro svou
lokalizaci v oblasti obliceje ¢i blizkém okoli patefe, odstrafiuje se tumor ozafovanim. [2]
Nejedna se tedy o standardni druh 1é¢by. Navic je radioterapie Spojovana s dalSimi
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nedostate¢né odstranéni tumoru a jeho nasledny lokalni navrat. [1]

2.1.4.3 Limb-salvage surgery

Limb-salvage surgery (Koncetinu zachovavajici vykon) byl zaveden jiz v 70. letech
20. stoleti jakozto alternativa do té doby pouzivané amputace a v soucasné dob¢ je timto
zakrokem feSeno asi 95 % osteosarkomi. Jedna se o vykon, ktery musi byt velmi dobie

nacasovan a kterému musi predchazet fada slozitych vySetfeni, zahrnujicich CT, biopsii,



angiografii, magnetickou rezonanci, pozitronovou tomografii a dalsi. [1 a 12]
Limb-salvage surgery se sestava ze tii Casti. Prvni z nich predstavuje resekce tumoru
a okolni tkan¢, nasledné dochazi k rekonstrukci kosti pomoci rGznych implantata,
endoprotéz ¢i $tépi a nakonec se postizené misto piekryje svalovinou tak, aby zustala
zachovana motorika koncetiny. [1-2] Pacienti, ktefi podstoupili tuto operaci, Se pomérné
rychle vraceji Knormalnimu Zivotu bez vyraznéjSich problémt se zafazenim do
spole¢nosti, dosazenim vzd¢lani, v sexudlnim a partnerském Zivoté ¢i v zaméstnani. [14]
Nicméné bez vhodné chemoterapie by koncetinu zachovavajici vykon nebyl dostate¢né

efektivni 1é¢bou. [1]

2.1.4.4 Chemoterapie

Pted zavedenim chemoterapie byla Sance na pteziti osteosarkomu velmi mala. Lidé umirali
nejcastéji po resekci tumoru na jeho navrat nebo na plicni metastaze. [1] Z tohoto divodu
doslo k zavedeni chemoterapeutik, schopnych zmensovat velikost tumoru usmrcovanim
rakovinnych bunék, a to véetné makroskopicky nepozorovatelnych nadorovych lozisek.
Soucasna systémova chemoterapie efektivné potlacuje jak tumor samotny, tak jeho
metastaze véetné Skip metastazi, nicmén¢ jejim problémem zistava nedostatek specificity
proti rakovinnym bunkam. Chemoterapie tak s sebou nese mnoho akutnich i chronickych
zdravotnich problémd, toxicitu vuc¢i organismu a poskozeni tkani, jako je myokard ¢i
sliznice travici trubice; dale také zpusobuje naruseni vlasovych kotfinkd, ubytek
myelinovych pochev a podobné. [2] Chemoterapie se nasazuje ve dvou vlnach, ato
neoadjuvantné (pted operaci) a adjuvantné (po operaci). V 1é¢bé osteosarkomu jsou nejvice
pouzivany tyto latky: cisplatina (CDDP), methotrexat (MTX), adriamycin (ADM),
ifosfamid (IFOS), doxorubicin (DOX) a etoposid. Riuzna kombinace téchto

chemoterapeutik pak maximalizuje terapeuticky efekt. [15]

Cisplatina (CDDP) je pomérné¢ uc¢inné 1é¢ivo, nicméné pacientim zpusobuje fadu
zavaznych problému, napiiklad ztratu sluchu. Riziko nevratného poskozeni tohoto smyslu
je v nepifimé umére s vékem, ve kterém byl pacient cisplatiné exponovan. K uplné ztraté
sluchu dochazi postupné asi ulb5az 20 % détskych pacientt, pficemz celkem 40 %
pacientd zaziva behem 1éCby jeho zhorSeni. [16] Mezi dal§i zavazny vedlejsi ucinek
cisplatiny fadime nefrotoxicitu, zptsobenou snizenim c¢innosti glomerulu a naslednym
poskozenim tubularnich bunék. Vysledkem tohoto procesu je ztrata a nasledny nedostatek

iontd. Problémy s ledvinami se vyskytuji u 90 % léCenych. [15] Cisplatina rovnéz
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zpusobuje docasnou infertilitu muzt, pficemz stifedné silné davky cisplatiny vyvolavaji
neplodnost u 19 % muzi a vysoké davky az u 47 %. Obnova spermatogeneze nastava

Vv prub&hu péti let od dokonéeni 1é¢by u 80 % muzi. [17]

Doxorubicin patii mezi anthracykliny a pouziva se k 1é¢bé 60 % détskych rakovin. [18]
Anthracykliny zvysuji produkci volnych radikala, které poskozuji DNA, coz mize vést
ke vzniku dalsich nadort. [2] Doxorubicin a ostatni anthracykliny jsou navic kardiotoxické
a vyvolavaji tedy poSkozovani a usmrcovani bunék srde¢ni svaloviny. [15] Nasledkem
byva selhani srdce, jehoz ¢etnost u pacientli IéCenych doxorubicinem stoupa osmkrat oproti

bézné populaci. [18]

Pti 1é¢be osteosarkomu je Casto pouzivan methotrexat, ktery mize byt pii dlouhodobéjsi
expozici nebo pii administraci velkych davek pfi¢inou dermatitidy, mukoitidy, hepatitidy
a myelosuprese. Neurologické problémy spojené s myelosupresi zahrnuji zmény osobnosti,
proménlivost nalad (bezdiivodny smich az letargie), slepotu ¢i epilepsii. VétSina z téchto
negativnich G¢inki neni chronicka a objevuje se zpravidla po druhé nebo tieti davce.
K metabolizaci methotrexatu dochazi v ledvinach, kde pusobi nefrotoxicky. Poskozené
ledviny jej nedokazi dostate¢né odbouravat a methotrexat se tak hromadi v téle pacienta,

kde zaroven zvysuje miru ostatnich toxicit. [15]

K 1é¢bé rakoviny véetné osteosarkomu se jiz od 70. let 20. stoleti pouziva ifosfamid. Jeho
zavedeni markantné zvysilo Sanci pacientli na preziti, avSak s jeho metabolity je spojena
velka tada toxicit. Metabolizaci ifosfamidu Vv téle vznikd choracetaldehyd, ktery se
nasledné usazuje v ledvinach a zavaznym zpuisobem je poskozuje. V dusledku poskozeni
pak dochazi ke ztrate elektrolytd, soli, glukdzy a dalsich dilezitych latek. [19] U 20 % déti
léCenych ifosfamidem se navic objevuji zmény mentality, poruchy mozkovych funkeci,

zachvaty a dysfunkce muzskych i zenskych gonad. [15]

Lécivo etoposid se pouziva predevsim v kombinacnich terapiich s jinymi 1éCivy, jejichz
ucinnost dosahuje vysokych hodnot. Nicméné 1 etoposid je, stejné¢ jako ostatni
chemoterapeutika, spojen s fadou zdravotnich problému a toxicit, mezi které patii snizeni
poctu bilych krvinek a nasledné problémy s imunitou, akutni nevolnost, zvraceni, kozni

problémy (alopecie) a neurotoxicita. [20]



Potlaceni vedlejSich uc€inkd chemoterapeutik, poptipadé¢ vyvoj novych, SetrnéjSich
a zaroven ucinngjSich 1éCiv, predstavuje nejvyznamnéjsi oblast sou¢asného onkologického
vyzkumu. Farmaceutické firmy i staty vénuji na tyto ucely horentni finan¢ni sumy. Mezi
takové nové syntetizované latky patii napiiklad dexrazoxan, ktery je schopen inhibovat
akutni kardiotoxicitu anthracyklint, aniz by snizil jejich uc¢innost. Je schopen koordina¢né
vazat t¢zké kovy, které poskozuji bunky, a vychytavat volné radikaly. [15] Velmi slibnou
strategii v této snaze se zdd byt tzv. cilena 1éCba, kterd na rozdil od klasickych
chemoterapeutik selektivné zasahuje transformované rakovinné builkky a neposkozuje
zdravou tkan. Mnoho takovych 1€Civ se jiz dostalo do prvni faze klinickych testl. Jedna se
napiiklad o inhibitory receptoru vaskuldarniho endothelidlniho rastového faktoru VEGF
(inhibici blokuje angiogenezi tumoru), inhibitory NF-xB (nuclear factor kB) drahy, ktera je
nezbytnd pro diferenciaci a preziti osteoklastl, a prevdzné dal$i inhibitory bunéénych
signalnich drah ¢i monoklonalni protilatky. [21] Veédci zaroven zkoumaji 1écbu
osteosarkomu pomoci genové terapie. Ta spociva ve vneseni pozadované genetické
informace do nemocnych bunék bakterialnim plazmidem nebo pomoci viru. [2] K cilené
1é¢bé by mohly piispét také nanotechnologie, kde nanocastice slouzi jako nosi¢ 1éCiva,
které se z n¢&j uvolni az v misté nadoru. [22] Cilenymi 1é¢ivy muzeme vSak také nazyvat
rizné skupiny latek, napf. inhibitory cyklin-dependentnich kindz nebo inhibitory

proteazomu.



2.2  UBIKVITIN-PROTEAZOMOVY SYSTEM (UPS)

Proteazom je bunéény multiproteinovy komplex velky ptiblizné 2,5 MDa. Vyskytuje se
v eukaryotickych bunkach, kde zodpovida za degradaci proteint, at uz se jedna
0 poskozené a nepotiebné polypeptidy, regula¢ni proteiny, ¢asti signalnich drah ¢i
transkripéni faktory. V buiice se nachazi v cytoplazmé, jadre, [23] endoplazmatickém
retikulu a Golgiho aparatu. [24] Napomaha udrzovat proteinovou homeostazu bunky,
nebot’ je nedilnou soucasti mnoha dulezitych bunéénych procest, jako napi. aktivace
a inaktivace signalnich drah, regulace bunétného cyklu, starnuti buiiky, imunitni odpovédi
a expozice antigent, bunééna diferenciace i rust. [25] Poruchy a mutace proteazomu nebo
riznych ¢asti ubikvitin-proteazomového systému vedou ke vzniku zavaznych poruch, mezi
které patfi Parkinsonova choroba, atheroskler6za, Huntingtonova chroroba a dalsi
neurodegenerativni onemocnéni ¢i metabolické poruchy. [26-28] V buiikach se nachazi
velké mnozstvi dilezitych proteind, které proteazom Vv dané chvili degradovat nesmi. Aby
mohla buinka degradaci regulovat, musi piesné rozliSovat funkéni a potiebné proteiny od
proteint redundantnich. K této selekci slouzi v bunce relativné malé proteiny — ubikvitiny,
kterymi jsou proteiny uréené k degradaci oznaCeny. Mechanismus znaceni proteint
ubikvitinem pifedstavuje nesmirné slozity a komplikovany proces, ktery bude popsan az po
kapitole zabyvajici se strukturou proteazomu. Nescetné mnozstvi regulacnich proteint,
proteini rozpoznavajicich substraty a rozsahla plejada biologickych funkci a signélnich
drah, ve kterych je proteazom zapojen, ¢ini z UPS skute¢né slozity a komplexni bunéény

aparat.

Velmi zjednoduSené feceno, degradace proteinu probihd tak, Ze je protein pomoci
specifického souboru enzym oznaden nékolika molekulami ubikvitinu, tzv.
polyubikvitinovym fetézcem. Takto oznaCeny protein rozpoznavaji specifické
proteazomalni receptory, které iniciuji proces vedouci k rozStépeni vazby mezi
polyubikvitinovym fetézcem a proteazomalnim substratem. Nasledn¢ dojde za spotieby
ATP k rozvolnéni struktury proteinu a jeho naslednému vtazeni do proteazomu, kde

nastava degradace daného proteinu, tedy rozstépeni této makromolekuly na kratké peptidy.

2.2.1 Struktura proteazomu

Proteazom se skldda ze dvou zakladnich Casti. Jednak z proteolyticky aktivni Casti, ktera je

nazyvana 20S proteazom nebo také CP (core particle), a ¢asti regulacni — RP (regulation



particle). V klasickém pojeti proteazomu tvofi regulacni ¢ast proteazomu 19S, ale cely
proteazom vykazuje pomérné vyraznou strukturni heterogenitu, diky které zname rizné RP
s riznymi funkcemi (PA28, PA200 atd.). Kompletni 26S proteazom ma vlastné podobu
jakéhosi valce (CP), ktery je zakoncen z kazdé strany jednou RP, i kdyz CP a RP se

v bunkach vyskytuji také samostatné. [29]

2.2.1.1 Struktura a sloZeni 20S proteazomu (CP)

20S tvori katalytickou jednotku 26S proteazomu sestavenou z 28 podjednotek,
uspotadanych do ¢ty k sobé piilehlych heteroheptamernich prstenct. Ty vytvari
katalytickou komoru, v niz jsou proteiny degradovany. Tii katalyticka centra neboli aktivni
mista proteazomu se nachazeji na dvou vnitinich kruzich, nazyvanych B-kruhy. Kazdy
B-kruh je sestaven ze sedmi P podjednotek, pficemz aktivni mista se nachazeji na B1
podjednotce (hydrolyza vazeb pfedevsim na C konci aminokyselin), B2 podjednotce (Stépi
vazbu po lyzinu a argininu) ap5 podjednotce (Sté€pi nasledujici vazbu v fetézci po
hydrofobnich aminokyselinach). [30] Proteazom tedy degradované proteiny nerozklada na
jednotlivé aminokyseliny, ale na kratsi peptidové fetézce (Casto oligopeptidy), které jsou

V butice znovu vyuzity, nebo dale §tépeny peptidazami. [31]

Na dvojici B-kruhti naseda z kazdé strany jeden a-kruh, tvofeny sedmi a podjednotkami.
Tyto a-kruhy maji nékolik funkeci. Jednak se jejich pomoci RP piichycuje k 20S, a jednak
tvofi svymi N konci uzaviratelny kandl, ktery umoznuje vstup pouze t€m proteinim, které
maji byt degradovany. [31] V kazdé o podjednotce se nachazeji kapsy, do kterych jsou
zavedeny volné C koncové fetézce nasedajicich podjednotek RP. Tyto fetézce udrzuji RP
asociovanou s 20S a ovliviyji otevirani transloka¢niho kanalu. N konce a podjednotek
blokuji vstup do katalytické komory (dovoluji vystup pouze peptidim o délce sedmi
améné aminokyselin). C koncové fetézce, které jsou zavedeny do kapes
V a podjednotkach, vychéazeji z ATPazového kruhu 19S proteazomu (viz nize). Hydrolyza
ATP v ATPazach 19S iniciuje jejich konformacéni zmény, a ty se volnymi C konci
prevadéji do a podjednotek. Nasledna zména konformace piedstavuje rotaci a podjednotky
kolem glycinu 128 (Gly128), jejimz vysledkem je odstranéni volnych N koncti z prostoru
katalytické komory a umoznéni vstupu proteinu. [32] ATPazové C konce Vv kapsach

a podjednotek také vyrazné prispivaji ke stabilit¢ 26S proteazomu. [33]
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2.2.1.2 Struktura RP

2.2.1.2.1 19S proteazom (PA700)

19S proteazom piedstavuje multiproteinovy komplex, tvofeny dvéma segmenty. Prvnim

z nich je baze, ktera naseda na a kruh CP; druhy segment se pak nazyva viko.

Bazi tvoii 6 AAA ATPaz (Rptl, Rpt2, Rpt3, Rpt4, Rpt5 a Rpt6) a 4 dalsi proteiny (Rpnl,
Rpn2, Rpnl0 a Rpnl3), jejichz funkce neni zavisla na hydrolyze ATP. [34-35] ATPazy
umoznuji pfevedeni proteinu na jeho primarni strukturu, otevieni brany do katalytické
komory (rotace a podjednotek) a translokaci proteinu ptes kanal do katalytické komory
CP. [36] Tyto dé¢je jsou energeticky velmi narotné a na degradaci jednoho proteinu
spotiebuji ATPazy 300 az 400 molekul ATP. [37] Jednotlivé ATPazy v bazi 19S
proteazomu maji pravdépodobné rozdilnou funkci, napiiklad Rpt2, Rpt3 a Rpt5 ziejmé
zodpovidaji za otevirdni translokacniho kandlu. ATPazy jsou situovany
v takovych polohéch, Ze jejich rozmisténi zaujima tvar jakéhosi tocitého schodisté. Toto
usporadani ma pravdépodobné klicovy vyznam v posunu proteinu do Katalytické komory.
ATPazy prochazeji vlivem hydrolyzy ATP jedna po druhé postupnymi konformacnimi
zménami a posouvaji substrat do 20S proteazomu (CP). [38]

Mezi nejvétsi podjednotky proteazomu fadime ATP independentni proteiny Rpnl a Rpn2,
[39] které jsou uspoiadany do formy a-helikalnich toroidti umisténych sériové za sebou
uvnitt ATPazového prstence. Pravdépodobné spojuji misto vazby substratu na proteazom
s a podjednotkami CP, ¢imZ se podili na translokaci substratu. [40] Rpnl a Rpn2 dale
slouzi jako jakési leSeni pro dalsi proteiny — tedy misto, na které se mohou vazat. Na Rpn2
se tak naptiklad navazuje ubikvitinovy receptor Rpnl3, zatimco na Rpnl deubikvitinaza
(DUB) Ubp6. [39] Ubp6 piedstavuje dulezity enzym, ktery se podili na recyklaci
ubikvitinu a ktery ma dokonce schopnost inhibovat proteazomalni degradaci proteind. [41]
Rpnl3 tvoii na C konci 3 smyc¢ky z B skladanych listd, které nesou tzv. Pru domény
(pleckstrin-like receptor for ubikvitin) vazici ubikvitinovy Leu8, 1le44 a VVal70. Na svém N
konci Rpn13 naopak nese vazebné misto deubikvitina¢niho enzymu (DUB) Uch37, jehoz
prostiednictvim ziskava schopnost modifikovat (zkracovat) ubikvitinové fetézce
aregulovat tak proces proteinové degradace. [42] Uch37 ma vsSak dal§i vyznamné
regulacni role, kdy kromé& modifikace ubikvitinovych fetézch napiiklad potlacuje degradaci

substratti s malymi ubikvitinovymi fetézci. [43-44] Rpnl3 neni jedinym vazebnym mistem
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pro ubikvitin, kterym proteazom disponuje. Na vazbé ubikvitini se podili také podjednotka
Rpnl0, asociovana s proteazomem prostfednictvim proteinu Rpn2. Tento receptor

rozpoznava ubikvitin pomoci svych dvou a helikalnich ubikvitin-interagujicich mist. [39]

Druhou, mensi ¢ast 19S proteazomu, tvofenou pouze deviti podjednotkami, piedstavuje
tzv. viko. Nejdulezitejsi funkcei vika je pravdépodobné deubikvitinace substratu, jenz se pro
spravny prubéh proteazomalni degradace proteinii zda byt naprosto esencialni. Proteazom
sice rozpoznava svij substrat detekci polyubikvitinového fetézce, ale tento fetézec musi
byt od proteinu pred samotnou degradaci ze sterickych divodi oddélen. Délka
polyubikvitinového fetézce 4 ubikvitind totiz dosahuje pfiblizné 28 A, zatimco pramér
katalytické komory 20S proteazomu je asi pouze 13 A. [45] Velmi diilezitym proteinem
vika, ktery tuto funkci zajistuje, je DUB Pohl (u kvasinek Rpnll) obsahujici
metalloenzymovou doménu JAMM. [46] S timto poznatkem jsou konzistentni i nejnove&;jsi
vyzkumy, které ukazuji, ze se Pohl nachazi ptimo nad transloka¢nim kanalem tsticim do
20S proteazomu, coz zajistuje jeho kontakt s ubikvitinovymi receptory Rpnl10 a Rpnl3.
[38] Velmi podstatnou souc¢ast JAMM domény piedstavuje atom zinku. Ten na sebe vaze
dva histidiny (His70 a His72), nachazejici se na hlavnim f listu Pohl, dale glutamovou
nebo asparagovou kyselinu na druhém o helix Pohl a soucasné¢ molekulu vody, s niz je
spojena dalsi glutamova kyselina (Glu25) (viz Obr. 1), ktera tvofi soucast smycky mezi
prvnim a helix a druhym f listem Pohl. Zinek je pro fungovani aktivniho mista Poh1 zcela
zasadni. [46-48]

Obr. 1 — Struktura JAMM domény
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Pohl obsahuje celkem dva zinecnaté ionty. Mechanismus odstépeni probiha reakci zinku
s molekulou vody za vzniku hydroxidového aniontu OH’, ktery nukleofilné napada
izopeptidovou vazbu mezi ubikvitinem a proteinem urenym Kk degradaci. Glutamova
kyselina se nachazi v blizkosti zine¢natého iontu a funguje zde zaroven jako donor
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I akceptor elektront. [48-49] Timto mechanismem odstépuje Pohl ze substratu cely
ubikvitinovy fetézec najednou. Isopeptidazova aktivita potfebna pro deubikvitinaci Pohl

tedy zavisi na zine¢natém iontu (Zn*").

Cysteinové DUBY, tedy ty, které nemaji v aktivnim mist¢ kovovy iont, ale cystein, jsou
inhibovany vazbou ubikvitin-aldehydu, ktery blokuje cystein v aktivnim misté a DUBY pak
ztraceji svou funkci — nemohou deubikvitinovat proteiny. JAMM doména Pohl enzymu
vSak k témto inhibitortim vykazuje rezistenci, protoze v aktivnim misté neobsahuje cystein,
se kterym by ubikvitin-aldehyd mohl interagovat. [50] Na druhou stranu je ale JAMM
doména, respektive Pohl, inhibovatelnd napi. chelatory zinku TPEN (N,N, N’ N’-
tetrakis(2-pyridylmethyl)-ethylendiamin). Inhibice JAMM domény, dulezité pro
deubikvitinaci proteint, by zakonité¢ méla zablokovat cely proces ubikvitin dependentni

degradace. [51]

Deubikvitinace neni jedinou funkci, kterou Pohl v bufice zastavd. Ziejmé& rovnéz
zodpovida za stabilitu 26S proteazomu, vznik mnohocetnych rezistenci vici 1é¢ivim nebo
zvySovani exprese nékterych tyrozin kindz, které mohou podporovat proliferaci bunék
a zhorSovat prognoézu rakovinnych onemocnéni. Po umlcéeni genu pro Pohl (RNA
interference) vykazovaly bunky stejny fenotyp, jako buriky s inhibovanym proteazomem,
coz je pro rakovinnou bunku letalni stav. Pohl tedy pfedstavuje zajimavy cil

onkologickych vyzkumul. [52-53]

2.2.1.22 PA28 (11S)

PA28, neboli 11S, je jednou z né€kolika regulacnich ¢astic proteazomu. Tvoii ji ATP
independentni homoheptamerni nebo heteroheptamerni kruh, slozeny z kombinace tii
homologii: PA28a, PA28B a PA28y. Funkce této regulac¢ni podjednotky souvisi zejména
s funkci imunitniho systému, kde hraje proteazom s PA28 (n€kdy nazyvan také jako
imunoproteazom) nezastupitelnou roli, nebot' se uplatiiuje v prezentaci antigenti na
povrchu buriky pies MHCI molekuly. [39 a 54] K vytvofeni této regulacni ¢asti a k jejimu
nasednuti na 20S proteazom dochdzi na podnét imunitniho systému, a to konkrétné
pusobenim INF-y (interferon y). INF- y moduluje enzymatickou aktivitu 20S proteazomu
vyménou katalyticky aktivnich B podjednotek za jejich homology s pozménénou
hydrolytickou aktivitou, ktera je pro spravnou funkci imunitniho systému vyzadovana. [55]

Na tvorb¢ imunoproteazomu se podili pouze homology PA28a a PA28p.
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Vyskyt PA28y byl zaznamenan ptedevsim v jadrech nervovych bunék, kde predeslé dva
homology naopak chybi, pficemz jeho role v imunitnim systému nebyla pozorovana.
Experimenty potvrdily, ze PA28y ovliviiuje regulaci bunééného cyklu a apoptdzu, kterou
pravdépodobné inhibuje — nervové bunky pak maji hladinu tohoto proteinu zvySenou,
protoze jejich odumirani bez zavaznych davodid neni Zadouci. [54 a 56] ZvySena
koncentrace PA28y byla navic naméfena v nékterych nadorovych bunkach. [57] Funkce
PA28y spociva pravdépodobné v ubikvitin independentni degradaci proteind, vcetné

regulatorti bunééného cyklu. [58]

2.2.1.2.3 PA200

Tato RP se uplatiuje piedevsim pii bunééné reakci vici stresu a ma ulohu v procesech
opravy poSkozené DNA. Jedna se o pomérné velky multiproteinovy komplex (200 kDa),
ktery selektivné a ATP independentné zprostiedkovava hydrolyzu nékterych polypeptidu.
[59]

2.2.1.3 Clunkové faktory proteazomu

Clunkové faktory piedstavuji volné cytoplazmatické proteiny, které funguji jako receptory
ubikvitinu. Pfestoze nepatii mezi stalé soucasti protezomu, jsou pro jeho spravnou funkci
potiebné. Jedna se o proteiny Rad23, Dsk2 a Ddil. Clunkové faktory na svém C konci
obsahuji UBA doménu (ubiquitin associated domain), tvofenou tfemi o helixy, diky které
vazi molekuly ubikvitinu. Na N konci ¢lunkovych faktorii se naopak nachazi UBL doména
(Ubiquitin-Like Domain), prostiednictvim které tyto faktory, n€kdy také nazyvany
UBA/UBL proteiny, interaguji s proteazomem (pfes Rpnl, Rpnl0 a Rpnl3). Dalsi
domény, které se u clunkovych faktord vyskytuji, zajistuji jejich vyssi selektivitu
a specificitu a rovnéz slouzi jako regulacni signaly. [39] Soucasti proteinu Rad23 je LRR
doména (leucin-rich-repeat domain), ktera interaguje s Rpn proteiny. Clunkové faktory,
jakoZto substechiometrické ¢asti proteazomu (nemusi byt pfitomny v kazdém proteazomu),
zastavaji funkci dopravy ubikvitinem oznafenych proteinii k degradaci. [60] Podle jistych
teorii se vazi na konkrétni ubikvitin jesté pted jeho pfipojenim na substrat, a to pfes vazbu
s jeho specifickou ligazou. UBA/UBL proteiny tak maji dulezitou regulac¢ni funkci.

V cytoplazmé se mohou spojovat s dalSimi proteiny (napf. s volnym Rpnl0), a tyto

14



komplexy, stejné jako tfeba nadmérna exprese Rad23, stabilizuji polyubikvitinovy fetézec,

¢imz inhibuji proteazomalni degradaci proteind. [61]

Obr. 2 — Struktura a uskupeni 26S proteazomu
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19S5
Baze
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2.2.2 Ubikvitinace proteinii

Od objevu proteazomu stale zdstava nejasné, jakym zptsobem dokéaze tato struktura
rozpoznat proteiny urcené k degradaci od téch, které byt degradovany nemaji. Pfestoze
doslo k ¢etnym objeviim a k ¢astecnému objasnéni mechanismu této specificity, podstata
a puvodni pfi¢iny specifické degradace proteinti ziistavaji stale z velké ¢asti neznamé. Jiste
vSak vime, Ze proteazom rozpoznava ubikvitinové fetézce, kterymi jsou proteiny urcené

k degradaci oznaceny, svymi receptory Rpn10 a Rpn13. [62]

Protein ubikvitin byl objeven vroce 1975 skupinou védci pod vedenim doktora
Goldsteina. Jedna se o pomérné¢ malou molekulu, obsahujici pouze 76 aminokyselin, ktera
je lokalizovana prakticky ve vSech bunéfnych organeldch napfi€¢ vSemi organismy.
Ubikvitin ma velmi konzervativni strukturu [63] a jeho loha v buiice se podoba funkci
fosfatu. Jakozto soucast mnoha signdlnich drah zastupuje ubikvitin navic prostiednictvim
kovalentni vazby s proteiny roli znacky a bunécného signalu. Ubikvitinace proteint
ovliviiuje naptiklad bunécény cyklus, proces opravy DNA, translokaci molekul pfes
membrany a mnohé dalsi. [31 a 64] V procesu proteazomalni degradace zastupuji

dilezitou roli pfedevS§im polyubikvitinované fetézce o minimalni délce 4 ubikvitint.
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Ubikvitiny se na sebe nejcastéji navazuji pres Lys48 predchoziho ubikvitinu. Byla vSak
potvrzena existence i dalSich typa fetézct (napf. pripojeni ubikvitini pies Lys63)
sruznymi funkcemi, délkou a prostorovym usporadanim. Kazdy typ fetézce miize
predstavovat jiny signal, tfeba jiz zminénou degradaci, ale také jadernou translokaci a dalsi
bunécné funkce. Ubikvitinovy systém je navic nesmirné dynamicky, takze se tyto signaly
mohou neustdle ménit, upravovat a pretvaret, ¢asto Vv zavislosti na kontextu bunécné
situace a vnitinich i vnéjSich podminkach. [65] Mezi dulezité piedpoklady funkénosti
ubikvitinace patii specificita vazby ubikvitinu na proteiny, jeho vazba do spravného mista
a v dostatecném mnozstvi pro dany signal ¢i funkci. To zajiStuji specializované enzymy,

které nazyvame E1, E2, E3 a E4 ligazy. [31, 44, 62, 63]

Prvnim krokem ubikvitinace je aktivace C konce ubikvitinu ubikvitin aktivaénim enzymem
El. V aktivnim misté E1 enzymu se nachazi cystein, mezi jehoz postrannim fetézcem
a C koncem ubikvitinu vznikd za hydrolyzy ATP thioesterovd vazba, ¢imz je ubikvitin
aktivovan. Nasledné dochazi k ptenosu aktivovaného ubikvitinu pomoci transthiolace na
cystein ubikvitin konjuga¢niho enzymu E2, ktery se u ¢lovéka vyskytuje asi v 50 riznych
variantach. E2 enzymy pienaSeji aktivovany ubikvitin na substrat pomoci specifické
E3 ligazy, ktera je na tento substrat navdzana. Existuji dvé skupiny E3 ligaz. Prvni skupina
obsahuje HECT (homologous to E6-associated protein C terminus) doménu. Tyto
E3 ligazy piebiraji ubikvitin z E2 enzymu na sviij vlastni cystein a v zapéti jej predavaji na
substrat. Druhou skupinu pifedstavuji E3 ligazy obsahujici RING (really interesting new
gene) doménu. RING-doménové E3 ligazy vazi E2 enzymy prostfednictvim RING
domény takovym zpisobem, ze dojde k ptiblizeni ubikvitinu vazaného na cysteinu E2
enzymu k patfiénému mistu substratu, kde ma byt ubikvitin navazan. Nakonec nasleduje

samotny prenos ubikvitinu. [62, 65, 66]

V soucasné dob¢ je znamo asi 600 E3 ligdz. Jedna se o enzymy s vysokou substratovou
specificitou, zasadni pro spravnou, selektivni a adekvatné¢ regulovanou ¢innost
proteazomu. [62, 65, 66] Jak jiz bylo zminéno, proteiny uréené k degradaci jsou oznaceny
polyubikvitinovym fetézcem, pficemz ubikvitiny se v tomto fetézci spojuji prosttednictvim
izopeptidové vazby mezi lyzinem pfedchoziho ubikvitinu (nejCastéji Lys48)
a aktivovanym C koncem (glycin) ubikvitinu pfichazejiciho. RING doménové E3 na tento
lyzin (distalni lyzin jiz navazaného ubikvitinu) ptidavaji ubikvitin stejnym zplisobem jako

na substrat samotny, tedy pifimo z E2. Podle jedné teorie ziistdva E2 spojen s E3 a ostatni
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E2 pak navazuji na komplex E3-E2-substrat-ubikvitin dal§i ubikvitiny. [67] U HECT
doménovych E3 je polyubikvitinovy fetézec seskladan na cysteinu E3 ligazy, nacez je cely
pfenesen na substrat [68]. Pribéh ubikvitinace schematicky znazorfuje nasledujici obrazek

(Obr. 3),

Obr. 3 — Schéma prubéhu ubikvitinace proteinu

ATP AMP + PPi

-0 —

V elongaci ubikvitinového fetézce mohou byt zapojeny jest¢ E4 konjugacni enzymy. E4 se
uplatiuji jak v degradacnich, tak i v regulacnich procesech. Vyznacuji se totiz schopnosti
prodluZzovat fetézce na monoubikvitinovanych substratech, ¢imz oznacuji dany protein
k degradaci, nebo inhibovat jejich signalni funkci. Charakteristickym znakem E4 enzymu
je ptitomnost U-box motivu na jejich Ckonci. Jedna se o utvar slozeny ze
70 aminokyselin, které jsou uspotfadany do struktury podobné RING doménég. Podle jedné
teorie nedokazi HECT E3 ligazy ze sterickych divodii vytvofit polyubikvitin, a proto
vyuzivaji elongacni aktivity E4 ligaz. Navic je zndmo, Ze pro funkci vétSiny E4

konjugacnich enzymu je nezbytna piitomnost E1, E2 i E3 enzymd. [69]

Ptesto, ze mechanismus ubikvitinace byl z ¢asti odhalen a naSe poznani se v tomto odvétvi
stale dynamicky rozviji, zistava nadale nepoznané, jakym zplsobem specifické E3 ligazy
rozpoznavaji sviij substrat. Na proteinech, které maji byt degradovany, se pravdépodobné

vyskytuje urcity signal, ktery je k ubikvitinaci (resp. k degradaci) ptedurcuje. Takovy
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signal se nazyva degron. Jako degron muze piisobit napi. specifickd aminokyselina na
N konci substratu; mnohem vyraznéji degron pusobi v piipadé volného N konce proteinu,
protoze takovy signal je pro E3 ligdzu ze sterickych divodii vyhodnéjsi. Pro Zivotnost
proteinu je rozhodujici povaha jeho N konce, respektive aminokyseliny, ktera se na ném
vyskytuje, a jeho celkové prostorové uspotradani. [71-72] Naptiklad jedna podjednotka
kohezinu (Sccl) méa na svém N konci arginin, jehoZ rozpoznani vede k degradaci, ktera
umoziuje nasledny rozestup chromozomt. Proteiny, které nemaji byt degradovany (napf-.
nove syntetizované proteiny), maji podle této teorie na svém N konci stabilizacni jednotku
- methionin. Pokud by mé¢l byt takto chranény protein degradovan, dojde pravdépodobné
k odstépeni methioninu a vzniku degronu. Byly zaznamenany idalsi typy degrond.
Naptiklad pro degradaci cyklind a CDK inhibitor vznika degron fosforylaci specifickych
serinovych a treoninovych jednotek. Ulohu ubikvitinace uréuje poloha degronu, udavajici
misto ubikvitinace, a tak ¢astecné i typ polyubikvitinového fetézce. [73] V soucasnosti
zacina byt stale vice patrné, ze degron mize mit mnohem vice podob a pfi jeho rozpoznani

¢1 vzniku hraje velkou tlohu celkovy stav buiky.

2.2.3 Deubikvitinace

Deubikvitinace pfedstavuje regulaéni proces spocivajici v odstranéni ubikvitini
a polyubikvitinovych fetézcti z proteint,, ktery zprostiedkovavaji enzymy nazyvané
deubikvitinazy (DUBY). V lidském organismu jich bylo doposud objeveno piiblizné¢ 100.
[44] Deubikvitinace neni jen dulezitd pro ubikvitin-dependentni funkci proteazomu, jak jiz
bylo zminéno dfive, ale také pro dal§i bunécné déje. [73] Na proteazomu se nachazi hned
nékolik deubikvitinaz, které ze substratu odstépuji polyubikvitinové fetézce a ubikvitiny.
Nejvyznamnéjsi s proteazomem asociované DUBYy jsou Pohl (Rpnll), Uch37 a Ubp6.
[39] Uch37 a Ubp6 pravdépodobné funguji jako jakési ,,Casovace” proteazomalni
degradace. Po navazani ubikvitinovaného substratu na proteazomalni ubikvitinové
receptory zacnou tyto DUBYy postupné odStépovat z polyubikvitinového fetézce jednotlivé
molekuly ubikvitinu. Pokud Pohl nedokaZe substrat dostatecné rychle deubikvitinovat,
dojde vlivem Uch37 a Ubp6 ke snizeni poctu ubikvitinii a k uvolnéni substratu
z proteazomu. Antagonistickou funkci k Uch37 a Ubp6 ma s proteazomem asociovany E4
enzym Hul5, ktery je naopak schopen ubikvitinové fetézce prodluzovat a udrzovat tak

substrat na proteazomu déle. [74]
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Deubikvitindzy neovliviluji pouze degradaci proteind, ale prakticky vSechny d¢&je,
ve kterych je zahrnuta ubikvitinace. To znamena bunécény cyklus, proces opravy DNA,
stresové reakce, endo a exocytdzu a navic umoznuji velmi dilezitou recyklaci ubikvitinu
(odstépeny ubikvitin z jednoho proteinu muze diky recyklaci ubikvitinovat dalsi protein).
Deubikvitinazy mohou byt dokonce kdédovany v genomech patogent, které jejich
prostfednictvim blokuji bunéénou ubikvitinaci a ovliviiuji tak stav hostitelské bunky ve
svlj prospéch. [44, 49, 75] Deubikvitinazy jsou déleny do péti zdkladnich proteinovych
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]

Kromé metalloenzym, jejich ¢innost je zavisla na Zn?*, a o kterych jsem se zmitioval jiz
dtive, [48] maji vSechny znamé DUBy ve svém aktivnim misté cystein. [44] Jejich aktivita
zavisi na sekvenci celkem tfi aminokyselin vcéetné onoho cysteinu. Histidin sousedici
s cysteinem snizuje jeho pKa a umoziuje mu nukleofilné reagovat s izopeptidovou vazbou
mezi ubikvitinem a znaCenym proteinem. Treti dilezitd aminokyselina aktivniho mista,
Casto asparagin nebo kyselina asparagova, polarizuje histidin. Pfestoze polarizace histidinu
je pro jeho funkci dillezitd, nemusi byt aminoskupina s polarizacni aktivitou pfitomna
uvSech DUBU. Deubikvitinace zacind ods$tépenim aminoskupiny lyzinu, nacez se
karboxylova skupina ubikvitinu kovalentné navaze k aktivnimu cysteinu, coz vede ke
vzniku tzv. acylového intermediatu. Negativni ndboj vznikajici odtrzenim amino skupiny
vyrovnavaji vodikové donory a zbytek molekuly vody poté hydrolyzuje acylovy
intermediat, coz vede Kk uvolnéni ubikvitinu. [76] Proces, kterym z proteinti odstrafuji

ubikvitin deubikvitinacni metalloenzymy, byl popsan vyse.

Aktivita deubikvitindz je v bunice komplikované a velmi piesné regulovana, nebot
deregulace jejich Cinnosti mize piedstavovat pfi¢inu vzniku rakoviny, tedy zvySenou
hladinu onkoproteinli nebo naopak snizenou hladinu onkosupresorovych proteind, a fady
dalSich vaznych onemocnéni. [1] Deubikvitindzy asociuji s dalSimi proteiny a stavaji se tak
soucasti velkych multipodjednotkovych proteinovych celki. Takovych proteinii zndme
témer 800, pricemz jejich funkce spociva predevsim v regulaci deubikvitindzové aktivity.
Jednim z takovych celkd je napi. proteazom. [73] Katalytickou aktivitu s proteazomem

asociovanych DUB# (Pohl, Rpnl, Uchl3, Ubp6) znacné ovliviiuje jejich vazba na
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proteazom a mnozstvi volného ubikvitinu v cytoplazmé. Na regulaci DUBU se podili také

dalsi faktory, jako je fosforylace ¢i jejich bunécna lokalizace. [44 a 49]

2.2.4 Degradace proteini nezavisla na ubikvitinaci

Ptestoze se proteazom ucastni obrovského mnozstvi déji, signalli a procestt zahrnutych
Vv ubikvitina¢nich drahach a ubikvitiny jsou pro jeho funkci zasadni, neznamena to, ze by
byly vSechny funkce proteazomu na ubikvitinech a ubikvitinaci zcela zavislé. Bylo
zjisténo, ze proteazom je schopen degradovat proteiny i bez jejich ubikvitinace. Jedna se
piredevSim o substraty navazané na adaptorové proteiny nebo poskozené, Casto toxické
polypeptidy, mezi které patii zoxidované proteiny, proteiny staré a proteiny s rozvolnénou

strukturou. [39 a 77]

Pokud se butika nachazi v oxidativnim stresu, je ubikvitinace proteind siln€ potlacena,
nebot’ dochazi ke glutathionaci aktivniho mista E1 a E2 enzymd. [78] Navzdory tomu, ze
proteiny nemohou byt ubikvitinovany, proteazomalni degradace proteinti pokracuje. [79]
Rpn10 na ubikvitinovém fetézci detekuje aminokyseliny hydrofobni povahy Leu8, Ile44
a Val70. [80] Oxida¢ni poskozeni proteinu se projevuje pievazné rozvolnénim jeho
struktury, pficemz dojde k odhaleni nékterych vnitinich hydrofobnich ¢asti, které muze
Rpn10 detekovat stejné jako hydrofobni fetézec ubikvitinu. Nasledn¢ dochazi k degradaci
proteinu bez spotieby ATP. To znaci, Ze degradaci poSkozenych proteint zprosttedkovava
volny 20S protreazom, ktery ATPazovou aktivitu zcela postrada. [77 a 79] Proteazom se
také pravdépodobné podili na procesu starnuti. Za normalnich podminek totiz degraduje
poskozené proteiny velmi efektivné; pokud vSak buiika starne, poskozené proteiny se v ni
hromadi, coz by mohlo naznacovat snizenou aktivitu proteazomu. [79 a 81] Akumulace
toxickych proteini miZze vést také mnapfiklad krliznym neurodegenerativnim

onemocnénim, jako je Alzheimerova ¢i Parkinsonova choroba. [82]

Starnuti proteini doprovazi mnoho projevl, vétSinou se vSak jednd o deamidace
aizomerace aminokyselin. Pomoci CaM (calmodulin) proteinu bylo experimentalné
potvrzeno, ze degradace starych proteini je ATP dependentni a ucCastni se ji
pravdépodobné 26S proteazom. Aktivni misto CaM proteinu vykazuje zavislost na
aspartylech. Pokud dojde k jejich poskozeni, neni protein schopen efektivng vazat Ca®,
coz se projevuje jeho nestabilitou a naslednou degradaci. CaM proteiny s funkénim

aktivnim mistem 1 CaM s aktivnim mistem nefunkénim vykazuji totoZnou miru
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ubikvitinace, nicménd v piipadé poskozenych proteinti neschopnych vazat Ca** dochazi
K podstatn¢ vyssi intenzité degradace. [83] K podobnému zavéru dosel i Benaroudi a kol.
ve své publikaci z roku 2001, v niZ je popsana ubikvitin-independentni a ATP dependentni
26S proteazomalni degradace denaturovaného ovalbuminu, piestoze byl ovalbumin ve
fyziologickém stavu K degradaci imunni. [84] Proteazom tedy vykazuje schopnost
degradovat staré, poskozené, denaturované a rozvolnéné proteiny nezavisle na
ubikvitinovém signalu, coz mu umoziuje rychle reagovat na zmény podminek a stresové

situace a udrzovat tak proteinovou homeostazu burky.

2.25 Kompletni a ¢astecna degradace vicepodjednotkovych substrati

Pro kompletni degradaci vicepodjednotkového substratu postacuje ubikvitinace pouhé
jedné jeho podjednotky. Polyubikvitinovana podjednotka mé funkci jakéhosi pomocného
(adaptérového) proteinu, ktery ostatni podjednotky dovede k proteazomu a nasledné zahé;ji
jejich degradaci. Samotna polyubikvitinace vSak k iniciaci degradace nestaci, je proto
degradace. V podstaté se jedna o rozvolnénou ¢ast proteinu, ktera mize byt vtazena do
utrob proteazomu. Ke kompletni degradaci vicepodjednotkového substratu dochazi pouze
vyuzivaji napt. nékteré papillomaviry. Jejich E7 protein se vaze na RB protein (vyznamny
tumorsupresor), nasledné je ubikvitinovan, ¢imz ptivede k degradaci i RB protein.

Vysledkem miize byt nddorova transformace buiky. [86]

Bunka vyuziva tohoto modelu proteazomalni degradace proteini i obracené, pro tzv.
Castetnou degradaci. Castena degradace neni v buiice vyjimeénym dé&jem, naopak tvoii
zaklad pro mnoho dileZitych signalnich drah, jako je napt. funkce jaderného faktoru xB —
NF-kB, o kterém se zminim pozdgji. Caste¢na degradace piedstavuje kli¢ k degradaci jen
jedné podjenotky urc¢it¢tho multiproteinového komplexu. Ostatni podjenotky musi mit
signalt. Stop signdl je vlastné velmi pevné a uzce stazend doména na polypeptidovém
fetézci, ktera brani jeho degradaci. V piipadé NF-kB dojde pouze k degradaci inhibitoru
kB (IkB), ¢imZ se na n¢j navazany transkripéni faktor uvolni do cytoplazmy a miize

podstoupit jadernou translokaci. [39 a 85]

21



2.3 SIGNALNI DRAHA NF-kB

NF-kB je velmi slozita a multifunkéni signalni dréha. Jeji aktivace, deaktivace a regulace
ptrenosu signalu interferuje s ubikvitin-proteazomovym systémem a vede tak ke kontrole
exprese celé¢ tfady genu, které jsou zapojeny napf. do procesu zrani bunék, jejich
diferenciace, vyvoje organismu jako celku ¢i apoptozy. Velkou mérou se rovnéz podili na

zanétlivych reakcich imunitniho systému i na reakci buiiky vici stresu. [87]

2.3.1 Struktura NF-xB

Zakladni kameny této kaskady predstavuji proteiny RelA (zvany také p65), RelB, c-Rel,
NF-kB1 (p5S0/p105) a NF-xB2 (p52/p100). Proteiny p100 a p105 funguji jako prekurzory
funkénich proteini p50 a p52. Pro proteiny patfici do Rel proteinové rodiny je
charakteristicky 300 aminokyselin dlouhy Rel homologni region (RHR). Tento region tvofi
dvé domény, jednu v podobé smycek — NTD (N-terminal domain), zodpovédnych za
specifickou vazbu na DNA, a doménu CTD (C-terminal domain), prostfednictvim které se
tvoii proteinové dimery a kterd se dale podili na nespecifické vazbé na DNA. Mezi
soucasti Rel protein patii také transaktivaéni doména TAD a NLS (nuclear localization
site) misto. Aby nedochdzelo k samovolné interferenci mezi transkripénimi faktory
a DNA, jsou tyto proteiny udrzovany v neaktivni formé. Neaktivni Rel proteiny se
vyskytuji v cytoplazmé ve form¢ homodimeri nebo heterodimerii s navazanym

inhibitorem, pfi jejichz tvorbé se uplatiiuje pravé RHR. [88]

Na RHR se svou ARD doménou (ankyrin repeticni doména) vaze protein IkB
(inhibitor-kB), ktery stabilizuje dimery Rel proteini a piekryva DNA vazebné misto RelA
podjednotky, ¢imZ brani nasednuti transkripéniho faktoru na DNA. Jsou zndmy celkem
3 druhy IkB proteint: IkBa, IkBp a IkBe. IkB se pfipojuje na dimery obsahujici alespon
jeden RelA protein, poptipadé c-Rel. Jako inhibitory transkripénich faktortt mohou slouzit
i proteinové prekurzory pl00 a pl05. K aktivaci transkripéniho faktoru je nezbytna
disociace IkB z proteinového dimeru, popiipadé¢ jeho degradace. Prvni signal, ktery
predchazi degradaci, pfedstavuje fosforylace inhibitoru IxB proteinovym komplexem IKK
(IxB kinaza). Tento komplex je sloZen ze tii podjednotek, konkrétné kinaz IKKa, IKKf a
regulacni podjednotky NEMO (IKKYy). [88-89]
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Jakozto draha s pleiotropnim efektem zahrnuje NF-xB velké mnozstvi aktivacnich signala
a slozity systém regulac¢nich molekul. NF-«kB ¢ita dvé rozdilné drahy, lisici se jak svym

spoustécim mechanismem, tak i pribéhem a bunécnou odpovédi.

2.3.1.1 Kanonicka (klasicka) NF-kB draha

Kanonicka draha NF-kB muize byt aktivovéana intraceluldrnimi a extracelularnimi ligandy,
jako napfiklad cytokiny, TNF (tumor necrosis factor), IL-1 (interleukin 1), podrazdénim
TLR (Toll-like receptor) a jinych receptord pro antigeny, bakteridlnimi ¢i viralnimi
lipopolysacharidy, ale rovnéz hypoxii, poskozenim DNA a rtiznymi stresovymi faktory.
Kanonickd NF-kB drdha hraje zésadni roli pfedevSim ve spravné funkci imunitniho
systému. Kli¢ovy krok pro jeji spravny prubéh predstavuje aktivace IKK. IKK komplex je
aktivovan NEMO dependentni fosforylaci, na niz se podili velké mnozstvi proteinti véetné
ubikvitinu. [90-91] Aktivovany komplex IKK se nasledné za ucasti transaktivaéni domény
TAD navaze na IkBa, ktery fosforyluje na Ser32 a Ser36. Tato fosforylace signalizuje
zahajeni polyubikvitinace IkBa prostfednictvim specifické E3 ligdzy, nacez
se polyubikvitinovany IxkBa stavd substratem pro 26S proteazom. Nasledkem degradace
inhibitoru IkBa se uvolituje dimer Rel proteint (p50:p65) ve své aktivni formé, ve které
neni RHR ptfekryt ARD doménou, a translokuje se do jadra, kde muize spustit expresi
potiebnych genl. K vazbé na specifické misto DNA (kB misto) musi alespoil jeden ¢len

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

2.3.1.2 Nonkanonicka (alternativni) NF-kB draha

Nonkanonické draha je specifictéjsi nez draha kanonicka a ovliviiuje metabolismus kostni
diené, lymfoidni organogenezi, diferenciaci bunék v epiteliarni tkani a maturaci
dendritickych bun€k a T-lymfocytd. Aktivace této alternativni NF-kB drahy probiha
odlisnym zpusobem. Je NEMO independentni, zahrnuje jiné signdlni molekuly, a také vede
k uvolnéni a aktivaci jiného transkripéniho faktoru, konkrétné pS52:RelB. Aktivace
nonkanonické drdhy probihd pomalu, protoZe je spojena se syntézou signdlnich proteint
de novo a zahrnuje také jejich akumulaci. Za jeji aktivaci zodpovidaji napiiklad receptory

CD40, lymfotoxinové B receptory a dalsi. [91-93]
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2.3.2 NF-xB signalni draha a rakovina

Jedna se o velmi dulezitou drahu, jejiz deregulace ma spojitost se vznikem zavaznych
onemocnéni, coz potvrzuje fakt, Ze je v mnoha rakovinnych buiikach NF-kB konstitutivné
aktivni. [94] Jeden z prvnich naznaki zapojeni NF-kB drahy do vzniku a pribéhu
rakovinnych onemocnéni ptedstavuje pfitomnost Rel proteinli, vykazujicich homologii
kv-Rel proteinu, jenz je povazovan za potencionalni onkoprotein ptaciho
retikuloendothelidlniho viru, a také zapojeni nékterych dalSich onkoproteinti do regulace
této signalni drahy. [95] Navic bylo zjisténo, Ze rakovina mize mit spojitost s chronickym
zanétem, zpusobenym praveé deregulaci signalni drahy NF-kB a jeji konstitutivni aktivitou.
NF-kB ovliviiuje fadu dulezitych bunéénych pochodi, mezi néz patii i fizeni apoptozy.
Zda bude mit draha proapoptoticky nebo antiapoptoticky efekt zavisi na jeji presné
regulaci a buné¢ném kontextu. [96] Spatna signalizace a deregulace drdhy NF-kB miize
namisto ochrany buniky vést az k zvySené proliferaci, produkce antiapoptotickych protein,
zahajeni tvorby metastazi, bunééné adhezi, angiogenezi a dokonce zmény aerobniho

metabolismu v anaerobni. [97]

Je paradoxni, Ze NF-kB vykazuje tumorsupresorovou aktivitu, a to jednak svou
proapoptotickou funkci a jednak interferenci se signalnimi drahami spojenymi s p53
proteinem. [96] Drdhu NF-kB i drdhu proteinu p53 aktivuje stres ¢i poskozeni DNA.
Indukce tvorby p53 proteinu dokonce mize vést k IKK independentni aktivaci NF-«kB
drahy. [98] Zahajeni apoptozy vyzaduje aktivaci NF-kB, pifestoze se jedna o majoritné
antiapoptotickou drahu, zatimco p53 protein méa proapoptoticky ucinek a dokaze zastavit
bunécny cyklus. Protein p53 ziejm& moduluje aktivitu proteinu p52, ktery je nasledné
schopen inhibovat cyklin promotor D1. [99] Podle jedné z teorii dojde aktivaci NF-xB
drahy p53 proteinem k vazbé komplexu aktivniho transkripéniho faktoru a p53 do
vazebného mista na DNA a nasledné transkripcni inaktivaci NF-kB dependentnich gend.
[98] NF-kB tak nefunguje proapoptoticky piimo (protoze jeji aktivita je antiapoptoticka),
ale zastavuje expresi antiapoptotickych produktd. [95] Rakovinné bunky navic diky této
draze ziskavaji resistenci vic¢i aplikovanym protirakovinnym lé¢iviim. [100] Z téchto
informaci vyplyva, ze NF-kB je velmi slozity, propleteny a komplikovany systém spojeny
s obrovskym mnozstvim dalSich drah, jehoz reakce zna¢né ovliviiuje kontext a celkové

fyziologické podminky buniky v komplexnim métitku. [97]
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2.3.3 NF-kB jako cil protinadorové 1écby

Vzhledem k funkcim NF-«xB drahy, jako je vliv na bunéény metabolismus, odolnost buiky
proti apoptoze, indukce zanétli vedoucich az k rakovinnému bujeni, regulace bunécného
cyklu, podpora angiogeneze a mnozeni bunék ¢i ziskavani resistence k 1éCivim,
a vzhledem k pfitomnosti konstitutivné aktivni drahy v transformovanych bunkéch se

inhibitory NF-xB drahy staly slibnou zbrani v boji proti rakoving.

In vitro i in vivo experimenty potvrdily, Ze inhibice NF-kB vede k vyznamnému zvySeni
cytotoxicity tumorsupresiv a k zabranéni vzniku rezistence vuc¢i béznym 1é¢ivim. [100]
V téchto experimentech se vétSinou prokézal i cytotoxicky efekt inhibitorit NF-«B, které
byly schopny nadorové buinky usmrtit, jako napt. disulfiramové komplexy s médi. [101]
Hlavni uplatnéni najdou tyto latky pravdépodobné spiSe v kombinovanych terapiich, i kdyz
u jiz zminénych komplexti disulfiramu s médi byla zaznamenana vysoka cytotoxicka
aktivita i bez pridani dal$ich latek. [102] Inhibitory NF-xB zasahuji a blokuji signalni
dréhu na mnoha trovnich. Miize se jednat o inhibitory IKK, inhibitory proteazomu, ktery
je zde dulezity pro uvolnéni aktivniho transkripéniho faktoru, nebo také inhibitory vazby
transkripéniho faktoru NF-kB na DNA. [103] V 1écbé rakoviny se ukazaly jako
nejefektivnéjs$i praveé inhibitory proteazomu, protoze jejich komplexni efekt ptisobi na
buiku mnohem agresivnéji. [100] Neni mozZné brat tyto vysledky dogmaticky a je jisté
zapotiebi dal$iho zkoumdni uz jen proto, Ze inhibitor proteazomu bortezomib signalni
drahu NF-kB navzdory vesker¢ teorii aktivuje. [104] Jeden z experimentll navic ukazuje,
ze inhibice NF-kB rakovinné bunky nezabiji. Luedde a jeho spolupracovnici v ném
zkoumali, co se stane s mySmi s deleci genu pro NEMO, tedy s trvale inaktivovanou NF-
kB drahou. Podle diivéjsich teorii by tyto mySi mély byt rezistentni ke vzniku a rozvoji
rakoviny, nicméné u nich naopak doslo ke spontannimu vzniku karcinomu jater. Buiiky
s inaktivovanou NF-kB drahou jsou totiz nachylné k samovolné apoptdze a jejich smrt
zpusobi v jatrech zanét a aktivaci repara¢nich mechanismi. Jaterni bunky proliferuji za
ucelem opravy tkan¢, ale zanét je udrzuje pod silnym oxidaénim stresem, coz v téchto
podminkach vede ke vzniku velkého mnozstvi mutaci, které mohou zpisobit transformaci
bunék. [105] Zminény experiment ukazuje, Ze je tfeba brat efekty léCiv a jejich

mechanismus u¢inku skute¢né v Sirokych souvislostech.
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24  INHIBICE PROTEAZOMU

Zvyse uvedenych informaci vyplyvd, Ze proteazom predstavuje nesmirné¢ dualezity
bunécny aparat. Zodpovida za degradaci starych a poskozenych proteinii, nepotiebnych
proteinti a degradaci riznych komponent mnoha signdlnich drah. Svym vlivem na tyto
drahy miize ovladat bunécny cyklus, vyvoj a diferenciaci bun¢k, produkci prozanétlivych
a protizanétlivych latek, apoptdzu, antigenni prezentaci a celkovou homeostazu buiiky.
Jeho tloha je pro zivot zkratka natolik nezbytnd, az se mize zdat, ze jeho inhibice musi
neodvratné skoncit toxicitou a smrti organismu. [106-107] Poruchy funkce proteazomu se
také skutecné projevuji fadou zdravotnich problémil, jako jsou revmaticka onemocnéni,
srde¢ni dysfunkce, neurodegenerativni poruchy, kachexie a mnohymi dal§imi. Zadné
naruseni proteazomalnich funkci vSak nebylo objeveno u onkologickych nemoci, coz by
mohlo naznacovat, Ze proteazom je pro zivot nddorovych buné€k zcela nezbytny. [108] Tato
mySlenka se také experimentdlné prokazala. K usmrceni nadorovych bunék stacila
koncentrace aldehyd-peptidového inhibitoru proteazomu 340x mensi nez k usmrceni
bun¢k zdravych. [109-110] Existuje hned nckolik teorii vysvétlujicich tak vysokou
citlivost nddorovych bun¢k k inhibici proteazomu. Nelze se ale ptiklonit pouze k jediné
teorii, protoze proteazom je multifunkéni struktura, jejiz inhibice zasdhne spoustu
signalnich drah a bunéénych déji. Navic je nutné brat v potaz skuteCnost, Ze mechanismy
ucinku a efekty na zasazenou bunku se u jednotlivych inhibitord proteazomu mohou velmi
liSit, nebot’ inhibuji s riznou aktivitou rizné proteazomalni podjednotky a interferuji

s dal§imi rozdilnymi bunéénymi proteiny.

2.4.1 Antiangiogeneze

Normalni zdravé bunky ptisné reguluji své angiogenetické signalni drdhy a udrzuji je
inaktivované. Angiogeneze je vyuzivana pouze K rustu opravé tkani, kdy pfi poranéni
dojde ke spusténi angiogenetickych signalnich drah a ke kontrolovanému rdstu cév.
V transformovanych nadorovych buinikach vSak dochéazi k deregulaci téchto drah, coz
umoznuje malignim buiikdm vytvatet si vlastni cévni systém. Prokrveny nddor ma lepsi
pfistup k Zivinam a muze se rychleji rozvijet. Inhibice proteazomu zastavuje
angiogenetické drahy, a tim poskozuje nador, zpomaluje jeho rist, mizZe jej senzibilizovat

k dalsim 1é¢iviim a zpisobit odumirani transformovanych buné¢k. [111]
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2.4.2 Zablokovani bunécného cyklu

Rakovinné bunky se nekontrolovatelné déli, pfi¢emz se tato rychlé proliferace stava jejich
silnou strankou i slabosti. Jinak feceno zivotnost rakovinnych bun¢k zavisi na rychlém
prochazeni bunéénym cyklem. Proteazom zodpovida za degradaci cyklint, kterd néasleduje
okamzité po prechodu z jedné faze bunécéného cyklu do druhé, a tim umoznuje vyvijejici se
bunice dal§i progres. Pokud dojde k inhibici proteazomu, nenastdvd tato degradace
abunécny cyklus se zastavuje, stejné jako proliferace nddorovych bunék. Zastaveni
bunécného cyklu navic umocniuje stabilizace inhibitorii cyklin-dependentnich kinaz

(CDKI), které maji rovnéz nezastupitelnou roli v negativni regulaci bunétného cyklu.

[112-113]

2.4.3 Upregulace proteinu p53

Protein p53 je schopen indukovat apoptdzu, zprostiedkovat bunéénou ochranu pred
stresem rizného ptivodu, zahdjit proces opravy poSkozené DNA 1 zastavit bunéény cyklus.
p53 podléha autoregulaci (snizovani vlastni produkce) indukci exprese p53 specifické E3
ligazy (MDM2), ktera jej ubikvitinuje a odsuzuje tak k proteazomalni degradaci, coz vede
k poklesu koncentrace tohoto proteinu. V rakovinnych buikach se vyskytuji mutace p53 az
v 50 % ptipadi, stejné¢ jako nadmérnéd exprese ligizy MDM2, kterd p53 potlacuje; prave
nefunkéni p53 nebo eliminace jeho funkce patii mezi Casté pfi¢iny vzniku rakoviny. [114]
Inhibice proteazomu zastavuje MDM?2 zprostiedkovanou proteazomalni degradaci p53
a zpusobuje jeho akumulaci. Vysoka hladina p53 mé zna¢ny tumorsupresorovy ucinek.
[115-116]

2.4.4 Rozvraceni vnitini homeostazy bunky

Pro maligni, rychle proliferujici buiiky je charakteristicka vysoka hladina proteosyntézy,
ktera k tvorbé novych proteinli vyuziva recyklovanych substrati proteazomu. Inhibice
proteazomu by tak meéla rakovinnym bunkdm pisobit deficit stavebniho materidlu pro
syntézu novych proteinti a brzdit tak jejich proliferaci a rtst. [117] Nadorové bunky
maji navic aberantni, mutantni metabolismus a pozménéné signalnimi drahy vedouci
k produkci velkého mnozstvi chybnych, poskozenych, nefunkénich, toxickych
¢i zoxidovanych proteinii. Vzhledem k nefunk&nimu nastroji jejich degradace tak dochazi

Vv buiikach k hromadéni proteinového odpadu, ktery naruSuje homeostazu buniky a muize
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interferovat s mnoha riznymi bunéénymi d€ji a pochody. Zvysena potieba rakovinnych
bunc¢k degradovat proteiny je doprovazena i zvySenou mirou ubikvitinace a produkce

ubikvitinu. [107]

Je znamo 5 skupin inhibitord proteazomu. Jednd se o peptidové aldehydy, sulfonaty,
epoxyketony, boronaty a B-laktany. VSechny tyto inhibitory blokuji hydrolytickou aktivitu
B5 podjednotky proteazomu vazbou na threonin v jejim aktivnim misté. Rlizné inhibitory
proteazomu ovliviiuji buniku rozdilné a ne vSechny mohou byt vyuzity v mediciné. Na
prubéh inhibice proteazomu ma vliv napf. specificita inhibitori proteazomu,
reversibilita/ireversibilita vazby do aktivniho mista, jejich stabilita, metabolismus

a farmakokinetika. [118]
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25 BORTEZOMIB - VELCADE

Prvnim, kdo si uvédomil, jaky potencidl by inhibitory proteazomu mohly mit, byl Julian
Adams a kolektiv kolem négj. Pies znacné nesndze nakonec pod Adamsovym vedenim
vyvinula firma ProScript, pozdé&ji koupena firmou Millennium Pharmaceuticals Inc.,
inhibitor proteazomu PS-341 (bortezomib), prodavany pod komer¢nim nazvem Velcade.
[119-120] Bortezomib byl testovan v National Cancer Institute a dosahl pfi tom
obrovskych tuspéchi. Ukazalo se, ze je in vitro velmi G¢inny proti mnoha nadorovym
liniim (melanom, nadory prsu, prostaty, vajenikéi apod.). [118] Uginnost bortezomibu
ajeho dobré vlastnosti, jako je napi. reversibilni inhibice proteazomu a tehdy
predpokladana specificita, vedly k zahajeni klinickych testli bortezomibu proti rozlicnym
typtim rakoviny. Do prvni faze klinickych testi vstoupil bortezomib hned dvakrat. Jednou

proti solidnim tumortim a podruhé proti krevnim malignancim.

25.1 Klinické testy

Bortezomib byl testovan na 53 pacientech se solidnimi tumory, konkrétné nadory ledvin,
tlustého stfeva, prostaty a né€kolika dal§imi karcinomy. Jednalo se o intravenoézni aplikaci
spolu s mannitolem rozpusténym ve fyziologickém roztoku. Maximalni davka z dtvodu
toxicity &inila 2 mg/m?, doporucend davka pak 1,6 mg/m® Mezi nejéast&jsi vedlejsi uginky
patfila nevolnost, prijjem, zvraceni, hypotenze, hypertenze, anémie a periferni neuropatie.
Se zvySujici se davkou bortezomibu rostla 1 mira inhibice proteazomu, avSak tato inhibice
neméla protinadorovy efekt. Zadny z pacientii nevykazal kompletni pozitivni reakci, pouze
u dvou testovanych se objevila castecna odpovéd’. Bortezomib tak byl v prvni fazi
klinickych testli proti solidnim tumorim vyhodnocen jako malo efektivni aZ neefektivni.
[121] Nejedna se tedy ani o vhodny 1ék pro 1écbu osteosarkomu, protoze v klinickém testu
na lé¢bu pozitivné reagoval pouze 1 z 21 pacientli s osteosarkomem. Davky bortezomibu
byly ptfitom vyssi neZ je obvyklé a vedlejsi ptiznaky Castéjsi, zejména periferni neuropatie
se objevila az u 47 % ptipadl. Korelace mezi mnozstvim davky a mirou vedlejSich ucinkt

nebyla pozorovéna. [122]

PrestoZe bortezomib nebyl v klinickych testech proti solidnim tumorim Uspésny, vykazal
vyraznou biologickou aktivitu u pacienti s nadory krve. Bortezomib tak byl povolen pro
1é¢bu mnohocetného myelomu a lymfomu plastovych buné€k. Rozli¢na ucinnost byla

detekovana i u ostatnich krevnich malignanci, ke schvaleni bortezomibu jako 1é¢iva vSak
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nebyla dostate¢na. Uéinnost bortezomibu proti mnoho&etnému myelomu popisuje zprava
z druhé faze klinickych testii. Provadelo se zde testovani bortezomibu na 54 pacientech,
u kterych probéhla standardni 1écba neuspésné nebo u nich doslo k navratu onemocnéni.
Pacienti byli rozdéleni do dvou skupin, ve kterych byl bortezomib podavan intraven6zné,
ato v jedné skuping po 1 mg/m? a vdruhé po 1,3 mg/m? Bortezomib byl aplikovan
Styfikrat po dobu dvou tydnt celkem v osmi cyklech. U skupiny s aplikaci 1,3 mg/m?
doslo k pozitivni odezvé u 38 % pacientd. Mezi vazngjsi vedlejsi ucinky patiila

trombocytopenie (24 % pacientl) a periferni neuropatie (9 % pacientit). [123]

Jedna studie porovnavala bortezomib s jinym 1é¢ivem krevnich malignanci -
dexamethasonem. Studie probéhla na 669 pacientech s relapsem mnohocetného myelomu,
kdy byl bortezomib podavéan intravendznd v davee 1,3 mg/m? a dexamethason peroralng
v davce 40 mg. Reakce na bortezomib se shodovala s dfive zminénou studii a pozitivni
reakce byla i zde zaznamenana u 38 % pacientii, zatimco pozitivni reakce na samotny
dexamethason pouze u 18 % pacientll. Prvni rok od zahdjeni 1é€by bortezomibem navic
prezilo 80 % pacientt, ale v ptipadé dexamethasonu pouze 66 %. Bortezomib se tak ukézal
jako ucinngjsi latka, avSak jeho efekt doprovazel cCastéjsi vyskyt vaznéjsich vedlejSich
ucinkdl, a to v 75 % ptipadi oproti 60 % pii lécbé dexamethasonem. [124] Dalsi studie
prokazala nejvyssi 1écebny ucinek pii soucasném podéani obou latek, kdy se pozitivni

reakce vyskytla u 50 % pacientd. [123]

2.5.2 Mechanismus uc¢inku bortezomibu

Bortezomib inhibuje proteazom vazbou do aktivniho mista B5 podjednotky 20S
proteazomu. Atom boéru se v aktivnim misté kovalentné¢ vaze s kyslikem na y uhliku
Ser195. Zaroven dochazi ke vzniku vodikovych mistki mezi Gly47, N-koncovym
threoninem (-5 podjednotky a boronatovym karboxylem. Velka afinita béru
k nukleofilnimu kysliku ¢ini bortezomib pomérmné selektivnim k serinovym proteazam.
N-koncovy threonin vazbu jeSté vice stabilizuje, atak zvySuje afinitu bortezomibu
selektivné k aktivnimu mistu B5 podjednotky, respektive k serinovym protedzam
S pfitomnosti tohoto threoninu. Bortezomib pak logicky neinhibuje cysteinové protedzy,
protoze vazba boéru se sirou je velmi slaba a vznikajici komplex neni stabilni. [125]
Zablokovanim aktivniho mista dochazi k inhibici proteazomu a k naslednym jevim, které

z inhibice plynou.

30



Bortezomib ma na nddorové burky, respektive buiiky mnohocetného myelomu, pleiotropni
efekt. Zptsobuje apoptozu téchto bungk, sensibilizaci k ostatnim 1é¢ivaim, zahajuje tvorbu
IL-6 (interleukin 6) a negativné ovliviiuje mikroprostiedi naddoru. Tyto a dalsi efekty
pravdépodobné nejsou zpusobeny pouze inhibici proteazomu, ale rovnéz interferencemi
s jinymi molekulami, coz je podpofeno faktem, ze rGzné inhibitory proteazomu maji na
buiiky odlisny efekt. [107] Dosud se nepodatilo protinddorovou aktivitu bortezomibu
uspokojivé popsat a odhalit jeji molekularni podstatu. VysSe zminéné efekty inhibice
protecazomu obecné plati, avSak jednotlivi jedinci i jejich buiky, zejména pak
transformované proliferujici buniky rakovinné, se mohou velmi liSit. Tak mize bortezomib
ucinkovat v riznych bunikach prostiednictvim riznych signalnich drah, a tedy is riiznou
efektivitou. Prvni draha, kterd byla v antitumorové aktivité¢ bortezomibu povazovana za

klicovou, je NF-«B.

Ukézalo se vSak, ze tato draha je velmi sloZité regulovana a jeji aktivace ¢i inaktivace neni
zcela zavisla na degradaci IkB. [126] Béhem inhibice proteazomu udrzuje tuto drahu
v chodu tzv. PIR (proteasome-inhibition-resistant) mechanismus. NF-xB mize byt
bortezomibem dokonce i aktivovana. Po aplikaci bortezomibu dochdzi k vyznamnému
poklesu exprese IkBa, jejimz vysledkem je nedostateCna inaktivace aktivniho
heterodimeru p50:p65 a tudiz aktivace NF-«B drahy. [104] Svou roli urcité hraje i naruseni
regulace bunécného cyklu a rozvraceni vnitini homeostdzy bunky, ale protein p53
vV mechanismu ucinku bortezomibu pravdépodobné vyznam nema, protoZe protinddorova
aktivita bortezomibu se projevovala i u bunék s deletovanym genem pro tvorbu p53. [127]
Mechanismus t¢inku bortezomibu je neoddéliteln€ spjaty i s jeho omezenym vyuZitim
invivo. Jeden Zzmoznych mechanismi specifického ucinku bortezomibu proti
mnohocetnému myelomu by mohla byt produkce proapoptotického NOXA proteinu, jehoz
MnoZstvi se po pfidani bortezomibu v malignich buiikach zvySuje az 50%, zatimco u bunék
zdravych zistava stejné. [128] Dalsi zmnoha jevli pfedstavuje pravdépodobné
bortezomibem zplisobena down-regulace intercelularni adhezni molekuly VCAMI1
(vascular cell adhesion molecule 1), nezbytné pro adhezi bunék myelomu ke stromalnim
buitkdm kostni dfen¢ a k nasledné ochrané rakovinnych bunék pfed apoptdézou. Rozvraceni
bunécné homeostazy a interference s NF-kB drdhou pravdépodobné zplsobuje v buiikach
vyssi senzitivitu k dal$im 1é¢ivim. [107] Tato mysSlenka je konzistentni s nejvyssi

ucdinnosti bortezomibu v kombinaci s jinymi 1é¢ivy. [123]

31



2.5.3 Negativni vlastnosti bortezomibu

Mezi negativni vlastnosti bortezomibu nepatii pouze jeho velmi omezené vyuziti (1é¢ba
mnohocetného myelomu a lymfomu plastovych bungk), ale také velmi casté vedlejsi
neuropatie. Casty vyskyt vedlej§ich G¢ink naznaduje, e bortezomib neni piili§ selektivni
[éCivo a v bunkach interferuje s dalsimi bunéénymi proteiny, zejména nékterymi
serinovymi protedazami. [129] Jako u vétSiny 1€kt a pripravkl, zacinaji se také zde
postupné objevovat rakovinné bunky, které vici bortezomibu vykazuji razny stupen
rezistence, coz bylo potvrzeno i experimentalné. Bunky byly in vitro vystaveny zvySujicim
se davkdm bortezomibu, az nakonec doSlo k vyvinuti bunééné linie 500x odolné&jsi
K inhibici proteazomu bortezomibem neZ obyc¢ejné rakovinné bunky. Tuto rezistenci
zpisobila zvySena exprese 20S proteazomalni BS podjednotky a mutace v jejim aktivnim
misté, zabranujici vazbé bortezomibu. Lidsky organismus je vS§ak mnohem komplexnéjsi
a slozit&jsi nez bunky in vitro, a tak muze k resistenci prispivat naptiklad metabolismus,
farmakokinetika a dalsi faktory. [130-131] Ztéchto divodu se vyzkumy inhibitort
proteazomu pro onkologickou praxi zaméfuji na uspéch bortezomibu a snazi se nalézt
a pripravit jeho nové analogy, strukturné podobné latky i jiné inhibitory proteazomu, které

vvvvvvv

spektru onemocnéni.

2.5.4 Nova generace inhibitora proteazomu

Nova generace inhibitorli proteazomu navazuje na Uspéch bortezomibu. Cilem vyvoje
téchto latek je predevSim nalezeni inhibitori proteazomu se silnéjSim ucinkem,
komfortnéjsi aplikaci nebo takovych inhibitorti proteazomu, na které nevznika rezistence.
Mnohé z nich jiz vstoupily do riiznych fazi klinickych testd. Mezi tato potencialni léciva

patii latky jako MLN9708, carfilzomib, PR-047 nebo CEP-18770.

Nejucinngj$imi latkami se zdaji byt MLN9708 a carfilzomib. MLN9708 ucinkuje nejen
proti lymfomim, ale na rozdil od bortezomibu potlacuje také naptiklad xenografty nadort
prostaty a stfeva. Navic je mozné podavat jej oraln¢, coz oproti intraven6zn€ podavanému
bortezomibu umoznuje lepsi regulaci davkovani a nabizi pacientim vyS§i komfort.
Specifickou vlastnost MLN9708 ptredstavuje zvySena inhibice proteazomil v kostni dfeni

a vV tumorech se soucasn¢ slabsi inhibici proteazomu v Krvi, zapfi¢inéna ziejmeé jeho lepsi
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tkanovou distribuci. Pro svlij potencidl vstoupila tato latka do prvni faze klinickych testt.
[132-133] Mezi mozné ptic¢iny omezené¢ho vyuziti bortezomibu patii zfejmé jeho $patna

tkanova distribuce, pro¢ez ma MLN9708 pomérné velky terapeuticky potencial. [132]

Carfilzomib je epoxy-ketonovym ireverzibilnim inhibitorem proteazomu s velmi silnym
ucinkem, nebot k piekonani inhibice proteazomu musi bunka nasyntetizovat nové
proteazomy. Zaroven se vyznacuje veEtsi specificitou, nez byla pozorovana u bortezomibu.
Cytotoxické ucinky carfilzomibu byly prokazané in vitro vuci buiikkdm myelomd, a to
dokonce iu kmenu resistentnich vic¢i dexamethasonu, lymfomd, leukémii a pevnych
nadort a staly se podkladem pro zahajeni klinickych testi této latky. Zejména pro jeho
sensibilizacni U€inky se ptfedpokladalo, Ze carfilzomib najde uplatnéni piedev§im
v kombinované 1é¢b¢. [130 a 135] Nicméné carfilzomib v roce 2012 tspésSné prosel tieti
fazi klinickych testi a FDA (Food and Drug Administration) jej schvalila k 1é¢bé
mnohocetného myelomu. [135] Pro 1écbu osteosarkomu byly v soucasnosti navrzeny
aldehydové vysoce specifické inhibitory proteazomalni B5 podjednotky, které jsou sice
in vitro méné toxické nez bortezomib, ale zaroven mnohonasobné Setrnéjsi ke zdravym
bunkam. Tato publikace navic ukazuje vhodnost inhibice proteazomu v 1écbé

osteosarkomu. [136]

Zname ale soucasné latky, které mohou inhibovat proteazom a mit tak velmi slibné
protirakovinné ucinky, tfeba pravé proti velmi agresivnimu osteosarkomu. Mechanismy
jejich ptsobeni se odliSuji od zablokovani katalytickych mist proteazomu. Jednim
z takovych inhibitorii porteazomu by mohly byt dithiokarbamétové komplexy s médi,
popfipad¢ jinym dvoumocnym kovem. Tyto komplexy tvofi napf. metabolity starého

1é¢iva disulfiramu, prodavaného pod komerénim nazvem antabus.
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26  DISULFIRAM (ANTABUS)

2.6.1 Historie — disulfiram v praxi

Antabus (disulfiram) je v klinické praxi dobfe znam a pouZzivan jiz velmi dlouho. Uz v roce
1951 jej FDA povolila k1écbeé zavislosti na alkoholu. Princip 1é¢by je zalozen na
tzv. averzni terapii. Disulfiram inhibuje aldehyddehydrogendzu (ALDH), tedy enzym
hrajici kli¢ovou roli v metabolismu etanolu, kde pievadi acetaldehyd na acetat. Inhibici
ALDH dochazi k hromadéni acetaldehydu v téle, coz zplsobuje toxicitu, projevujici se
nejprve rudnutim obli¢eje, pocenim a mirnou bolesti hlavy. Se zvysujici se hladinou
acetaldehydu se postupné dostavuje silnd nevolnost, zvraceni, kiece, tachykardie,
hypotenze, hyperventilace, srde¢ni arytmie a dokonce 1 selhani srdce, infarkt a smrt. Tento
velmi nepfijemny stav odrazuje alkoholika od dalS§iho pozivani alkoholu. [137]
Terapeuticky potencial disulfiramu byl odhalen vroce 1937, kdy E. E. Williams
publikoval studii o vlastnostech disulfiramu. Zaznamenal totiz, ze dé€lnici vystaveni této
latce pii vyrobé gumy byli nuceni od alkoholu abstinovat, nebot’ po jeho poziti trpéli silnou
nevolnosti. [138] V soucasnosti se také zvazuje vyuziti disulfiramu v 1é¢bé zavislosti na

kokainu. [139]

Disulfiram méa velmi silné komplexotvorné vlastnosti. Komplexy vytvaii predevSim
s dvojmocnymi kovy, a proto byl také uz pocatkem 20. stoleti vyuzivan jako latka k hubeni
stitevnich parazitd. V jejich dychacim fetézci hraje zasadni roli méd’, kterou je disulfiram
schopen vyvdzat a vytvofit s ni koordina¢ni sloufeninu. Pravé diky svym
komplexotvornym vlastnostem se dithiokarbamaty podavaji jako antidota pfi otravach

t&zkymi kovy. [140]

V roce 1977 publikoval E. F. Lewison ¢lanek, ve kterém zaznamenal ptipad pacientky,
ktera se béhem uZzivani antabusu vylécila z rakoviny. Tato Zena musela kvili chronickému
alkoholismu pferusit hormonalni 1écbu metastatického karcinomu prsu s metastazemi
Vv oblasti patefe, panve, zeber a lebky. Po dobu deseti let pferuSované uzivala v rdmci
averzni terapie disulfiram, ktery béhem této doby rist nddoru nejenze zastavil, ale nakonec
zpiisobil tplnou remisi nadorovych lozisek a pacientka tak byla prohlaSena za vylécenou.
[141] Clanek viak upadl v zapomnéni a vyuziti disulfiramu jako protirakovinného 1é¢iva

nebylo po fadu let zkoumano.
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Aktivnim metabolitem disulfiramu je jeho redukovand forma — diethyldithiokarbaméat
(DDTC), ktery vznika piedev§im metabolickou aktivitou erytrocyti v krevnim fecisti
aV kyselém prostiedi zaludku. [140] V 90. letech byla provedena studie ucinku DDTC
Vv kombinaci se standardni anthracyklinovou chemoterapii na 64 pacientkach trpicich
karcinomem prsu. Pacientky byly rozdéleny do dvou skupin, znichZz jedné byl
k anthracyklinové chemoterapii podavan DDTC a druhé placebo. V tomto experimentu se
kombinovana 1écba s DDTC ukazala jako ucinngjsi nez klasicka chemoterapie.
V horizontu 6 let od diagnézy piezilo 81 % pacientek 1éCenych kombinaci obou latek,
oproti 55 % pacientkdm léCenych klasickou chemoterapii. Autofi studie vSak tehdy chybné
ptedpokladali, Ze za timto jevem stoji imunomodulaéni schopnosti DDTC. [142] Navic zde
byly pouzity n¢kolikanasobné¢ mensi davky DDTC (600 mg tydn¢), nez je standardni
davka disulfiramu, ktera ¢ini 250 — 500 mg, dfive az 3000 mg denné. V takovych davkach

by se DDTC mohl v klinickém testu ukazat jest€¢ mnohem G¢inngj$im. [143]

2.6.2 Mechanismus ucinku disulfiramu

Ackoli pfesny mechanismus protinddorového tcinku disulfiramu jesté neni znam, vime, ze
disulfiram nezasahuje pouze proteazom, ale naopak je jeho efekt v bunkach znacné
pleiotropni. Rizné metabolity disulfiramu pravdépodobné rozlicné poskozuji nadorové
bunky, ale za apoptéozu transformovanych  bunck  ziejmé  zodpovidaji
diethyldithiokarbamatové komplexy s dvoumocnym kovem. Jedna se o dvé molekuly
DDTC, které chelacné vazi kovovy iont. Nejvyssi cytotoxicity proti nadorovym buiikam
bylo dosazeno pii pouziti koordina¢ni slou¢eniny DDTC a médi — Cu(DDTC), (bis-
diethyldithiokarbamato méd'naty komplex). [144] Pokud se v proteinech plazmy nachazi
méd’, dochdzi nejen v krevnim feciSti, ale Caste¢né jiz v kyselém prostfedi zaludku
k samovolné tvorbé tohoto komplexu. Pro 1écebné ucely je mozné hladinu médi zvysit
uzivanim glukonatu méd’natého. Kdyby tedy pacient uzival disulfiram v kombinaci s médi,
vznikal by v jeho téle aktivni komplex Cu(DDTC),. [144-145] Kombinace disulfiramu
s glukonatem meédnatym dokonce vstoupila do klinického testu (ClinicalTrials.gov
Identifier NCT00742911), jehoz vysledky dosud nebyly publikovany. [146]

Zatim se stale nepodaftilo objasnit, pro¢ nejvyssi toxicitu vykazuji pravé komplexy s médi,
nicméné na zaklad¢ tohoto poznatku vznikly rozli¢né, a pravdépodobné ne vzdy spravné,
hypotézy. M&d’ piedstavuje esencidlni prvek pro Zivot a rist tumoru a jeji hladina
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Vv rakovinou zasazené oblasti, kde se akumuluje, je tak logicky mnohem vyssi nez ve tkani
zdravé. [147] Na médi zavisi napt. angiogeneze. Pro tvorbu cév a naslednou vyzivu nadoru
hraje zésadni roli faktor VEGF (vascular endothelial growth factor), jehoz expresi absence
médi siln€é potlacuje. V souCasnosti jsou dokonce vyvijeny Iéky, které by mély
vychytavanim (chelaci) médi inhibovat angiogenezi. [148] Disulfiram v kombinaci s médi
zasahuje velké mnozstvi bunéénych procesi a cilti. Pacient by vSak nebyl 1é¢en synteticky
piipravenym komplexem Cu(DDTC),, ale disulfiramem, ktery se v téle redukuje na DDTC
a reaguje s médi za vzniku komplexu Cu(DDTC),. Pouziti disulfiramu je vyhodné pro jeho
nizkou cenu a snadnou dostupnost v 1ékarnach, coz pro DDTC neplati. Urcit¢é mnozstvi
DDTC vsak méd’ nenavazuje a ziistava volné. Tyto metabolity disulfiramu vykazuji
vysokou reaktivitu a jsou moznd zodpovédné za celou fadu jevi, které na rakovinnych
buiikdch po aplikaci disulfiramu mizeme pozorovat. Jejich vliv na mechanismus G¢inku
Cu(DDTC); in vivo pfi podani disulfiramu a glukonatu médnatého by tak nebylo dobré
zanedbat.

Obr. 4 — Struktura disulfiramu, jeho metabolitu DDTC a komplexu Cu(DDTC),
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Disulfiram diethyldithiokarbamat (DOTC)

2.6.2.1 Inhibice proteazomu

V roce 2006 byl disulfiram identifikovan jako inhibitor proteazomu in vitro. Pfi porovnani
jeho ucinku s bortezomibem se u obou latek vyskytovala shodnd mira inhibice 26S
proteazomu. [149] Hypotézu o inhibici proteazomu také podpofil experiment z roku 2004,
ktery prokéazal obecnou schopnost organickych komplext s médi inhibovat funkci tohoto
proteinového komplexu. [150] Déle bylo experimentalné prokazano, ze Cu(DDTC); stejné

jako bortezomib selektivné zabiji pouze rakovinné buiiky. U bunck zdravych, a dokonce
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ani u bun¢k uméle imortalizovanych, nebyl cytotoxicky ucinek smési disulfiramu s médi
detekovan. Tento objev ma velky vyznam, protoze specificita je v 1écbé onkologickych

onemocnéni skvélym benefitem, nebot’ limituje vedlejsi ucinky terapeutika. [151]

Nabizi se vSak otazka, z jakého ditvodu zkoumat dalsi inhibitor proteazomu, kdyz vime, Ze
bortezomib, ktery je rovnéZ inhibitorem proteazomu, nema proti solidnim tumoriim in vivo
zadny terapeuticky efekt. Odpovédi neni pouze pfitomnost dalSich bunécnych cili
zasahovanych disulfiramem s médi a jeho mirné vedlejsi Gcinky, ale také zcela odlisny
mechanismus inhibice proteazomu, rozdilnd farmakokinetika a farmakodynamika. Po
piidani DDTC do média s pifimési médi dojde ke vzniku vysoce lipofilniho komplexu
Cu(DDTC); a nasledn¢ k vyraznému vzestupu koncentrace médi uvniti bunék, [152] coz

by mohlo naznacovat, ze Cu(DDTC); je biologicky dobie dostupny.

Cu(DDTC); inhibuje pouze 26S proteazom a na rozdil od bortezomibu neni schopen
inhibovat samotny 20S proteazom. To naznacuje, ze Cu(DDTC), nezasahuje katalyticky
aktivni mista ani dal$i podjednotky 20S, ale ze cil tohoto komplexu pravdépodobné
predstavuje regulacni podjednotka — 19S proteazom, konkrétné JAMM doména
deubikvitina¢niho metalloproteinového enzymu Pohl. [47] Jak jiz bylo feceno diive, Pohl
je velmi dualezitym enzymem 19S proteazomu a jeho inhibice znemoziuje translokaci
ubikvitinovaného  substrdtu do 20S  proteazomu, coz vede k zastaveni
ubikvitin-dependentni degradace proteind. Metodou RNAI (RNA interference) bylo
zjiSténo, Ze se inhibice JAMM domény projevuje markantné sniZenou proliferaci

a viabilitou nadorovych bunék. [154]

2.6.2.2 Inhibice tvorby metastazi

Pro osteosarkom je charakteristickd rychld proliferace buné¢k a Castd tvorba metastazi.
Metastaze vznika uvolnénim maligni transformované bunky do krevniho fecisté, kterym
putuje, dokud se neusadi v cilové tkani. V misté usazeni se zac¢ne délit a vytvaret tak nové
lozisko nemoci. [1] Prouvolnéni takové buiiky musi dojit k naruSeni mikroprostiedi
tumoru — extraceluldrni matrix. K tomuto ucelu slouzi metalloenzymy MMP (matrix
metalloproteinases). Za fyziologickych podminek vyuziva organismus téchto enzymu napt.
v procesu hojeni poskozenych tkani. Ve zdravych buiikach je hladina a aktivita MMP
enzyml piisné regulovéna, ale pro transformované buinky typicky nastava jejich
deregulace vedouci k rastu tumoru, angiogenezi a tvorb¢ metastazi. [155] MMP enzymy
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hraji velmi dtlezitou ulohu také v bunkach osteosarkomu [156-157] a ptedstavuji dalsi
bunécny cil, ktery disulfiram, respektive komplexy jeho metaboliti (DDTC) s médi,
zasahuji. Disulfiram pravdépodobné inhibuje enzymy MMP-2 a MMP-9 zodpovédné za
degradaci kolagenu typu IV a fibronektinu. Degradaci téchto latek dochazi k disociaci
intercelularnich adheznich komplexii a extracelularni matrix. Inhibice MMP enzymu
tedy zastavuje extracelularni degradativni procesy a zabrafuje rustu osteosarkomu a tvorbé
metastazi. Disulfiram tyto enzymy inhibuje pravdépodobné dvéma rozdilnymi
mechanismy. Jednak se jedna o jiz zminénou inhibici MMP, kterd je piimo umeérna
koncentraci disulfiramu, a také o snizeni exprese MMP fizené signalni drahou NF-«kB. Ta
je inhibici proteazomu zastavena, coz vede k vyznamnému snizeni miry exprese MMP

enzymd. [158]

2.6.2.3 Indukce oxida¢niho stresu

Smés disulfiramu s médi, ve kter¢ Cu(DDTC), vznikd, zplisobuje apoptdzu nadorovych
bunék. [159] Pfitomnost nadmérného mnozstvi thiolovych antioxidant (napt. glutathion)
tuto programovanou bunéénou smrt inhibuje. Oxidativni stres je tedy stav, ktery
pravdépodobné podminuje vstup buiiky do apoptdzy indukované smési disulfiramu s médi.
[160-161] Disulfiram v buiikach vyznamné zvySuje hladiny superoxidi a zpusobuje
depolarizaci vnitini mitochondrialni membrany, tedy jevu, ktery apoptdze predchazi. [162]
U bun¢k inkubovanych se smési médi a disulfiramu byla naméfena zvySend exprese
cytoplazmatické superoxiddismutazy SOD1, mitochondrialni superoxiddismutazy mnSOD
a katalazy. Témito enzymy se builka brani zvySené produkci superoxidu. SOD enzymy
katalyzuji pfeménu superoxidi na peroxid vodiku (H205), ktery nasledné podléha rozkladu
katalazou na kyslik (O2) a vodu (H20). Peroxid vodiku se vytvaii rovnéz exogenné. Ve
vnéjSim prosttedi bunky vSak nemlze byt dostatecné eliminovan, coz vede
k jeho interferenci s thiolredoxnimi systémy burniky, kde oxiduje glutation, a tim jej
inaktivuje. Nasledné¢ dochazi k naruseni redoxni rovnovahy buriky a kK indukci oxida¢niho

stresu prostfednictvim jinych oxidanta a volnych radikala. [144]

2.6.2.4 Senzibilizace bunék s resistenci vici 1ééiviim

Jednim z problémt v 1é¢bé onkologickych onemocnéni je rezistence bun€k vii¢i pouzitym
1é¢ivim — MDR (multidrug resistance). Po dlouhodobé aplikaci 1éku se vici nému totiz
buniky stavaji rezistentnimi, coz komplikuje dalsi 1écbu. Vznik MDR nicméné znamena
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odolnost buniky proti naprosté vétSing terapeutik, nikoli pouze proti cytostatikim. Tento
problém se nevyhyba ani inhibitorim proteazomu, jako je napiiklad bortezomib. Znadme
Sirokou Skalu mechanismi, které mohou buiiky k ziskani resistence pouzit. Velmi
vyznamné jsou tzv. ABC (ATP-binding cassette) transportéry, tedy transmembranové
proteiny umoziujici ATP dependentni transport molekul ptes cytoplazmatickou membranu
do wvn¢jsiho prostfedi z buniky. [163] V soucasnosti zndme 48 c¢lent rodiny ABC
transportért, ktefi se oznacuji jako MRP (multidrug resistance protein), z nichz vétSina je
specializovana pro transport urCitych skupin latek. Konkrétné se jedna o transport
xenobiotik, ¢etnych endogennich latek ¢i produktli metabolismu, jako jsou glutathionové
konjugaty, redukovany glutathion, bilirubin, cGMP (cyklicky guanozinmonofosfat) a rizné
imunomodulatory. [164] Mezi ABC transportéry fadime napiiklad P-glykoprotein. Ten se
vyskytuje také ve zdravych bunkach, kde zodpovida zejména za ochranu pted bunécnymi
toxiny, zamezeni apoptoze, spravnou funkci T-lymfocyti a NK bunék (natural killers)
a metabolismus cholesterolu. V rakovinnych bunkach vsak muze dojit k nadmérné expresi
P-glykoproteinu a jeho zvysena koncentrace pak dava vzniknout MDR. [165] Ve snaze
zablokovat a obejit MDR vyvijeji farmaceutické spolecnosti rizné inhibitory
P-glykoproteinu. Tyto latky sice potlacuji rezistenci bunék, nicméné vyvolavaji neptiznivé
vedlejsi ucinky a zatézuji tak pacientiv organismus. Jednu z dalSich vlastnosti disulfiramu
predstavuje potlateni MDR. Disulfiram pravdépodobné neinhibuje P-glykoprotein, ale
zastavuje proces jeho maturace, ¢imz se od ostatnich inhibitora lisi. Jeho pouzitim by se
mohlo predchazet vzniku MDR. Navic se jiz dlouho vyuziva v praxi a jeho vedlejsi ucinky

a reakce organismu na dlouhodobou expozici jsou zndamé a pomérné mirné. [166]

Disulfiram se zda byt vhodnym lékem na rakovinu hned z n¢kolika divodi. Jedna se
0 organismem velmi dobfe snasené 1éCivo, které selektivné zabiji pouze rakovinné buiky,
jimz privozuje apoptotickou smrt. [151] Zaroven také brani tvorbé metastazi [158]
a potlacuje rezistenci proti pouzitym lékim. [166] Mezi pozitiva disulfiramu patii také

jeho snadna dostupnost a finan¢ni nenakladnost 1é¢by.
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2.7 NOVA VYUZITI PRO STARA LECIVA

Soucasna medicinska véda a farmaceuticky primysl stoji pfed zdvaznym problémem.
Néklady na vyzkum a vyvoj novych léki neustdle rostou, a presto jejich pocet témét
stagnuje. Medicinska véda s rozsdhlou a stidle se rozSifujici znalosti bunécnych
fyziologickych i patologickych déji dokazala stanovit bezpocet cilii pro nova potencialni
lé¢iva, nicméné pouze minoritni ¢ast latek zaméfenych na tyto cile uspéje v klinickych
testech. [167] S timto problémem se farmaceuticky primysl a pfedev$im zdravotnické
systémy potykaji néco malo pies deset let. Situace se v souCasnosti dostala tak daleko, ze

vyvoj jednoho léku trva primérné 13,5 let a stoji 1,8 miliardy USD. [168]

Pted padesati lety byla situace odlisna. Tehdy zvySeni finan¢nich prostfedki znamenalo
také nartst vyprodukovanych a schvalenych 1é¢iv. [168] M. J. Keiser a kol. publikovali
vroce 2009 v casopise Nature studii, ve které ukazuji, ze pravé hledani ptesnych
molekularnich cilti pro 1é¢iva vhani medicinskou védu do jakési ,,slepé ulicky*. Z jejich
¢lanku vyplyva, ze 1 zndmé a pouzivané léky maji obrovské mnozstvi interakci s riznymi
proteiny a molekulami, které v Sirokém méfitku téméf nejsme schopni uréit. V cytoplazmé
se vyskytuje tolik strukturné podobnych latek ¢i proteint s podobnymi doménami
a vzajemn¢ interagujicich signalnich kaskad, ze snaha zasdhnout pouze jedinou signalni
drahu nebo molekulu je podle zminéného zdroje pon&kud iluzorni piedstava. Léky
s domnéle zndmym mechanismem uUc¢inku dokonce moznd funguji ve skutecnosti zcela
jinak, prostfednictvim tzv. off-target molekul, tedy prostfednictvim proteint, se kterymi
1éCivo interaguje, ale které podle dostupnych znalosti nejsou zodpovédné za jeho
terapeuticky efekt, nebo které nejsou zndmy. Stejné interakce rovnéZ zodpovidaji za vznik
vedlejSich cinktt 1€kti. [169] Piesto je snaha o nalezeni téchto cilenych terapii
pochopitelna, protoze takové lécebné prostiedky by mohly byt velmi ucinné a bez

vedlejsich ucinkd.

Kazdy rok se finan¢ni podpora vyvoje 1é¢iv témét zdvojnasobi, ale pocet schvalenych 1ékt
se pohybuje pouze mezi dvaceti az tficeti rocné. Pokud by tento trend pokracoval,
dosdhneme dvojnasobné produkce 1€kt asi az za 300 let. Takto nastaveny systém je nejen
velmi nédkladny, ale hlavné neefektivni. Farmaceuticky primysl za danych podminek
nedokaze dostatecné flexibilné reagovat napiiklad na existenci a objev novych patogent
aneznamych nemoci. [170] Klinickymi testy uspésné projde pouze 30 % potencialnich

terapeutik, které¢ do nich vstoupi. Penize investované na vyzkum 70 % latek se tedy
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efektivné nevraceji zpét. [171] To pro zdravotnicky systém znamend obrovské financni
ztraty. Z divodit pokryti nékladd na neschvéalena 1éciva jsou ceny schvélenych 1éka
logicky velmi vysoké, coz opét piedstavuje vyznamnou finan¢ni zatéz pro zdravotni
systémy a zpusobuje nedostupnost 1ékti pro chudé obyvatelstvo. Oba tyto jevy mohou

vV budoucnu vyustit ve zhrouceni celého zdravotnického systému a je tieba je fesit. [172]

Studie ukazuji, ze velké farmaceutické firmy jsou schopné zvladat finan¢né tiZivou
a problematickou situaci 1épe nez firmy malé. [171] Diky tomuto faktu dochazi
konzistentn¢ ze strany statu ke komercionalizaci zdravotnického systému a ke snaze
konsolidovat trh, tedy sloucit firmy do vétSich konglomeratt. V posledni dobé doslo
napiiklad ke konsolidaci firem Genetech a Roche, Wyeth a Pfizer nebo Schering-Plough
a Merck. [168] Zatim se vsak efektivita tohoto postupu neprokazala, protoze podle
nejnovéjsich publikaci problémy pretrvavaji. [173] Curtis R. Chong a David J. Sullivan ve
svém clanku z roku 2007 navrhuji jiné feSeni. Podle nich by se méla pozornost vénovat
hledani novych uplatnéni pro stard léCiva. [170] Velké mnozstvi nepfedpokladanych
interferenci a off-target mechanismu, které popisuje Keiser [169] a které prakticky
znemoznuji vyvoj cilené 1éCby, se v tomto alternativnim pfistupu vyvoje zdaji byt naopak
velmi uzitenymi, protoze poskytuji kazdému léku velké mnozZstvi dalSich potencidlnich
cila vyuzitelnych v celé fad¢ patologickych stavi. [174] U starych a provéfenych 1é¢iv
navic zndme farmakokinetiku, farmakodynamiku, kontraindikace i vedlejSi Gc¢inky, coz
Setii aZ 40 % néakladi na klinické testovani. Chong a Sullivan dale nastifuji vytvoreni

rozsahlych databazi a knihoven, které by o lécich sbiraly a hromadily udaje. [170]

Koncept navrzeny Chongem a Sullivanem se v nékterych statech jiz uplatiiuje v praxi.
Monituruji a zaznamenavaji se jak negativni, tak 1 tzv. pozitivni vedlejsi uCinky. Seznam
pozitivnich vedlejSich U¢inkii by mohl umoznit vyuziti starych 1éciv k 1é¢bé€ zcela jinych
onemocnéni bez nutnosti sloZitych klinickych testli a tvorby patentt. [175] Vybornym
pfikladem nalezeni novych vyuziti pro stara 1é¢iva je 1€k thalidomid, ktery byl piivodné
zaveden jako ptipravek proti nevolnostem v priabéhu téhotenstvi. Po zjisténi, ze thalidomid
zpiisobuje tézké malformace a poskozeni plodu, doSlo ke stazeni piipravku z trhu.
Zan¢kolik desitek let vSak naSel uplatnéni v 1écbé lepry a néasledné dokonce i v 1é¢bé

mnohocetného myelomu. [176]

Prvni spole¢nosti, kterd se zacala zabyvat nejen hledanim novych pouziti pro stard 1éciva,
ale také vytvorenim neziskovych Iéki, predev§im proti onkologickym onemocnénim, je
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bostonska neziskovéd organizace Global Cures. Ta se snazi ziskat finan¢ni prostfedky
k zavedeni novych a hlavné levnych 1é¢iv do klinické praxe. Léky, jejichz klinické testy by
se zaplatily z vetfejnych penéz, by nebyly majetkem farmaceutické firmy, coz by umoznilo
jejich velmi nenakladnou produkei i distribuci do chudych zemi v Africe ¢i Asii. [177]
Mezi takovato léCiva patii pravé disulfiram. K zahdjeni klinickych testli, které zadna
farmaceuticka firma nezaplati, nebot’ takova investice se bez patentu latky firmé nikdy
nevrati, je vSak tfeba sehnat dostatek prostfedkt. Finan¢ni ucast statt a neziskovych
organizaci neni tedy jen nezbytnd, ale dokonce i vyhodnd. Zavedeni levného 1€ku proti
rakoving by usetfilo spousty vydaji spojenych s jeji 1é¢bou. Dvanact cykli ambulantni
1é¢by jednoho pacienta s osteosarkomem vysokymi davkami methotrexatu stoji primérné
8 712 USD. [178] Lécba disulfiramem by pfitom byla piiblizn€ patnactkrat levnéjsi, kdy
cena terapie na cely rok €ini asi 550 USD. K zahgjeni klinickych testli jsou vSak nutné
piesvédCéivé dikazy o funkCnosti piipravku a znalost jeho mechanismu uéinku, aby
vetejnost neinvestovala do 1éku, ktery v klinickych testech selze. Disulfiram ma pied sebou
pravdépodobné slibnou budoucnost. Jiz dokonce vstoupil do nékolika klinickych testi,
pficemz Vv soucasnosti se pripravuje III. faze jeho klinického testovani proti karcinomu
prsu. [177] Zda je uplatnéni tohoto 1é¢ku realné iv 1é¢bé osteosarkomu, mohou potvrdit
pouze klinické testy, k jejichZ zahajeni ja vSak potieba spousta piedchazejicich in vitro iin

Vivo experimentd.
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3 CIL PRACE

Cilem mé bakalaiské prace bylo pojmout teoretické znalosti o pfi¢inach vzniku
osteosarkomu a problémech, které jsou s jeho 1écbou spojené. Dale zde mély byt shrnuty
soucasné védomosti o ¢innosti ubikvitin-proteazomového systému a jeho vyznamu nejen
pro zdravé, ale predevsim rakovinné builky véetné bunék osteosarkomu. Spojeni téchto
informaci mélo vést k vytvofeni uceleného pohledu na vztah mezi rakovinou
a ubikvitin-proteazomovym systémem. Na zakladé té€chto znalosti se nakonec prace zabyva
terapeutickym potencidlem latek interferujicich s ubikvitin-proteazomovym systémem,
tedy bortezomibem a Cu(DDTC),. Experimentalni ¢ast je pak zaméfena na zjisténi

vhodnosti uziti téchto latek pro 1é¢bu osteosarkomu v in vitro podminkach.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

41 MATERIAL A METODIKA

4.1.1 Biologicky material

Experiment byl proveden na bunééné linii odvozené z osteosarkomu U-2 OS, obdrzené

Z ATTC: The Global Bioresource Center. Jednd se o mirné diferenciované, adherentné

rostouci bunky, které byly v roce 1964 odebrany patnactileté pacientce z osteosarkomu

holenni kosti.

4.1.2 Chemikalie

Deionizovana voda (pfistrojem Aqua osmotic)

Dimethylsulfoxid (DMSO), Sigma-Aldrich

CuCl, - 2H,0, 307483-100G, Sigma-Aldrich

Diethyldithiokarbamat sodny trihydrat (DDTC), Sigma-Aldrich

Komplex diethyldithiokarnamatu médnatého Cu(DDTC),, Mgr. Boris Cvek
Ph.D.

Bortezomib, Millennium Pharmaceuticals

Triton-X 100, 37240, Serva

Trypanova modf, T6146-256, Sigma-Aldrich

Dulbecco's Modified Eagle's Medium - high glucose; With 4500 mg/Iglucose,
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

Zasobni roztok CuCl,v H,O:; 1 mol/l
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- Zasobni roztok DDTC v H,0O; 200 mmol/I

- Zasobni roztok Cu(DDTC),v DMSO; 15 mmol/l (pfed kazdym experimentem
byl piipraven novy zasobni roztok)

- Zasobni roztok bortezomibu v DMSO; 3,5 mmol/I

- PBS 1x (pH 7,4) NaCl 4 g; KCI 0,1 g; Na;HPO,4 - 12 H,0 1,605 g; KH2PO,
0,01g

- MTT roztok v PBS 3 mg/ml

- 1% NH3; v DMSO (MTT rozpoustéci 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 Laboratorni vybaveni

- Mikrozkumavky 0,5 ml, Tubes for you

- Mikrozkumavky 1,5 ml, Tubes for you

- Mikrozkumavky 2 ml, Tubes for you

- Kultivaéni desticky, 96 jamek, Orange Scientific

- Kultivaéni desticky, 24 jamek, Orange Scientific

- Kultivacni lhev, 25 cm?, filter cap, Orange Scientific

- Kultivacni lahev, 75 cm?, filter cap, Orange Scientific

- Centrifuga¢ni zkumavky 50 ml, Orange Scientific

- Centrifuga¢ni zkumavky, 15 ml, Orange Scientific

- Petriho misky

- Plastové pipety 5 ml, 10 ml. Orange Scientific

- epTIPS 0,1 - 10 pl, 2 x 500 spicek, Eppendorf

- epTIPS 2—-200 pl, 2 x 500 $pic¢ek, Eppendorf

- epTIPS 50 — 1000 pl, 2 x 500 $pic¢ek, Eppendorf

- Immobilion®-P Polyvinylidene Difluoride membranes, Milipore
- Stiikacka plastova z PP pro jednorazové pouziti 50 ml, Chirana
- Stojany na zkumavky, lihovy kahan, zapalova¢, Biirkerova komtrka, latexové

rukavice
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4.1.5 Pristroje

Automatické pipety (0,1 — 2,5 ul; 0,5 — 10 pl; 2 — 20 pl; 10 — 100 pl; 50 — 200
ul; 100 — 1000 ul), Eppendorf

- Multi-kanalova automaticka pipeta (30 — 300 ul), Biohit Proline plus
- Pipetovaci nastavec SWIFTPET

- Laminarni box SafeFAST Top, Faster, Italie

- Inkubator Contherm, Novy Z¢land

- Mikroskop T2 103411, Olympus, CR

- Invertovany mikroskop Novel Optics

- Ttrepacka Reax Top Heidolf, Némecko

- Vahy Kern ABS 80-4, Némecko

- Vodni lazent LCB 11(330 x 270 x 380) LabTech, Ceska republika

- Spektrofotometr Tecan, Svycarsko

- Membranova vyvéva, KNF-lab, Francie

4.1.6 Pouzity software

- MS Office Excel 2010

- MS Office Word 2010

- StatSoft STATISTICA v. 10
- GIMPv.2.8

- Tecan I-Control

- Scopelmage DynamicPro

- EDS5Oplusv. 1.0

4.1.7 Hodnoceni cytotoxicity pomoci MTT testu

4.1.7.1 Princip MTT testu

MTT test je kolorimetricka metoda, ktera se pouziva k méteni viablity bunék po aplikaci
testovanych latek. Testovana latka se ve vhodnych koncentracich ptfidava do media (neni
vhodné, aby latka vyhubila vSechny buiiky) a inkubuje se s buiikami za fyziologické

teploty po rizn€ dlouhé casové useky. Medium s testovanou latkou je poté odstranéno
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a nahrazeno mediem s obsahem MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium
bromidu). Buiiky se spolu s MTT inkubuji 30 minut az pal hodiny. Zivé bunky
metabolizuji MTT na nerozpustnou fialovou slouceninu zvanou formazan. Tuto reakci
zprostfedkovavaji mitochondrialni dehydrogenazy. Protoze jsou krystaly formazanu
obsazeny uvniti bunék, musi se rozpustit v DMSO (s 1% koncentraci NH3). Intenzita
zabarveni je métena spektrofotometricky pii vinové délce 570 nm a zméfend absorbance je
pfimo umérnd viabilit¢ bunék, kterd se vypocita podle hodnoty absorbance negativni
kontroly (100% viabilita). Vyhody této metody jsou piedevSim jeji rychlost a finan¢ni
a technickd nenaroc¢nost. Navic umoznuje zhodnotit velké mnozstvi vzorkti najednou.
Nicmén¢ tato metoda neposkytuje informace o0 mechanismu ucinku testované latky

a vysledky jsou zatizeny pomérné znacnou chybou méfeni.

4.1.7.2 Postup prace

4.1.7.2.1 RozmraZeni bunék (U-2 OS)

Kryozkumavka s buné¢nou linii U-2 OS zmrazZenou pii - 80 °C byla oteviena a byl do ni
opakovanég pfidavan 1 ml na 37 °C vytemperovaného media a jim rozmrazené buniky byly
nasledné pienaseny do malé kultivacni lahve (25 cm?). Po kompletnim rozmrazeni bungk
byly 24 hodin inkubovany pii teploté 37 °C v 5% atmosféte CO,. Poté jim bylo vyménéno

medium.

4.1.7.2.2 Kultivace bunék

- Adherentni bunééna linie U-2 OS byla kultivovana ve stfedni kultiva¢ni lahvi

(75 cm?) s 16 ml media v 5% atmosféte CO, pii 37 °C.

4.1.7.2.3 Pasazovani bunék

- Medium bylo odsato a kultivacni lahev nasledné promyta 6 ml 1x fedéného PBS
vytemperovaného na 37 °C.
- Do kultiva¢ni 1dhve byl ptidan 1 ml trypsinu, ktery piisobil na bunky po dobu 2

minut.
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Trypsin byl neutralizovan ptidanim 9 ml na 37 °C vytemperovaného media
a plastovou pipetou byly resuspendovany shluky bunék. Bunécna suspenze byla
pfenesena do plastové centrifugaéni zkumavky (50 ml).

I ml bunécné suspenze byl vlozen zpét do stfedni kultivacni ldhve (75 cmz),
ktera byla nasledné doplnéna 15 ml na 37 °C vytemperovaného media. Poté byla

kultiva¢ni 1dhev vlozena do inkubatoru (5 % CO», 37 °C).

4.1.7.2.4 Pocitani bunék a vysev

Bylo odebrano 10 pl bunéc¢né suspenze a vlozeno do mikrozkumavky (0,5 ml)
a Vv nesterilnim prostiedi pak bylo do stejné¢ mikrozkumavky ptidano 90 pl
trypanové modii.

Z této suspenze bylo dvakrat odebrdno 10 pl a vlozeno na pocitaci mtizky
Biirkerovy komurky. Pomoci mikroskopu byly spoéitiny bunky v deseti
¢tvercich.

Z tohoto mnozstvi bylo vypocitano mnozstvi bunék v 1 ml suspenze a nasledné
bylo vypoéteno kolik suspenze a kolik media bude potfeba smichat pro
vytvoreni bunééné suspenze s takovou koncentraci bun¢k, aby do pozadovaného
mnozstvi jamek na kultivaéni desti¢ce (96 jamek) bylo naneseno 20 000 bun¢k
v 200 pl suspenze.

Takto vytvofend suspenze byla vloZena do Petriho misky a z ni osmikanalovou

pipetou bylo opakované nanaseno 200 pl do jamek kultivacni desticky.

4.1.7.2.5 Priprava roztoki

Latky (CuCl,, DDTC, Cu(DDTC); a bortezomib) byly testovany ve Ctyfech
koncentracich, pficemz pro kazdou koncentraci byl vysazen jeden triplet jamek.
Zasobni roztok (1 mol/l) dihydratu chloridu médnatého (CuCl, - 2H0,
Mr =170,5 g/mol)byl ptipraven rozpusténim 340,96 mg CuCl, - 2H,O v 2 ml
deionizované vody. Tento zasobni roztok byl z diivodu kontaminace ptefiltrovan
pfes sterilni membranu. Ze =zasobniho roztoku byly pfipraveny roztoky
0 koncentracich 100; 500; 750 a 1000 mmol/l. Jako rozpoustédlo byla pouzita
deionizovana sterilni voda.

Zasobni roztok (200 mmol/l) diethyldithiokarbamatu sodného trihydratu
(DDTC, Mr = 225,3 g/mol) byl piipraven rozpusténim 90,12 mg DDTC ve 2 ml
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deionizované vody. Tento zasobni roztok byl z divodu kontaminace piefiltrovan
pfes sterilni membranu. Ze zasobniho roztoku byly pfipraveny roztoky
0 koncentracich 10; 50; 100 a 200 mmol/l. Jako rozpoustédlo byla pouzita
sterilni deionizovana voda.

Zasobni roztok bortezomibu (3,5 mmol/l) byl uchovavan v mrazaku (-20 °C)
a byly z n¢j ptipravovany roztoky o koncentracich 1; 0,1; 0,01 a 0,001 mmol/I.
Jako rozpoustédlo byl pouzit dimethylsulfoxid (DMSO).

Zasobni roztok (15 mmol/l) diethyldithiokarbamatového komplexu s médi
(Cu(DDTC),, Mr = 360,1 g/mol) byl pfipraven rozpusténim 1,1 mg v 200 ul
dimethylsulfoxidu (DMSO). Z n&j byly pak pfipraveny roztoky o koncentracich
5; 2,5; 1 a0,1 mmol/l. Jako rozpoustédlo byl pouzit dimethylsulfoxid (DMSO).

4.1.7.2.6 Aplikace testovanych litek na bunky

Ptipravené roztoky testovanych latek byly nasledujicim zplsobem smichany
s mediem. Z kazdého pripraveného roztoku testované latky byl odebran 1 pul
a smichan s 999 ul media, ¢imz byl kazdy roztok 1000x nafedén.

Pozitivni kontrola byla vytvofena smichanim 630 pl media s 370 pl 20% tritonu.
Negativni kontrola pro vzorky, kde byla jako rozpoustédlo pouZzita voda, byla
vytvofena smichanim 1 pl sterilni deionizované vody s 999 ul media.

Negativni  kontrola pro vzorky, kde byl jako rozpoustédlo pouzit
dimethylsulfoxid, byla vytvofena smichanim 1 pl dimethylsulfoxidu s 999 ul
media.

Z kultivaéni desticky bylo odsato medium a do jamek bylo naneseno vzdy po
200 pl smési testované latky a media, pro kazdou ze ¢tyt koncentraci do tii
jamek (triplet). Po jednom tripletu byly také vysazeny kontroly.

Kultiva¢ni desticka byla po dobu 24 hodin kultivovéna v inkubatoru pti 37 °C

Vv atmosfére 5% CO,.

41727 MTT test

Z kultivaéni desticky bylo odstranéno medium a jamky byly nasledné
proplachnuty 100 ul PBS 1x.
Do kazdé jamky bylo pfidano 100 pl smési 1 ml roztoku MTT (3 mg/ml
v PBS 1x) v 9 ml media.

49



Kultivacni desticka byla 60 minut inkubovana pii 37 °C v atmosféie 5% COa.
Nasledné byla z jamek odstranéna kapalina a k rozpusténi krystalkti formazanu
bylo do kazdé jamky ptidano 100 pl 1% roztoku NHsz v DMSO.

Mira zbarveni byla proméfena pomoci spektrofotometru pii vinové délce

570 nm.

4.1.7.2.8 Urceni viability bunék

Ve vSech MTT testech byly na bunécné linii U-2 OS testovany 4 koncentrace kazdé

Z testovanych latek, a to vzdy po jednom tripletu jamek na jednu koncentraci. Viabilita

bun¢k po 24 hodinové inkubaci s testovanymi latkami byla vypocitdna nasledujicim

zpusobem:

Hodnoty absorbance daného tripletu byly zprimérovany.

Od primérné hodnoty absorbance byla odectena primérnd hodnota absorbance
tripletu pozitivni kontroly (roztok tritonu).

Byly zprimérovany hodnoty absorbance negativni kontroly (medium s H,O,
nebo DMSO) a od primérné hodnoty absorbance negativni kontroly byla
odectena primérnd hodnota absorbance pozitivni kontroly.

Viabilita byla vypocitana nasledujicim vypoctem:

Aprum VZOTkU — Apry, pOZ. kONtroly 100

Aprum neg. kontroly — Ay, poz. kontroly '

4.1.8 Zpracovani vysledku

Data, ziskand pomoci MTT testu, jsou uvedena jako primérné hodnoty tfi nezavislych

experimentl se smérodatnou odchylkou (SD). Ke statistickému zhodnoceni vysledkl byl

pouzit dvourozmérny Studentiv T-test. Jako statisticky signifikantni byla povaZovéna

hladina p < 0,05, tedy ze mé vysledky jsou dilem nahody s pravdépodobnosti mensi nez

5 %. Pokud byla hodnota p < 0,05, vysledky byly brany jako statisticky signifikantni.

Hodnoty ICsp byly stanoveny pomoci programu ED50plus v 1.0
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5 VYSLEDKY

V experimentalni casti byla pomoci MTT testu testovana cytotoxicita DDTC
(diethyldithiokarbamatu), CuCl, (chloridu méd’natého) a komplexu téchto dvou sloucenin
— Cu(DDTC); vuci bunééné linii U-2 OS. Ziskana data byla porovnana s cytotoxicitou
bortezomibu vici téz bunééné linii. K porovnani efektivity latek byly stanoveny hodnoty
polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace ICsq. 1Cso je hodnota, kterd odpovidéa takové koncentraci
aplikované latky, pii které dojde k tmrti 50 % bunék, viabilita bunék je tedy 50%. Tato
hodnota byla odectena z grafu linearni regrese zavislosti viability bunééné linie U-2 OS na

koncentraci aplikované latky pomoci programu ED50plus v 1.0.

5.1.1 VIliv bortezomibu na viabilitu bunék bunééné linie U-2 OS

Buiky U-2 OS byly po dobu 24 hodin vystaveny piisobeni roztokt bortezomibu v DMSO,
které byly pfidany do média. Vysledky (viz Tab. 1) ukazuji, Ze bortezomib je pro
buné¢nou linii U-2 OS vysoce toxicky s primérnou hodnotou ICso = 0,4 umol/l. Statisticky
prikazné byly vysledky od koncentrace bortezomibu rovné 0,01 umol/l (p < 0,005; n = 3).
Zavislost viability bun¢k na koncentraci bortezomibu je graficky znazornéna na Obr. 5.
Vysoka cytotoxicita tohoto inhibitoru proteazomu naznacuje, ze bunky U-2 OS jsou

k inhibici proteazomu in vitro citlivé.

Tab. 1 - Vliv bortezomibu na viabilitu bungk U-2 OS

Koncentrace Viabilita [%]

[nmol/1] 1. opakovani 2 opakovani 3.opakovani pramér  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 — smérodatna odchylka)
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Obr. 5 - Viabilita bunék U-2 OS v zavislosti na koncentraci bortezomibu
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5.1.2 Vliv DDTC na viabilitu bunék bunééné linii U-2 OS

Na buiiky U-2 OS bylo po dobu 24 hodin ptisobeno roztoky DDTC (hlavnim metabolitem
disulfiramu) ve sterilni deionizované vodé. MTT test ukazal, ze toxicita DDTC vuci
bunkam je bifazického charakteru (viz Tab. 2), ¢ili ze DDTC viabilitu bunék nesnizuje
kontinudlné. S rostouci koncentraci viabilita bun¢k nejprve klesd, poté se opét zvysi,
a nakonec se dostavi dalsi pokles. Z divodu nepravidelnosti kiivky nebyla hodnota 1Cs
pro DDTC stanovena. DDTC dosahl nejvyssi toxicity pii koncentracich 50 umol/l, kdy
viabilita bun€k klesla na 38,8 %, a 200 umol/l, kdy viabilita bun¢k klesla na 45,7 %.
Ptestoze hodnota ICsg nebyla urCena, byla zjevné ptekrocena. Statisticky prikazné byly
vysledky od koncentrace DDTC rovné 50 umol/l (p < 0,005; n = 3).Zavislost viability

bunék na koncentraci DDTC je graficky znazornéna na Obr. 6.

Tab. 2 - VIiv DDTC na viabilitu bunék U-2 OS

Koncentrace Viabilita [%]

[nmol/1] 1. opakovani 2, opakovani 3.opakovani promér  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 — smérodatna odchylka)
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Obr. 6 - Viabilita bunék U-2 OS v zavislosti na koncentraci DDTC
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5.1.3 VIiv CuCl; na viabilitu bunék bunééné linie U-2 OS

Na buiky U-2 OS bylo po dobu 24 hodin ptisobeno roztoky CuCl; ve sterilni deionizované
vod¢. Samotny CuCl, podle vysledki snizuje viabilitu buné¢k U-2 OS az pfi relativné
vysokych koncentracich (viz Tab. 3). Hodnota 1Csy pro CuCl, nebyla piesné stanovena,
protoze presahuje nejvyssi pouzitou koncentraci roztoku (1000 pumol/l), ICso > 1000
umol/l. Statisticky prikazné byly vysledky od koncentrace CuCl, rovné 500 pmol/l

(p < 0,05; n = 3).Zavislost viability bun¢k na koncentraci CuCl; je znazornéna na Obr. 7.

Tab. 3 - Vliv CuCl, na viabilitu bunék U-2 OS

Koncentrace Viabilita [%]

[nmoV/1] 1. opakovani 2 opakovani 3.opakovani pramér — 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 — smérodatna odchylka)
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Obr. 7 - Viabilita bunék U-2 OS v zavislosti na koncentraci CuCl,
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5.1.4 Vliv komplexu Cu(DDTC), na viabilitu bunék buné¢né linie U-2 OS

Na bunky U-2 OS bylo po dobu 24 hodin pusobeno roztoky Cu(DDTC), v DMSO, které
byly rozpustény v médiu. Diethyldithiokarbamatovy komplex s médi je komplexem dvou
jiz zminénych testovanych latek (DDTC a CuCly), u nichz nebyla vici bunééné linii
U-2 OS detekovana vyrazna cytotoxicita. Komplex Cu(DDTC), se na rozdil od svych
jednotlivych komponent ukazal byt pro pouZzitou buné&nou linii vysoce toxicky (viz
Tab. 4) s primérnou hodnotou ICsy = 1,3 umol/l. Statisticky prukazné byly vysledky od
koncentrace Cu(DDTC); rovné 0,01 umol/l (p < 0,005; n = 3). Zavislost viability na
koncentraci Cu(DDTC); je graficky znazornéna na Obr. 8.

Tab. 4 - Vliv Cu(DDTC); na viabilitu bun¢k U-2 OS

Koncentrace Viabilita [%]

[nmoV/1] 1. opakovani 2 opakovani 3.opakovani pramér  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 51 1,3 3,4 3,3 15

(SD — smérodatna odchylka)
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Obr. 8 - Viabilita bun¢k U-2 OS v zavislosti na koncentraci Cu(DDTC);
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Pro srovnani u¢innosti jednotlivych slozek Cu(DDTC), byl proveden dalsi experiment.

Buiiky U-2 OS byly 24 hodin kultivovany s roztoky o nejnizsich pouzitych koncentracich

DDTC a CuCl;a se smési téchto dvou roztokd, vzdy po jednom tripletu. Viabilita bun¢k po

aplikaci roztoku DDTC ve vodé o koncentraci 10 umol/l byla v priméru ze téi méteni

78,0 %. Po aplikaci roztoku CuCl, ve vodé o koncentraci 100 pmol/l byla viabilita bun¢k

Vv priméru ze tii méfeni 81,2 %. Pokud byly builkky 24 hodin inkubovany se smési

vodnych roztoktt DDTC (10 umol/l) a CuCl, (100 pmol/l), klesla jejich viabilita v praiméru

ze tii méteni na 5,0 % (p < 0,0005; n = 3) viz Tab. 5a Obr. 9.

pouzitych koncentracich

, Koncentrace Viabilita [%]
Latka — = -
[wmol/1] 1. opakovani 2. opakovani 3. opakovani
DDTC 10 85,3 62,3 86,3
CuCl, 100 78 83,7 81,8
DDTC +
cucl, 10 + 100 7,7 4,1 3,2

(SD — smérodatna odchylka)
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v

pouzitych koncentracich na viabilitu bun¢k U-2 OS
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P <0,0005

CuCl2 * DDTC ** CuCl2 + DDTC ***

Pouzité chemikalie v minimalnich koncentracich

*100 umol/1; ** 10 umol/l; *** 100 pmol/l CuCl; + 10 umol/l DDTC

5.1.5 Uréeni hodnot ICsp zkoumanych latek

Pro porovnani cytotoxicity byla u vSech testovanych latek stanovena primeérna inhibicni
koncentrace ICsp, jejiz hodnoty uvadim v Tab. 6. Nejméné G¢innou latkou byl roztok
CuCl,, jehoz hodnota ICsg pfesahovala nejvyssi pouzitou koncentraci tohoto roztoku (1000
pmol/l). ICsp pro DDTC nebyla stanovena, avSak ke snizeni viability bun¢k pod 50 %
doslo pii koncentraci 50 umol/l a 200 pmol/l. Nejvyssi miru toxicity proti bunééné linii
U-2 OS vykazoval bortezomib, ktery byl velmi efektivni i v nanomolarnich koncentracich
s ICsp stanovenou na 0,4 pmol/l. Cu(DDTC); byl toxicky v podobné mite jako bortezomib

a jeho 1Csp byla stanovena na 1,3 pmol/l.

Tab. 6 - Hodnoty I1Csg pouzitych latek proti buné¢né linii U-2 OS
ICs0 [wmol/1]

Latk

aa 1. opakovani 2. opakovani 3. opakovani Primér SD
CuCl; > 1000 957,6 > 1000 - -
DDTC - - - - -
Cu(DDTC), 1,2 1,5 1,3 1,3 0,1
Bortezomib 0,5 0,4 0,4 0,4 0,1

(SD — smérodatna odchylka)
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Obr. 10 — Porovnani morfologie bun¢k linie U-2 OS po 24 hodinové kultivaci

S testovanymi latkami

J ) Ty L
7 SRER AN
7o e LR
- s Al e !
\ . ‘k.' R ‘,“Q l‘y:;{";'
3" Sl \ a r“ 3
: e X AR
\
i
PrFS BTG -
> e '/a...',
X 5 .
o T s ) 4
3 2L 2
3 3 e
0.5 / Sy i
- <
~ oy
4 < b X3

A — Na snimku jsou zachyceny bunky linie U-2 OS po 24 hodinové Kkultivaci
S bortezomibem o koncentraci 0,4 pumol/l (ICsp) pfi zvetSeni 200x. Jsou zde pozorovatelné
buiiky zivé (ptisedlé) a uvolnéné bunky s cytoplazmatickymi vacky ptiblizné v pomeéru 1:1
B — Na snimku jsou zachyceny buiiky linie U-2 OS po 24 hodinové kultivaci s Cu(DDTC),
o koncentraci 1,3 pmol/l (ICsp) pii zvétSeni 200x. Jsou zde pozorovatelné buiky zivé
(ptisedlé) a uvolnéné buiiky s cytoplazmatickymi vacky pfiblizn€ v pomeéru 1:1

C — Na snimku jsou zachyceny buiiky linie U-2 OS pii zvétSeni 100x po 24 hodinoveé
kultivaci v mediu s 0,1% DMSO (rozpoustédlo pro bortezomib a Cu(DDTC), obsazeno ve
stejné koncentraci ve vSech zobrazenych snimcich). Buiiky jsou pfisedlé a bez vizualnich

znamek prichazejici apoptdzy ¢i nekrodzy.

Stanovena hodnota ICs byla nasledné pouzita k ur¢eni morfologie nddorovych bun¢k linie
U-2 OS po aplikaci jednotlivych latek. Buiky byly kultivovany po dobu 24 hodin
s testovanymi latkami, jejichz koncentrace odpovidaly jejich primérnym hodnotam ICsp.
Na Obr. 10 jsou vyfotografovany bunky linie U-2 OS po pulsobeni bortezomibu
0 koncentraci 0,4 umol/l, Cu(DDTC);, o koncentraci 1,3 pmol/l (hodnoty jejich ICsp) pii
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zvétseni 200x a bunky negativni kontroly (kultivace s 1 ul DMSO) pfi zvétSeni 100%. Na
snimcich 1ze pozorovat mnohem vyssi hustotu pfisedlych bunék v kontrolnim vzorku, nez
u bunék, na néz bylo ptisobeno jednou z testovanych latek. Mnozstvi ptisedlych bunék po
kultivaci s bortezomibem a Cu(DDTC); bylo ptiblizn¢ srovnatelné a na obou snimcich jsou
zachyceny bunky, jejichz morfologie by mohla napovidat, ze podstupuji apoptotickou
smrt. U bungk, které byly kultivovany s bortezomibem a Cu(DDTC),, byly pomoci
svételného mikroskopu pozorovany zmény ve struktufe cytoplazmatické membrany,
uvolnéni bun¢k ze dna kultivacni nadoby, tvorba cytoplazmatickych vackt, vycnélk,
zména tvaru bunky a vakuolizace cytoplazmy. Tyto morfologické zmény jsou podle studie
G. Hackera projevem probihajici apoptdzy, [179] i kdyz pouha morfologie bunék K ur¢eni
apoptotické smrti bunék nestaci. Tyto morfologické zmény se u bunék kontrolniho vzorku

nevyskytovaly.
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6 DISKUZE

Jiz pomérné davno byla zaznamenana remise rakoviny po podani disulfiramu [141] a jeho
pozitivni vliv, pfedev§im V kombinacich s dalSimi latkami, byl n€kolikrat experimentalné
prokazan. [142 a 180] Podle publikace D. Chena a kolektivu z roku 2006 [151] vykazuje
smés disulfiramu s médi pro rakovinné bunky selektivni toxicitu (experiment byl proveden
na bunééné linii karcinomu prsu MDA-MB-231). Pavod této toxicity autofi ptisoudili

inhibici proteazomu, kterd byla po aplikaci smési detekovana.

Ma bakalarska prace se mimo shrnuti teoretickych znalosti o této problematice snazi
naznakem ukazat, zda je synteticky komplex Cu(DDTC); pro bunécnou linii U-2 OS
cytotoxicky a zda ma terapeuticky potencidl v 1é€bé osteosarkomu. Drtivd vétSina
publikaci zabyvajici se disulfiramem a jeho komplexy s kovy pracuje se smési DDTC
a CuCl,, poptipad¢ s jinou soli obsahujici kov. Aktivita syntetického komplexu, ktery byl
pouzit v experimentalni ¢asti mé bakalaiské prace, se od takové smési muize liSit. Ve smési
latek nedojde k reakci veskerého DDTC s CuCl;, a na bunky tak pusobi celkem 3 latky, coz
muze vést ke Spatné interpretaci vysledki a chybnému stanoveni vlastnosti

disulfiramovych komplexi.

Z experimentalni ¢asti vyplyva, ze Cu(DDTC); je pro buiiky U-2 OS vysoce toxicky
s hodnotou ICsp = 1,3 umol/l pro 24 hodinovou aplikaci (viz Tab. 6). Viabilitu bun¢k
pfitom snizuje jiz pii koncentraci 0,1 umol/l a se zvySujici se koncentraci Cu(DDTC),
viabilita bungk klesa (viz Obr. 8), aZ se hodnoty viability dostavaji pod 5 % pti koncentraci
5 umol/l (viz Tab. 4). Jak jiz bylo zminéno v teoretické ¢asti bakalaiské prace, disulfiram
je v téle metabolizovan na DDTC, [141] ktery mize nasledné koordinaéné vazat méd’ za
vzniku Cu(DDTC),. [145] K ovéfeni, zda toxicita komplexu Cu(DDTC), neni zptisobena
nékterym z jeho komponent, byla obdobnymi MTT testy stanovena cytotoxicita vodnych
roztoktt DDTC a CuCl,.

Z obrazku Obr. 6 a tabulky Tab. 2 je patrné, ze DDTC za 24 hodin nejvyrazngji sniZzuje
viabilitu bunék U-2 OS ve dvou koncentracich, a sice v koncentraci 50 umol/l (viabilita
bunék byla stanovena na 38,8 %) a 200 umol/l (viabilita bun€k byla stanovena na 45,7 %).
Se vzristajici koncentraci DDTC, nedochazelo k nepfimo umérnému snizeni viability,
nebot’ pfi pouziti DDTC o koncentraci 100 umol/l doslo k jejimu nartstu na 52,7 %.

DDTC tedy pisobi na bunky tzv. bifazickym efektem. Mé vysledky jsou podpoteny
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publikaci D. A. Rigase, kterd bifazicky efekt DDTC popisuje. [181] Ptesto, Ze hodnota
ICso nebyla urc¢ena, koncentrace DDTC, pii které doslo vyznamnému poklesu viability
bunék, byla 50 umol/l, coZ je mnohem vice, nez bylo naméteno u komplexu Cu(DDTC)..

Neni tedy pravdépodobné, Ze by piic¢inou cytotoxicity komplexu Cu(DDTC), byl DDTC.

Vodny roztok CuCl, nevykazal prakticky zadnou protirakovinnou aktivitu. Hodnota ICsg
pro tuto latku pievysuje jeji maximalni pouzitou koncentraci (1000 umol/l) (viz Tab. 6).
Aplikace CuCl; o koncentraci 1000 pmol/l vedla ke snizeni viability bun¢k na primérnou
hodnotu 48,3 % (viz Tab. 3). Synteticky Cu(DDTC); je tedy vaci bunééné linii U-2 OS
témér tisickrat toxictéjsi nez CuCl, samotny. Méd’ muze bunikam zpusobovat oxida¢ni stres
a muze byt i vysoce toxicka, zaroven je vSak vV rakovinnych buiikdch velmi dalezitym
elementem. Vyssi hladiny tohoto kovu se v porovnani se zdravymi bunikami vyskytuji
v bunkach rakovinnych, které jsou na médi funkéné zavislé. [147] Médnaté ionty navic
nejsou schopné prochazet volné pies cytoplazmatickou membranu. CuCl; je i v relativné
vysokych koncentracich proti nddorovym buitkam netc¢inny pravdépodobné prave z téchto

divoda.

K ovéfeni, zda CuCl;, piidany do média dokaze zvysit toxicitu DDTC, byl proveden MTT
test, ve kterém byly porovnany tfi skupiny bunék. Prvni skupina byla inkubovana 24 hodin
s nejniz$i pouzitou koncentraci CuCl, (100 umol/l) a druhd byla po stejnou dobu
bun¢k U-2 OS pohybovala primémé okolo 80 % (viz Tab. 5 a Obr. 9). Ve tieti skuping,
kde byly bunky linie U-2 OS inkubovany se smési CuCl, a DDTC o nejnizsich pouzitych
koncentracich (100 umol/l pro CuCl; a 10 pmol/l pro DDTC) poklesla viabilita bunék za
24 hodin az na hodnotu 5 %. Tento vysledek naznacuje, Ze aktivni latka, ktera pii podani
disulfiramu zabiji rakovinné bunky, je pravé komplex Cu(DDTC),, jenz pii podéni
disulfiramu samovolné vznika v krevnim fecisti pacienta. [145] DDTC pravdépodobné
ucinnou latkou neni, nejen kvuli jeho nizké cytotoxicité in vitro, ale také diky stechiometrii
reakce vzniku Cu(DDTC),. Jeden iont médi je totiz koordinacné vazan dvéma molekulami
DDTC (viz Obr. 4). Po pridani CuCl, se tedy pocet volného DDTC snizuje, a pokud by
DDTC byl aktivni latkou, méla by cytotoxicita smesi klesat. V MTT testu byl ale po
pfidani CuCl, pozorovan prudky narast cytotoxicity, ktery vSak podle ptedchozich

vysledku testu nezptuisobyl samotny, v pouzité koncentraci netoxicky, CuCls,.
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Komplex Cu(DDTC),, ktery je tedy pravdépodobné zodpovédny za cytotoxicky efekt
disulfiramu, je potencialni inhibitor proteazomu. [151] Proto byla jeho u¢innost porovnana
S jinym inhibitorem proteazomu — bortezomibem. In vitro je bortezomib toxicky Kk velkému
mnozstvi rtiznych buné¢énych linii, v praxi (in vivo) se vSak pouziva pouze k 1é¢bé
mnohoc¢etného myelomu. K pevnym nadorim neni G¢inny. [118 a 121] Vysokou miru
toxicity vykazal bortezomib in vitro také proti bunécné linii U-2 OS. Jeho hodnota 1Csg
umol/l) viabilita bun¢k mirn€ rostla. Hodnoty viability pro tuto koncentraci vSak nebyly
prikazné a statisticky se neliSily od kontroly. Bortezomib tedy v této koncentraci neni pro
bunénou linii U-2 OS toxicky. K poklesu viability bunék doslo az pti koncentraci
0,01 pmol/l. Naopak pii nejvyssi pouzité koncentraci (1 umol/l) doslo k poklesu viability
vV pruméru az na 21,9 %. Hodnoty viability bunék pro jednotlivé pouzité koncentrace jsou
shrnuty v Tab. 1. Zavislost viability bun¢k na koncentraci bortezomibu je zobrazena na
Obr. 5 a ma se stoupajici koncentraci bortezomibu v celém svém prubéhu sestupny

charakter.

Bortezomib zpusobuje bunkam apoptotickou smrt, a toto tvrzeni bylo podpofeno mnoha
experimenty. Mezi detekované signaly piichazejici apoptézy patii napt. St€peni PARP
(poly ADP-ribose polymerase), fosforylace ASK1 (apoptosis aignal-regulating kinase 1),
deregulace mitochondrialnich procest, ktera vede k akumulaci ROS, a uvolnéni AIF
(apoptosis inducing factor). [182] Bunky inkubované s bortezomibem a buriky apoptotické
navic vykazuji podobnou morfologii (viz Obr. 5), kterou podrobné popsal G. Hécker ve
své publikaci. [179] Podobna mira toxicity bortezomibu a Cu(DDTC); a morfologie bunék
U-2 OS (viz Obr. 5) po aplikaci téchto latek by mohla naznacovat, Zze i Cu(DDTC),
zpusobuje bunikam apoptotickou smrt. I kdyZ by obé¢ latky mély byt inhibitory proteazomu,
rozdily v jejich toxicité jsou pravdépodobné zpisobeny jejich odlisnymi mechanismy

pusobeni.

| v souCasnosti je zejména metastaticky osteosarkom velkym problémem, a piesto Ze je
lécba velmi draha, neni schopna dostate¢né uspokojivé uzdravovat pacienty. Lécba
osteosarkomu je spojena se zdvaznymi vedlejSimi U¢inky a v pfipadé¢ metastatického
osteosarkomu i se Spatnou prognézou. [1] Spousta védeckych pracovist hleda v 1é¢bé nové
ptistupy, ale zatim nebylo dosazeno zadnych vyrazné lepSich vysledki, nez poskytuji

soucasna léciva. Pokud by se nékteré Gspésné nové latky zavedly do klinické praxe, byla
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by jejich cena velmi vysoka. [183] Podle mych vysledkt je synteticky Cu(DDTC), proti
bunkam osteosarkomu in vitro ucinny. Od in vitro efektivity je ke skute¢nym klinickym
testim je$té daleko, nicméné podle dosavadnich znalosti a vysledku studii by komplex
disulfiramu s médi mohl byt vhodnym piipravkem k 1é¢b¢ solidnich tumort [151],
ptestoze inhibice proteazomu bortezomibem nebyla proti solidnim tumorim vcetné
osteosarkomu in vivo u¢inna. [121-122] Cu(DDTC); totiz inhibuje proteazom odliSnym
mechanismem nez bortezomib a ma tak jiny terapeuticky potencial. Toto tvrzeni je
podpoteno studii [184]. Pii 1écb¢ osteosarkomu by bylo dené peroralné podavano 500 mg
disulfiramu v kombinaci s glukonatem médnatym. [143] P#i takovém zpusobu
administrace se Vv téle pacienta nebude vyskytovat pouze Cu(DDTC),, ale také dalsi
metabolity disulfiramu, které maji pravdépodobné terapeuticky podpiirnou biologickou
aktivitu [158, 162, 185, 186, 187] amohou byt zodpovédné za potlateni MDR,
angiogeneze €i tvorby metastazi. [180] Disulfiram tak zasahuje bunécné pochody, které
jsou pro vyvoj tumoru a viabilitu bunék osteosarkomu velmi dulezité, ¢imz je biologicka
pleiotropnimu efektu také velmi nizkou pofizovaci cenu disulfiramu a zanedbatelné
vedlejsi Gcinky, zjistime, Ze disulfiram by se mohl stat dostupnou latkou schopnou Setrné
1é¢by pacientt trpicich i velmi agresivni metastatickou formou osteosarkomu. [188] Toto

tvrzeni v8ak mohou s kone¢nou platnosti potvrdit ¢i vyvratit pouze klinické testy.
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7 ZAVER

Osteosarkom je velmi agresivni tumor kosti, ktery postihuje hlavné mladé lidi a déti.
Kjeho 1écbé se dnes vyuzivaji vysoké davky chemoterapeutik a chirurgické zakroky
rizného rozsahu vcetné amputaci. Samotny osteosarkom navic Casto doprovazi vyskyt
komplikaci, které usti ve velmi Spatnou prognodzu pacienta. Pravé proto je tieba hledat
nova lé¢iva, ktera by byla nejen efektivngjsi, ale zaroven také Setrnéjsi. Jeden z moznych
pristupt 1écby osteosarkomu piedstavuje inhibice ubikvitin — proteazomového systému
(UPS), dulezitého pro vSechny buiiky, zejména vSak pro builkky rakovinné, protoze na
rozdil od zdravych bun€k neni rakovinna butika schopna inhibici proteazomu prezit. Prvni
inhibitor proteazomu, ktery byl schvalen pro 1é¢bu mnohocetného myelomu, se nazyva
bortezomib. K 1é¢bé osteosarkomu vSak pouzit nelze, protoze bortezomib in vivo G¢innost
vuci solidnim tumorim nevykazuje. Proto se védci zabyvaji vyvojem dalSich inhibitorii
proteazomu. Ty by mély mit lepsi vlastnosti, naptiklad lepsi tkafiovou distribuci, a mély by
tak rozsifit pole plsobnosti proteazomalnich inhibitorti. Mezi takové latky pravdépodobné
patii i disulfiram, respektive komplex jeho metaboliti s dvoumocnym kovem. Proti
rakovinnym bunkdm se jevi byt nejucinné€jsi komplex diethyldithiokarbamatu s médi.
Z praktické Casti prace vyplyva, ze bis-diethyldithiokarbamat méd’naty je skute¢né proti
bunééné linii U-2 OS odvozené od lidského osteosarkomu in vitro vysoce ucinny. Protoze
pravdépodobné inhibuje proteazom jinym mechanismem neZz bortezomib a ma 1 jiné
farmakokinetické vlastnosti, zda se pravdépodobné, ze by mohl byt u¢inny také in vivo,
v kombinaci s médi zaveden do klinické praxe pro lécbu osteosarkomu, mohlo by to
znamenat obrovsky pokrok v 1é¢bé této nemoci. Vzhledem Kk jeho nizké cené by se
z disulfiramu stalo zaroven lé¢ivo dostupné pro kazdého, véetné chudych rozvojovych
zemi, a jeho pouZiti by snalo obrovskou finan¢ni zat€z ze zdravotniho systému, kterou
soucasna nesmirn¢ draha 1éCba piedstavuje. Neméné podstatnou vyhodu Ilécby
osteosarkomu disulfiramem s médi ptredstavuji jeho téméf zanedbatelné vedlejsi Gcinky,
které neposkozuji télo pacienta tak jako klasickd chemoterapie. Pfesny mechanismus
ucinku komplexu Cu(DDTC), vSak jeSt¢ neni zcela odhalen a dals$i vyzkum je tak
k zahajeni klinickych testi nezbytny. Nesta¢i v§ak pouze znalost mechanismu a potvrzeni
efektivity tohoto 1é¢iva, musi byt také sehnan dostate¢ny finan¢ni obnos z vetfejnych zdroji
k zaplaceni klinickych testil, protoze zadna farmaceuticka firma nebude investovat penize

do neziskového 1é¢iva.
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Tato prace je podkladem pro dalsi studium protirakovinného ucinku syntetického
bis-diethyldithiokarbamatu médnatého a zakladnim kamenem mé diplomové prace.
Experimenty, které navazuji na poznatky z této prace, budou pokracovat v Barbara Ann
Karmanos Cancer Institute v Detroitu pod vedenim prof. Q. Ping Doua, ktery
0 proteazomu a jeho inhibici publikoval mnoho védeckych clanki a jiz dlouho se touto

problematikou zabyva. Zvaci dopis od prof. Q. Ping Doua uvadim v ptilohach.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CT
RB
TGF-p
RECQL4
CDDP
MTX
ADM
IFOS
DOX
DNA
NF-xB
UPS
CP

RP
PA28
PA200
ATP
PA700
DUB
JAMM
RNA
MHCI
INF-y
UBA
UBL
LRR
HECT
RING
CaM
CDK
UCH
USP

poditatova tomografie (computed tomoghraphy)
retinoblastomovy protein (retinoblastoma protein)
tumour growth factor

RecQ protein-like 4

cisplatina (cisplatin)

methotrexat (methotrexate)

adriamycin (adriamycin)

ifosfamid (ifosfamide)

doxorubicin (doxorubicin)

deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)
jaderny faktor kB (nuclear factor kB)
ubikvitin-proteazomovy systém (ubiquitin-proteasome system)
katalyticka podjednotka (core particle)

regulacni podjednotka (regulation particle)

aktivator proteazomu 28 (proteasome activator28)
aktivator proteazomu 200 (proteasome activator200)
adenozintrifosfat (adenosine triphosphate)

aktivator proteazomu 700 (proteasome activator 700)
deubikvitinaza (deubiquitinase)

JAB1/MPN/Mov34 metalloenzyme

ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

hlavni histokompatibilni komplex 1 (major histocompatibility complex 1)
interferon y

ubiquitin associated domain

ubiquitin-like domain

leucin-rich-repeat domain

homologous to E6-associated protein C terminus domain
really interesting new gene domain

kalmodulin (calmodulin)

cyklin-dependentni kinaza (cycline dependent kinase)
ubiquitin C-terminal hydrolase

ubiquitin-specific protease
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OTU
MJD
IxB
RHR
NTD
CTD
TAD
NLS
ARD
IKK
NEMO
TNF

IL
TLR
CDKI
MDM2
PIR
VCAM1
FDA
ALDH
DDTC
Cu(DDTC),
VEGF
RNAI
MMP
SOD
mnSOD
MDR
ABC
MRP
cGMP
NK
DMSO
MTT

ovarian tumor protease

Machado-Joseph disease protein domain protease

inhibitor kKB

Rel homologni oblast (Rel homologous region)

N-terminal domain

C-terminal domain

transaktiva¢ni doména (trans-activation domain)

nuclear localisation site

ankyrin-repetitive domain

inhibitor kB kinaza (inhibitor kB kinase)

NF-kB essential modulator

tumor necrosis factor

interleukin

Toll-like receptor

Inhibitor cyklin-dependentnich kinaz (cyclin-dependent kinase inhibitor)

mouse double minute 2 homolog

proteasome-inhibition resistant

vascular cell adhesion molecule 1

food and drug administration

aldehyddehydrogenaza

diethyldithiokarbamat

bis-diethyldithiokarbamat méd’naty

vaskularni endothelialni rastovy faktor (vascular endothelial growth factor)

RNA interference (RNA interference)

matrixova metalloproteinaza (matrix metalloproteinase)

superoxiddismutaza

mitochondrialni superoxiddismutaza

mnohocetna Iékova rezistence (multiple drug resistence)

ATP-binding cassette

multidrug resistance protein

cyklicky guanozinmonofosfat (cyclic guanosine monophosphate)

pfirozeny zabijec¢ (natural killer)

dimetylsulfoxid

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid
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