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Souhrn

Rakovina jater predstavuje tieti nejcastéjsi pricinu timrti na rakovinu ve svété. Jeji kura-
tivni léCba se opirad pouze o chirurgické zakroky. I kdyz bylo a v soucasnosti je testovano
velké mnozstvi chemoterapeutik, zatim zadnou takovou latkou ani jejich kombinaci ne-
doslo k vyraznému zlepseni stavu pacienttt nebo alespon k vyraznému prodlouzeni doby
preziti.

Pristup, ktery vykazuje slibny protinadorovy potencial a je rozebran v této praci, je
zalozen na proteazomalni inhibici. Proteazom je multiproteinovy komplex eukaryotickych
bunék, ktery je zodpovédny za degradaci az 80 % bunéénych proteint. Proteazom je tak
zapojen do spousty bunéénych procesi, at uz se jedné o aktivaci signélnich drah, regulaci
bunécného cyklu nebo tieba roli pri tvorbé antigenii. Jeho inhibice prekvapiveé vede k
odumfeni rakovinnych bunék, zatimco zdravé prezivaji. Prvnim schvalenym inhibitorem
proteazomu je bortezomib. Bohuzel v terapii solidnich nadort vykazuje miniméalni efekt.
Potencial silné inhibice proteazomu je predpokladan také u disulfiramu, respektive jeho
metabolitu dithiokarbamatu v komplexu s médi.

Prakticka cast této prace se zabyva stanovenim cytotoxicity syntetického dithiokar-
bamatového komplexu s médi na bunécné linii odvozené od karcinomu jater. Z vysledkt
vyplyva, Ze tento komplex byl in vitro vysoce Géinny s hodnotou ICsy 1,14 pmol/l. Hod-
noceni toxicity bylo provedeno pomoci metody MTT testu.

Pfesny mechanismus pusobeni komplexu Cu(DDTC), vSak jesté neni zcela odhalen a
je potreba dalsich studii v této oblasti. Vyhodou terapie disulfiramem jsou mirné vedlejsi
ucinky (oproti klasické chemoterapii) a také snadné dostupnost, protoze se jedné o levny
stary 1ék. Jeho pouzivani by nezatézovalo zdravotnicky systém a byl by dostupny i v
chudych zemich.



Summary

Liver cancer is the third most common cause of cancer mortality. Currently, only surgical
resection is considered as the sole potentially curative treatment. Even though variety
of agents has been tested, any of them or their combination has not provided significant
benefits to patients.

Other approach, that shows promising antitumor activity and is analysed in this thesis,
is proteasome inhibition. The proteasome is a multiprotein complex of eukaryotic cells and
it is responsible for degradation up to 80 % of cellular proteins. It is involved in many
cellular processes such as activation of signalling pathways, regulation of cell cycle or for-
mation of antigens. Its inhibition suprisingly leads to death of tumor cells but not to death
of normal cells. Bortezomib is the first approved inhibitor of proteasome. Unfortunately,
it is not enough effective in solid tumors. The potential of powerful proteasome inhibition
is also attributed to disulfiram, respectively to its metabolite dithiocarbamate in complex
with copper.

Experimental part of this thesis deals with determinating of cytotoxicity of synthetic
dithiocarbamate complex with copper on cell line derived from liver carcinoma. The com-
plex was highly effective in vitro and ICs, was estimated to be 1,14 umol/l. MTT test was
used to evaluate the toxicity.

The exact mechanism of action of the Cu(DDTC), complex is not fully elucidated and
more research is needed. The advantages of usage of disulfiram are mild adverse effects
and good availability due to its low price. Its usage would not burden on health care
system and the drug would be available even in less developed countries.
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1 UVOD

Nador je termin uzivany pro soubor onemocnéni, ktera vznikaji z patologické transformace
bunky, ktera se vyznacuje nekontrolovanym mnozenim, rezistenci vici regulacnim me-
chanismtim véetné apoptozy, zménénou schopnosti diferenciace, genetickou nestabilitou a
zménou metabolismu. Muze napadat okolni tkané a zptsobovat metastaze, tzv. sekundarni
tumory. Pravé nadmeérna ristova aktivita nadorovych bunék je jejich nejziejméjsim rysem
[1]. Neregulovand proliferace bunék je umoznéna diky specifickym genetickym defektim.
Jedna se napiiklad o mutace v genech, které jsou odpovédné za potlacovani bunécného
cyklu. Pri¢inou vzniku rakoviny mohou byt ndhodné a spontanni mutace, nebo mize jit
o vysledek vlivu prostiedi.

Néadorova onemocnéni stale patii mezi nejcastéjsi priciny tumrti v disledku choroby.
Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) v roce 2004 zemfelo na rakovinu 7,4 mili-
ont lidi ve svété, coz predstavuje 13 % vSech tmrti [2]. V grafu na Obr. 1. je zndzornéna
incidence a mortalita vybranych typt nadori ve svété v roce 2008.
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Obréazek 1: Incidence a mortalita vybranych typi nddort ve svété v roce 2008 [7]

V soucasné dobé je problematika rakovinovych onemocnéni 1ékati i védci intenzivné
zkoumana a do rozsahlého vyzkumu je investovano mnoho penéz. Odhaduje se, ze naklady
na vyvoj nového léku se v.USA pohybuji okolo 800 milionti az jedné miliardy dolari a
samotny schvalovaci proces léku pak trva primérné 15 let [3], pfifemZ netspéSnost ve
vyzkumu 1ékti proti rakoving v 90. letech byla 70 % ve fazi IT a 59 % ve fazi III klinického
testovani [4]. Béhem doby schvalovaciho procesu prochazeji potenciélni 1é¢iva nékolika
fazemi klinického testovani, pii kterych se hodnoti Gc¢innost 1écby a bezpecnost latky.
Takovy vyzkum je obvykle placen farmaceutickymi firmami anebo z vefejnych zdroju.
A aby byly tyto obrovské investice chranény, jsou nové léky patentovany. Pfestoze se do
vyzkumu vkladaji obrovské ¢astky penéz (podle US National Institutes of Health se v roce
2003 utratilo za vyzkum 27 miliard dolarti), pocet nové schvalenych 1ék Food and Drug
Administration (FDA) od devadesatych let minulého stoleti klesl a v soucasné dobé se
pohybuje na konstantnich ¢islech 20-30 novych latek roéné schvalenych FDA [5]. Z téchto
dtivodl se mnoho odbornik domniva, ze je ve farmaceutickém vyzkumu potfeba novych
pristupt, aby byl cely sestém efektivngjsi, levnéjsi a méné zdlouhavy [6].
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Jednim z navrhii je zaméfit Gsili védcd na monitorovani 1ékt, které jsou jiz dlouho
znamé a u nichz byly popsany pozitivni vedlejsi tcinky. Takové latky se uz dnes pacientim
predepisuji v ramci 1écby jinych onemocnéni nez k jakému byly ptivodné schvaleny. Uvadi
se, ze v USA se tyto léky predepisuji v 40-60 % z celkového poctu piedpisii [8]. Vyhodou
dlouho znamych a pouzivanych 1ékd je bezpecnost jejich uzivani, protoze s léky jsou
mnohaleté zkusenosti, a lepsi financéni dostupnost, protoze uz nejsou chranény patentem.
Dnes zname mnoho prikladt lécivych latek, které jsou vyuzivany k jinym ucelim nez
k jakym byly ptvodné schvaleny. Mezi nejznaméjsi patii aspirin, schvaleny FDA jako
1ék proti bolesti, ktery se pro své protisrazlivé ucinky vyuziva ke snizovani rizika tmrti
na infarkt myokardu [8] a u kterého bylo také objasnéno dalsi potencidlni pouZiti v 16¢bé
kolorektalnich nadort [9]. Dalsim ponékud neobvyklym piikladem je 1ék thalidomid, ktery
byl v padesatych letech minulého stoleti pfedepisovan téhotnym zenam jako sedativum k
tiSeni rannich nevolnosti. Avsak nasledné byl v roce 1961 stazen z trhu, protoze zpiisoboval
zéavazné deformace plodu [8]. Pozdéji se diky ndhodé ukézalo, Ze thalidomid m4 piiznivy
lécebny efekt u nemocnych s komplikacemi lepry, a tak byl v roce 1998 schvalen pro
1é¢bu erythema nodosum leprosum [6, 8]. Pozdéjsi vyzkum také prokéazal, ze thalidomid
potlac¢uje nddorovou angiogenezi u mnohocéetného myelomu [6].

Jednim z prikladi je také antabus (disulfiram), 1ék pouzivany ptes padesat let k 1é¢bé
alkoholismu [10], a u kterého byly objeveny protinddorové ucinky. Ty pravdépodobné
souvisi s jeho schopnosti inhibovat proteazom [11], coZ je proteinovy tutvar zodpovédny
za degradaci proteinti v burikach.

7da se tedy, ze je financné i casové efektivnéjsi objevovat nova vyuziti starych 1éki nez
vytvareni léki uplné novych, coz je priklad tradi¢niho pristupu farmaceutického vyzkumu,
kdy se hleda nova 1é¢iva latka, kterd zasahuje jeden konkrétni biologicky cil [12]. Kromé
toho zadna farmaceuticka spolecnost se nebude snazit najit nova pouziti 1léku, kdyz uz
neni patentovatelny. Financovani vyzkumu starych 1€kt se tak déje pouze neziskovym zpi-
sobem. Vyvstava tedy otazka, zda by se nemélo povolit patentovani starych preparati, u
kterych doslo k objeveni novych pouziti. Nicméné repatentovani 1éki by nevyftesilo otazku
finan¢ni nakladnosti, se kterou se poji dostupnost 1é¢by v chudych zemich, stejné tak jako
prodrazeni zdravotni péce jinde ve svété. Prikladem starého léku, ktery nebyl repatento-
van, je antibiotikum paromomycin, které se dnes uziva k 1é¢bé visceralni leishmaniozy.
Roc¢né se vyskytuje v Indii 100 000 novych piipadi tohoto parazitického onemocnéni a
jestlize zistane nelécené, je smrtelné [13]. Klinické testovani léku bylo placeno z Institute
for OneWorld Health, Bill and Melinda Gates Foundation a WHO [14]. Cena pro 21 denni
1é¢bu 35 kg pacienta stoji pouze 4.19€ [15]. Vystupem neziskové financovaného vyzkumu
je tedy levny 1€k, dostupny v chudych zemich a nezatézujici zdravotnicky systém.



2 RAKOVINA JATER

Primérni nadory jater tvori heterogenni skupinu onemocnéni. Nejcastéji se vyskytujici
primarni maligni nddor jater je hepatocelularni karcinom (HCC), ktery v celosvétovém
méritku predstavuje 70 az 85 % vSech primérnich jaternich malignit [16]. Zaroven je patou
nejcastéjsi rakovinou [17] a po karcinomu plic a zaludku tieti nejcastéjsi pFicinou tmrti
na rakovinu ve svété [18]. Nejvice metastazuje do plic, lymfatickych uzlin, nadledvinek a
kosti [19]. Sekundarni nadory jater se nejcastéji objevuji u pacientt, ktefi v historii trpéli
nékterym z téchto tumort: kolorektalni karcinom, rakovina prsu, neuroendokrinni nadory
a rakovina slinivky bfisni.

Druhym vyznamnym typem rakoviny jater je cholangiokarcinom (CCA). CCA je ma-
ligni onemocnéni epitelidlnich bunék zlucovych cest v jatrech. I kdyz se vyskytuje ztidka,
CCA pfedstavuje po HCC druhy nejcastéjsi primarni jaterni maligni tumor ve vétsiné
Castech svéta [21]. Do oblasti s nejvyssim poctem vyskytu patii Thajsko a dalsi ¢asti jiho-
vychodni Asie. V etiologii vyznamné vystupuji infekce parazity intrahepatalnich zluc¢ovych
cest [22].

Odhaduje se, ze v roce 2008 se celosvétove vyskytlo 748 300 novych pripadu jaternich
nadort a doglo k 695 900 iimrti na tuto rakovinu [17]. V Ceské republice bylo v roce 2008
diagnostikovano 856 nemocnych s primarnim nadorem jater a intrahepatalnich zlucovych
cest. 793 nemocnych na tuto chorobu zemfelo [23].

Existuji velké geografické rozdily ve vyskytu primérnich zhoubnych nadort jater. 80 %
novych pripadl se objevuje v rozvijejicich se zemi. Nejvyssi incidence je v jihovychodni
Asii a subsaharské Africe hlavné diky endemickému vyskytu virfi hepatitid. Jenom v Ciné
je 55 % pripadi Gmrti na nadory jater [26]. Mezi zemé s vysokou incidenci patii také
Thajsko, Japonsko a Korea. Severni a zapadni Evropa a Severni Amerika jsou zemé s
nizkou incidenci (5 pfipadd na 100 000 miza a 2.5 pfipadi na 100 000 Zen). Konkrétné
incidence HCC v Evropé a USA je nizké, nicméné za posledni dvé dekady vzrostla [18],
nejspis jako dusledek zvysSujiciho se vyskytu infekce virem hepatitidy C (HCV) [20]. Ve
stfedni a jizni Evropé je stfedni incidence [27]. V posledni dobé doslo ke sniZeni incidence v
rozvijejicich se zemi, pravdépodobné jako diisledek prevence proti infekci virem hepatitidy
B (HBV). Prikladem je Taiwan, kde bylo diky vakcinaci zaznamenano vyrazné snizeni
poctu osob s chronickou HBV infekci ve vékové skupiné pod 20 let, coz korelovalo i se
snizenim vyskytu HCC v této skupiné lidi [28].

Dalsim faktorem je etnickad prislusnost. Naptiklad v USA je u lidi asijského ptivodu
mira incidence dvakrat vyssi nez u africkych Americant, u kterych je zase incidence
dvakrat vyssi nez u Ameri¢ant bilé rasy [24]. Incidence nadort jater podle pohlavi a
geografickych oblasti je vidét na Obr. 2.

2.1 Hepatocelularni karcinom

Hepatokarcinogeneze je vicestupniovy proces zahrnujici komplex genetickych a epigene-
tickych zmén, chromozomovych aberaci, genovych mutaci a zmén v molekuldrnich dra-
hach. Zakladnim rizikovym faktorem vzniku HCC je v 70-90 % p¥ipadii chronické jaterni
onemocnéni, obvykle jaterni cirhdza, ktera predstavuje terminalni ireverzibilni stadium
mnoha jaternich chorob, projevujici se kompletni pfestavbou ptivodni tkané prostiednic-
tvim rozsahlé fibrézy. Ke vzniku cirh6zy mohou vyustit infekce HBV a HCV a nadmérna
konzumace alkoholu. Mezi dalsi faktory, které zvysuji riziko vzniku HCC, patii pfijem
aflatoxinu v potravé, poruchy pfijmu Zeleza, dlouhodoby piijem oralnich kontraceptiv,
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Obrazek 2: Incidence a mortalita nadort jater na 100 000 osob podle geografickych oblasti,
(a) muzi (b) zeny [18].

obezita a diabetes, méné casté jsou dédicné metabolické poruchy, mezi které patii naprti-
klad hemochromatéza (poruchy metabolismu Zeleza), deficit alfa-1-antitrypsinu (porucha
metabolismu bilkovin) a poruchy metabolismu porfyrint [24].

HCC se castéji objevuje u muzii nez u zen, obvykly pomér je mezi 2:1 a 4:1, pfi¢emz v
oblastech s vyssi incidenci je i pomér vétsi. Priciny mohou byt genetické nebo i socialni,
kde hraje roli odlisné chovani muzi a Zen, naptiklad vyssi konzumace alkoholu muzi nez
zenami [24]. Incidence HCC se déle zvySuje s vékem, nejvyssi prevalence je pozorovéna
u lidi nad 65 let [25]. Ve vétsiné ptipadi tedy vznikd HCC na podkladé cirhdzy jater, i
kdyz se ziidka vyskytnou i piipady, kdy vzniku HCC cirhéza nepiedchazela (odhaduje
se, ze u 10-30 % pacientt s HCC se cirhéza nevyskytuje [24]). V chronicky nemocnych
jatrech, pro které je typicka vysoka aktivita bunécné proliferace, mohou vznikat loziskové
1éze. Jednim z typt lozisek je dysplasticky uzel, ktery je povazovan za jasnou prekancerézu
HCC [29, 30]. Nicméné presny mechanismus vzniku HCC véetné vyvinu preneoplastickych
lozisek a jejich vyvoj v HCC neni znam.

U HCC nebyly popsany zadné stalé charakteristické genetické zmény, protoze tento
nador je pomérné heterogenni a rtzni se podle etiologie. HBV a HCV jsou nejlépe zdo-



kumentované rizikové faktory HCC.

HBYV je DNA-virus, ktery mtize integrovat sviij genom do genomu hepatocyt. Tim
zpusobuje preusporadani DNA, nestabilitu chromozomt a muze interferovat s onkogen-
nimi a tumor supresorovymi geny [31, 32]. HBV napoméh4 karcinogenezi expresi vlastniho
virového proteinu HBx, ktery ovliviiuje transkrip¢ni aktivitu hepatocytt tim, Ze pfimo in-
teraguje s jadernymi transkripénimi faktory nebo ovliviiuje signalni drahy v cytoplazmé.
Mezi cile HBx patii napiiklad Ras/Raf/MAPK signédlni dréha, kterd reguluje bunéény
cyklus, diferenciaci a proliferaci bunky. HBx dale aktivuje protoonkogen c-jun a ovlivnuje
signalni drahu NF-£B, kterd se mimo jiné podili na regulaci bunééného riistu a bunécné
smrti, ovliviiuje kaskddu Jak-Stat nebo dereguluje drahu proteinkinazy C, coz ma za
nasledek zvysenou transkripci antiapoptotickych proteint, zrychleny bunéény rtst a pro-
liferaci [33, 34, 35, 36]. Kromé toho m& HBx schopnost vytvafet komplex s p53 a tim jej
inaktivovat [37]. p53 je tumor supresorovy protein, ktery pii posSkozeni buriky navozuje
zastaveni bunécného cyklu nebo programovanou bunécnou smrt.

HCV ftadime mezi RNA viry, které nezaclenuji sviij genom do genomu hostitelské
bunky. Misto toho se v patogenezi piimo uplatiuji viralni proteiny, které ovliviuji signalni
drahy, transkripéni a translac¢ni aktivitu, bunéény cyklus a apoptézu. Zejména se jedna
o core protein a NS5A protein. HCV core protein se napiiklad vaze na pb3, p73 a Rb,
coZ jsou tumor supresorové proteiny [38, 39, 40]. Déale ovliviiuje expresi proteinu p21
[41], coz je inhibitor komlext cyclin-dependentnich kindz. Nestrukturalni protein NS5A se
napiiklad pfimo vaze na p53 a inhibuje tak jeho transkripéni aktivitu [42]. Také interaguje
s proapoptotickym proteinem Bax jako homolog Bcl-2 a tim brani apoptéze [43]. Core
protein i NS5A se podileji na abnormalni regulaci Wnt//-catenin signalni drahy, coz ma
za dusledek zvySenou proliferaci a maligni bunéénou transformaci. Deregulace Wnt/ (-
catenin drahy je obecné povazovana za dulezity krok v hepatokarcinogenezi. HCV infekce
je v soucasné dobé pfi¢inou 75-80 % ptipadit HCC v Japonsku [44]. Okolo 40 % pacientii
s infekci HCV bylo nakazeno transfuzi infikované krve v letech 1950 az 1960.

V etiologii se dale vyrazné uplatnuje aflatoxin, coz je mykotoxin produkovany plisnémi
Aspergillus, které kontaminuji potravu hlavné ve $patné uskladnénych obilovinach nebo
ofiscich. Aflatoxin zasahuje gen pro p53, u kterého vyvolava zaménu tfeti baze kodonu
249 guaninu za thymin [45]. Tato mutace inaktivuje p53.

V ramci snahy urcit geny, které jsou rozhodujici pro hepatokarcinogenezi, byly studo-
vany chromozomové zmény u HCC. Amplifikace chromozomalnich ¢asti bylo pozorovano
napiiklad na 1q, 6p, 8q, 17q, 20q chromozomech a delece na 4q, 8p, 13q, 16q, 17p chro-
mozomech [46]. Tyto chromzomomé&lni zmény se nachézeji napiiklad v mistech geni pro
c-myc, PTEN, E-cadherin, AXIN1, p53, Rbl, FGF3/4, cyklin D1, cyklin A2 a IGF-2R
[47].

Vyznamnou tlohu v transformaci hepatocyti hraji epigentické zmény. Epigenetika se
zabyva zménami genové exprese, pii kterych nedochézi ke zméné v sekvenci nukleotidt
DNA. To je umoznéno diky strukturnim a chemickym modifikacim chromatinu, napti-
klad se jednd o methylaci DNA nebo acetylaci nukleozomélnich histont. V poslednich
desetileti se ukazalo, Ze epigenetické zmény hraji roli i pfi vzniku nadoru [48], kde je
nejvyraznéjsi hypermethylace ostrovt CpG v misté genového promotoru, kterd vede k
represi transkripce cilového genu. Nenormalni methylace CpG ostrovi byla pozorovana
kromé nadorovych bunék uz u cirhotickych jater a jater s chronickou hepatitidou [49].
U HCC dochazi diky hypermethylaci k uml¢ovani naptiklad téchto tumor supresorovych
gent: pl6, RASSF1, E-cadherin a SOCS1 [50, 51, 52, 53]. Na druhou stranu hypomethy-
lace a reaktivace onkogenu c-myc byla také demonstrovana u HCC [54].



Dalsim mechanismem, ktery svou funkci brani trvalé proliferaci nddorovych bunék,
je proces zkracovani telomer. Telomery jsou specializované struktury, které chrani konce
chromozomt proti deoxyribonukledzam, brani fizim konci chromozomu a umoznuji repli-
kaci chromozomt beze ztraty materialu. Pred kazdym bunécénym délenim se replikuje
DNA, pii tomto procesu ale vzdy dochazi k mirnému zkracovani telomer. Pokud se te-
lomery zkrati natolik, Ze jiz nemohou vykonavat svoji funkci, bunka se nemiize délit
a odumfe. Telomery tedy nejen chrani chromozomy pfed znicenim a degradaci, ale pfi
zachovani urcité délky jsou nezbytné k trvalé proliferaci bunék. Prodluzovani telomer
zajistuje enzym telomeraza, ktera je aktivni u mnoha nadorovych bunék. Aktivace telo-
merazy u HCC je spojovana s genomovou nestabilitou butiky a jeji aktivita je zvysena ve
vice nez 80 % piipadi [55]. Zajimavé je, ze aktivita telomerazy v dysplatickych uzlech je
srovnatena s aktivitou telomerdzy u HCC [56].

V kazdém typu rakoviny se nachazeji deregulované signalni drahy. Klicové drahy, které
jsou zapleteny do patogeneze HCC jsou tyto: Wnt/f-catenin, EGFR/Ras/MAPK, IGF,
Rb, -MET, Akt/mTOR, VEGF a PDGFR [57, 58].

Wnt /[S-catenin signalni draha hraje vyznamnou roli v kontrole bunééné proliferace.
Proteiny Wnt fidi déleni, diferenciaci, prezivani bunék a vyznamné se podileji na vyvoji
organismu. Klicovym proteinem drahy je S-catenin. K aktivaci drahy dochazi po navazani
Wnt ligandt na receptory Frizzled. Nasleduje kaskdda dé€ji, jehoz vysledkem je uvolnéni
[-cateninu z E-cadherinu a akumulace ($-cateninu v cytoplazmé. Po dosazeni urcité kon-
centrace se presouva do jadra, kde se vaze na transkripéni faktory rodiny TCF /LEF, coz
vede k prepisu skupiny cilovych genti mezi které patii naptiklad onkogen c-myc anebo gen
kédujici cyklin D [59, 60]. Pfi absenci Wnt signalii je S-katenin vazan do multiproteino-
vého komplexu, kde dochézi k jeho fosforylaci, ktera oznackuje S-catenin jako cil urceny
k degradaci pro ubikvitin-proteazomovy systém. Jedna z moznych deregulaci této drahy
u HCC je zplisobena mutacemi v genu pro [-catenin. Témér vSechny takové mutace se
nachézeji ve tfetim exonu genu [61] a jsou spojovany s epigenetickymi zménami [62]. Geny
pro p53 a [-catenin jsou pravdépodobné nejéastéji mutované geny v HCC [57].

Dalsi dulezitou drahou, ktera reguluje bunéény rist a diferenciaci, zprostredkovava
bunécnou odpovéd na rustové signaly a u nadoru je Casto deregulovana, je kaskada
EGFR/Ras/MAPK, kterd po aktivaci indukuje transkripci gent rodiny AP1, kam patfi
napiiklad geny c-fos a c-jun, které hraji kli¢ovou roli v proliferaci buiiky [63]. Ligandy,
které aktivuji drahu, jsou naptiklad EGF, HGF, PDGF a VEGF. EGFR (epidermal growth
factor receptor) je transmembranovy proteinovy receptor, ktery po navazani ligandu spou-
sti tyrosinkinazovou aktivitu a nasledkem toho iniciuje signalni transdukci. Dojde k akti-
vaci intracelularniho proteinu Ras, ktery dale aktivuje Raf, coz je serin-threonin kinaza,
ktera fosforyluje MAPK (mitogen-activated protein kinase) kindzy. Ty signal mohou pie-
naset az do jadra a fosforylovat celou fadu dalsich proteint véetné transkripénich fak-
tori, které reguluji expresi dilezitych proteini bunééného cyklu a diferenciace. Aberantni
aktivace EGFR/Ras/MAPK drahy u HCC je pravdépodobné vysledkem deregulované
EGFR a IGF signalni kaskady nebo inaktivaci tumor supresorovych geniu (jako napiiklad
NORE1A) diky hypermethylaci [64].

Neregulované aktivace IGF (insulin-like growth factor) signalni drahy je dalsi abnor-
malitou u HCC. Nadmérna exprese IGF-1 a IGF-2 receptort a umlceni IGF vazajicich
proteinti (IGFBP-1-5) pfispiva k bunééné proliferaci, potlac¢ovani apoptézy a invazivnimu
chovani nadoru. Vazba ligandi IGF-1 a IGF-2 s IGFR (insulin-like growth factor re-
ceptor) zptisobi aktivaci tyrosinkindzové domény, iniciujici mnoho signélnich drah vcetné

PI3K/Akt a Ras/MAPK [65].



Dalsi draha, také indukovand IGF, je PI3K/Akt/mTOR, ktera hraje dilezitou tlohu
v karcinogenezi. Aktivace proteinové kindzy Akt miize nastat skrze EGF nebo IGF sig-
nalni kaskadu, pfes PI3K (fosfatidylinositol-3 kindza) aktivaci nebo ztratou funkce tumor
supresorového genu PTEN epigenetickym umléenim nebo mutaci. Aktivace Akt pak vede
ptes fadu krokt k aktivaci mTOR (mammalian target of rapamycin). mTOR kinéza se
chovéa jako centralni reguldtor bunééného ristu a proliferace, kontrolujici stav zivin a do-
volujici postup butiky z G1 do S faze bunééného cyklu [66]. Aberantni signélni funkce
mTOR je pozorovana v 50 % HCC [57].

c-MET gen je protoonkogen dilezity pro regeneraci jater po poranéni [67], ktery kéduje
HGFR (hepatocyte growth factor receptor) neboli c-MET protein, ktery je receptorem pro
HGF (hepatocyte growth factor). Deregulace c-MET a HGF jsou u HCC ¢asté a pfispivaji
k nadorové angiogenezi a rustu tumoru [68].

Dalsi deregulovana draha je draha tumor supresorového proteinu Rb, ktera je dysfun-
kéni ve velké vétsing lidskych nadort [69]. V normélnich buitikéch reguluje postup bunéé-
ného cyklu z G1 do S faze. Nefosforylovany Rb se vaze na transkripéni faktor E2F-1,
kterému tak brani interagovat s transkripéni masinérii. Fosforylovany Rb nema na E2F-1
inhibi¢ni U¢inek, a tak mize dojit k transkripci gent nezbytnych pro postup do dalsi faze.
Mezi cilové geny patii napriklad cyklin E, ktery po navazani na CDK2 indukuje DNA
replikaci [70]. Inaktivovany Rb byl demonstrovan v 28 % lidskych HCC burtikach [71, 72].
I dalsi ¢lenové Rb drahy mohou byt deregulovani, napiiklad cyklin D1, ktery po navazani
na CDK4 fosforyluje Rb, vykazoval nadmérnou expresi v 58 % HCC [71, 73]. Protein p16
je dalsi regulator drahy diky své schopnosti inhibice CDK4. Funkéni p16 chybél v 34 %
HCC [74].

Nédor potfebuje ke svému ristu prisun zivin a kysliku. Jestlize je tak velky, ze tyto
latky nemtze ziskavat difuzi z okoli, je dalsi rist podminén novotvorbou cév. Angiogeneze
je u HCC typicky jev, ktery je pozorovatelny uz v pocatecnich stadiich a hraje dilezitou
roli pfi dalsim rdstu a vyvoji nadoru. V norméalnich bunkéch se jedna o proces koordi-
novany faktory, které bud stimuluji nebo inhibuji angiogenezi. Mezi angiogenni faktory
patii napiiklad VEGF (vascular endothelial growth factor), PDGF (platelet-derived en-
dothelial growth factor), angiopoietin 2 a heparandza [202]. Nadmérné exprese téchto
faktori byla pozorovana u HCC [75, 76, 77]. Diky interakci s VEGRF receptory, které
jsou umistény na endotelidlnich bunkach, VEGF spousti intracelularni kaskadu, jejimz
vysledkem je tvorba novych cév, lymfangiogeneze nebo vyssi permeabilita cév. Kromé
ristovych faktori zpisobuje zvysenou VEGF expresi hypoxie, oxid dusnaty, nékteré cyto-
kiny a produkty onkogenii. Nové cévy formované pod vlivem angiogennich faktort jsou
vsak nevyzralé. Zaclenéni podpirnych stabiliza¢nich bunék pericytt a hladkych svalovych
bunék do nové formovanych cév umozinuje signalni draha PDGF [202].

2.2 Lécba

Zékladem kurativni 1écby HCC je chirurgickd resekce nadoru a transplantace jater. U
téchto pacienti je pozorovano pétileté preziti az v 70 % [78]. Kromé chirurgické 1é¢by je
mozné napiiklad radiofrekven¢ni ablace nebo chemoembolizace, coz jsou metody zptiso-
bujici lokalni destrukci tkané. V pripadé nemoznosti provést chirurgicky zakrok je mozné
pristoupit k chemoterapii. Mezi zakladni cytostatika patii doxorubicin a 5-fluorouracil.
I kdyz bylo a v soucasnosti je testovano velké mnozstvi chemoterapeutik, zatim zadnou
takovou latkou ani jejich kombinaci nedoslo k vyraznému zlepSeni stavu pacient® nebo
aslespon k vyraznéjsimu prodlouzeni doby preziti [197].



Dalsi moznosti je biologickd 1écba, kterda se opira o poznatky molekularni biologie
nadoru. Diky tomu lze identifikovat cile v nadorové burce, na které by potencialni léciva
selektivné ptisobila.

Sorafenib (komeréné Nexavar) je zastupcem biologické 1é¢by pokrocilého HCC, ktery
byl schvalen v roce 2007. Jedna se o multikindzovy inhibitor, ktery ma antiprolifera¢ni
a antiangiogenni vlastnosti a je aktivni naptiklad proti EGFR, VEGFR, Raf, PDGFR,
c-Kit, Abl a Src [79]. V klinickém testu tTeti faze byla srovnana uc¢innost sorafenibu oproti
placebo skupiné. Median preziti byl delsi ve skupiné, které byl podavan sorafenib: 10,7
mésicti versus 7,9 mésict v placebo skupiné [198].

Everolimus patii mezi inhibitory mTOR a pouziva se v lécbé pacienti, ktefi jsou
netolerantni k sorafenibu nebo doslo k progresi nemoci p¥i uzivani sorafenibu [79].

V soucasné dobé jsou v ramci terapie HCC testovany dalsi latky, napriklad bevaci-
zumab, ktery pfimo ptisobi na VEGF, nebo jeho kombinace s erlotinibem, inhibitorem
EGFR tyrosinkinazy. Dale sem patii napiiklad brivanib, tyrosinkindzovy inhibitor FGF
a VEGF, ktery se ukézal jako i¢inny v mnoha preklinickych studiich u HCC xenograftii
a dale pak v klinickém testu u pacientt s pokro¢ilym nebo metastatickym HCC [80, 81].

Dalsi latky, které jsou v ramci terapie HCC pravé testovany, jsou uvedeny v Tab. 1.
véetné jejich biologickych cilii. Zatim vSak G¢inkem zadnych téchto latek (véetné sorafe-
nibu) nedoslo k Gplnému vylééeni pacientti s HCC.

Jednim z testovanych léciv v ramci terapie HCC byl bortezomib, latka, ktera patii
mezi inhibitory ubikvitin-proteazomového systému. Klinicky test byl ukoncen v roce 2012,
avsak zadné vysledky dosud nebyly publikovany.



Tabulka 1: Seznam latek, které jsou v klinickych testech ve II. nebo III. fazi, pro 1écbu

HCC v ramci molekularni terapie (v roce 2012) [82, 83].

LECIVA LATKA MOLEKULARN{ ciL FAZE KLI- IDENTIFIKACNI{
NICKEHO  CIsLO*
TESTU

Adjuvantni lécba po resekci nebo ablaci

Sorafenib BRAF, VEGFR-2, VEGFR-3, 3 NCT00692770
PDGFR-4, c-KIT, Flt3

Adjuvantni lécba po transarteridlni chemoembolizaci

Sorafenib BRAF, VEGFR-2, VEGFR-3, 2 NCT00855218
PDGFR-4, c-KIT, Flt3

Brivanib VEGFR, FGFR 3 NCT00908752

Lécba pronit linie pokrocilého HCC

Sorafenib a erlotinib BRAF, VEGFR-2, VEGFR-3, 3 NCT00901901
PDGFR-3, c-KIT, Flt3, EGFR

Sorafenib a doxorubicin BRAF, VEGFR-2, VEGFR-3, 3 NCT01015833
PDGFR-g, c-KIT, Flt3

Sorafenib a C1008 BRAF, VEGFR-2, VEGFR-3, 2 NCT01033240
PDGFR-4, ¢-KIT, Flt3, TRAIL-R2

Sorafenib a mapatumu- BRAF, VEGFR-2, VEGFR-3, 2 NCT01258608

mab PDGFR-4, ¢-KIT, Flt3, TRAIL-R1

Sorafenib a BIBF-1120 BRAF, VEGFR-2, VEGFR-3, 2 NCT01004003
PDGFR-38, c-KIT, FIlt3, EGFR-2,
PDGFR-?, FGFR

Sorafenib a oxaliplatin a BRAF, VEGFR/S, VEGFR-3, 3 NCT01245582

kapecitabin PDGFR-g, ¢-KIT, Flt3

Sorafenib a bevacizumab  BRAF, VEGFR-2, VEGFR-3, 2 NCT00867321
PDGFR- 3, ¢-KIT, Flt3, VEGF

Bevacizumab a erlotinib VEGF, EGFR 2 NCT00881751

Brivanib VEGFR, FGFR 3 NCT00858871

Dovitinib FGFR3 2 NCT01232296

Linifanib VEGFR-1, VEGFR-2, PDGFR-5, c- 3 NCT01009593
KIT, F1t3

Lécba druhé linie pokrocilého HCC

Brivanib VEGFR- 2, VEGFR-3, FGFR-2, 3 NCT00825955
FGFR-3

ARQ 197 c-MET 2 NCT00988741

Axitinib VEGF, PDGF 2 NCT01210495

Ramucirumab VEGFR-2 3 NCT01140347

Everolimus mTOR 3 NCT01035229

OSI-906 IGF-1R 2 NCT01101906

*podle NCI, dostupné z http://www.clinicaltrials.gov
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3 UBIKVITIN-PROTEAZOMOVY SYSTEM

Ubikvitin-proteazomovy systém (UPS) pfedstavuje zajimavou kapitolu ze zivota euka-
ryotickych bunék. Jiz od roku 1958, kdy bylo formulovano centralni dogma molekularni
biologie, vime, jakym zptisobem dochazi k syntéze proteinti v buikach. Nicméné dalsim
krokem k poznani bunéénych pochodti je pochopeni, jak dochazi k degradaci jiz hotovych
proteint, které mohou byt napiiklad nefunkéni nebo nadbytecné. Vice nez 70-80 % ta-
kovych proteini je ,seSrotovano® pravé ubikvitin-proteazomovym systémem [184, 102].
Dalsi zptisob likvidace proteini spociva v jejich rozkladu pomoci membranovych organel
lysozomi, které obsahuji hydrolytické enzymy. Tento dé€j nazyvame autofagii.

3.1 Ubikvitinace

UPS zahrnuje komplex déji koncicich likvidaci prislusnych proteini. Ty jsou nejdiive
oznacCeny malym proteinem ubikvitinem, ktery se v burkéach vyskytuje v hojném poctu.
Ubikvitin je polypeptid slozeny ze 76 aminokyselin. Oznackovani cilového proteinu je
realizovano pres izopeptidovou vazbu na lysin tohoto proteinu [84]. Jestlize jiz protein
nese ubikvitinovou znacku, pak se dalsi molekula tohoto malého proteinu vaze C-koncem
glycinu na lysin té posledni a vytvareji tak linedrni polyubikvitinovy fetézec. Ubikvitin
obsahuje sedm lysinti, z nichz kazdy potencidlné mtze vazat glycin a vytvatet izopeptido-
vou vazbu. Nicméné bézné v prirodé pozorujeme spojeni K6, K11, K27, K29, K33, K48
a K63 [85]. Pro tspésnou degradaci proteinu je nutny fetézec alespon ze ¢tyf ubikvitini
a spravny typ vazby mezi nimi. Nejcast€jsi je vazba pres lysin 48, ktera je povazovana za
jasny signal urc¢ujici protein k degradaci [102]. Spojeni pfes lysin 63 oby¢ejné hraje roli
v opravé DNA a endocytéze [186], i kdyz bylo prokézano, ze K63 Fetézec je dostateénym
signélem pro degradaci in vitro [185]. Napiiklad fetézce K11 hraji dilezitou roli v ERAD
(degradace spojenda s ER) [86, 87].

Samotnou ubikvitinaci umoznuji tii rtizné enzymy. Prvni z nich vaze molekulu ubikvi-
tinu za spotieby ATP a jedna se o tzv. ubikvitin-aktivujici enzym E1. V tomto kroku je
glycin na C-konci ubikvitinu aktivovan ATP. Nasledné dojde k tvorbé thioesterové vazby
mezi cysteinem enzymu E1 a C-koncem ubikvitinu. Takto aktivovany ubikvitin je nasledné
rozpoznan ubikvitin-konjugujicim enzymem E2 a je na néj pfipojen thioesterovou vazbou
[82]. Jakmile se takovy komplex dostane do blizkosti proteinu uréeného k degradaci, dojde
ke konecnému navazani ubikvitinu na tento protein. Tento krok zprostiedkovava enzym
ubikvitin-ligaza E3 [88]. E3 dokaZzou specificky rozpoznat, jaky protein ma byt poslan k
likvidaci a podle toho zprostiedkuji konecné navéseni ubikvitinu. Protoze E3 ligdzy rozpo-
znavaji proteiny na zakladé specificity, butika musi vytvaret mnoho riznych E3 enzymi.
Pomoci komparativni genomiky bylo prokazano, ze existuje jen nékolik genti kédujicich
E1, ale okolo desitky gent kédujicich E2 a pfiblizné sto gent pro E3 ligazy [89].

Podle struktury rozlisujeme dva zakladni typy ubikvitin-ligaz: ty, které obsahuji do-
ménu RING (Really Interesting New Gene), a ty, jez nesou doménu HECT (Homologous
to E6-Associated Protein C-Terminus). E3 s doménou HECT obsahuji ve struktufe cys-
tein, pres ktery piimo vazou ubikvitin, nez jim oznackuji cilovy protein [90]. Naopak E3
ligazy s RING doménou samy ubikvitin nevazou, ale katalyzuji jeho pienos z E2 piimo
na cilovy protein [91].

Pozdéji byl objeven dalsi enzymaticky faktor, ligazy E4, které se uplatiuji pii prodlu-
zovani ubikvitinové znacky nékterych proteint [92, 93].

Ubikvitinovany protein je déale rozpoznan proteazomem, klicovym elementem UPS,
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kde dochézi k samotné degradaci proteinu. Schéma UPS je znazornéno na Obr. 3.
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Obrazek 3: UPS. Ubikvitinace cilovych proteinti je zprostfedkovana ubikvitin-aktivujicim
enzymem (E1), ubikvitin-konjugujicim enzymem (E2) a ubikvitin-ligdzou (E3). Polyu-
bikvitinovany protein je déale rozpoznan proteazomem, ve kterém dochazi k degradaci
proteinu a odstépeni ubikvitinové znacky.

V burice jsou proteiny casto modifikovany také jen jednim ubikvitinem. Monoubikviti-
nace se typicky uplatnuje pfi regulaci transportu proteini nebo regulaci genové transkripce
[187]. Piikladem mtZe byt p53, ktery je mimo jiné posttranslac¢né kontrolovan monoubikvi-
tinaci, kterou zprostredkovava E3 enzym MDM2 a kterda obecné inhibuje funkce tumor
supresoru [94]. Mnohocetna monoubikvitinace proteint p53 zptusobuje zvySeny export p53
z jadra bunky do cytoplasmy, kde v pripadé absence signald stresu je polyubikvitinovan a
néasledné degradovan proteazomem [95, 96]. Jako regula¢ni molekula vystupuje ubikvitin
také v pripadé nejcastéjsi upravy savéich histond, monoubikvitinaci histonu H2A | ktera je
dulezitd pro umlcéovani gentd, progresi bunécéného cyklu a v odpovédi na poskozeni DNA
[121].

Kromeé klasické predstavy proteazomalni degradace zavislé na ubikvitinu existuji pro-
teiny, které proteazom dokaze ,seSrotovat“, aniz by na sobé nesly ubikvitinovou znacku.
Piikladem je kalmodulin [97], ktery se podili na regulacnich procesech burtiky, v nichz vépe-
naté kationty ptisobi jako druhy posel. Dalsim prikladem miize byt ornitindekarboxyléaza,
ktera katalyzuje tvorbu putrescinu, coz je prvni krok v biosyntéze polyamint. Také zde
patii rodina Rb proteint, tumor supresor p53 (prokdzana proteazomalni degradace zavisla
i nezavisla na ubikvitinu) nebo inhibitor cyklin-dependentnich kindz p21WAF1/CIP1 [98].
Jakym zplisobem jsou ale v tomto pripadé substraty rozpoznany proteazomem a s jakou
specificnosti, neni jesté objasnéno.

Také prokaryota obsahuji ve svych bunkach proteazom, ale na rozdil od eukaryot
nevyuzivaji ubikvitiny. V pripadé Mycobacterium tuberculosis se podarilo najit protein
Pup, ktery je, stejné jako ubikvitin, znackou pro proteazomadlni degradaci [99]. Je tedy
mozné, ze i prokaryota maji obdobnou posttransla¢ni ipravu se schopnosti zasahovat do
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bunécnych procest.

3.2 Struktura proteazomu

Proteiny, které jsou jiz oznacené polyubikvitinovym fetézcem, jsou nasledné rozpoznany
proteazomem. Proteazom je klicovy element UPS, kde dochéazi k samotné degradaci. V
butice se vyskytuje v cytoplazmé, jadie, [199] endoplazmatickém retikulu a Golgiho apa-
ratu [111]. Jedna se o multiproteinovy komplex, jehoz sedimenta¢ni konstanta je 26S a
relativni molekulovda hmotnost pfiblizné 2,5 MDa. Rozlisujeme jeho dvé zakladni casti:
katalytickou jednotku 20S proteazom a 19S proteazom s regula¢ni funkei [188].

19S proteazom (PAT700) je zodpovédny za rozeznani, rozpleteni a presunuti polyu-
bikvitinovaného proteinu do 20S za spotfeby energie. 19S se nachazi navazany na jednom
nebo obou koncich 20S proteazomu, je slozen z 19 podjednotek [101] a rozliSujeme u néj
dvé navzajem spojené ¢asti: bazi a viko. Baze naseda na 20S proteazom a jeji funkci je
rozpoznat polyubikvitinovou znacku a rozplést protein do priméarni struktury. Je tvofena
z desiti podjednotek, z nichz Sest (Rpt1-6) patii do rodiny AAA+ ATPaz (ATPazy asoci-
ované s riznymi bunéénymi aktivitami), které vytvareji heterohexamericky kruh v potradi
Rptl, 2, 6, 3, 4, 5 [100]. Ukazuje se, ze konkrétné tyto podjednotky jsou odpovédné za roz-
baleni proteinti a nasledny presun do 20S proteazomu za spotieby ATP, a tak tvori jakysi
molekuldrni motor proteazomu [101]. Dalsi ¢étyfi podjednotky baze nemaji ATPazovou ak-
tivitu. Jsou to Rpnl, Rpn2 a ubikvitinové receptory Rpnl0 a Rpn13 [101, 102]. Na Rpnl
mohou byt navazané dal$i ubikvitinové receptory (Rad23, Ddil a Dsk2) a neesenciélni
deubikvitinaza Ubp6 [103, 104].

Viko 19S proteazomu je pfipojeno na bazi a tvoii jej devét podjednotek bez ATPazové
aktivity (nazvy kvasinkovych podjednotek: Rpn3, 5-9, 11-12 a Seml). Funkci vika je
odstépit ubikvitinovou znacku od proteinového substratu [105].

Polyubikvitinovy Fetézec specificky vazou podjednotky RpnlO, Rpt5 a Rpnl3 [106,
107, 108, 189]. Rpnl0 obsahuje ve struktufe doménu ubikvitin-interagujici motiv (UIM),
ktera zprostredkovava navazani polyubikvitinového fetézce K48. UIM doména je dlouha
pfiblizné 20 aminokyselin a obsahuje konzervovanou sekvenci LAL(M)AL [106, 107, 109].
ATPaza Rptb je také schopna vazat fetézec ubikvitint, nicméné presny mechanismus
zatim neni znam [108]. Kli¢ovou roli v deubikvitinaci hraje JAMM doménovéa deubikvi-
tinaza, ktera je v lidskych bunkach oznacovana jako Pohl nebo v ptripadé kvasinek jako
Rpnll, a jejiz enzymatickd ¢innost vyzaduje pfitomnost zinecnatych kationti [110]. Po
odstépeni ubikvitinové znacky je Fetézec recyklovan na volné jednotlivé ubikvitiny [190].

Jakmile je protein rozpleten do primarni struktury a zbaven ubikvitinii, pfesune se do
hlavni partikule, 20S proteazomu, coz je misto, kde probih4 vlastni proteolyza. Soudkovity
utvar 20S proteazomu se sklada ze Ctyr heptamernich prstenct: dva vnéjsi o kruhy, mezi
kterymi jsou umistény dva kruhy S. a a § podjednotky jsou rozlisené na homologni a1-7
a [1-7 podjednotky [188].

Jako vstupni brana do dutiny proteazomu slouzi « prstence. Na né je navazana baze
19S proteazomu a spolu kontroluji vstup substratu tak, ze podjednotky o prstence vy-
tvareji svymi N-konci uzaviratelnou branu, kterou otviraji C-konce volnych fetézct baze
vychézejici z ATPazovych podjednotek. Hydrolyza ATP totiz zptisobi konformac¢ni zmény,
jejichz vysledkem je otevieni brany z N-koncii av prstence [111, 112, 113, 114]. « prstence
jsou tedy mistem vstupu a vystupu substrati, navic jsou i mistem vazby regulacnich
molekul.

Dutinu 20S proteazomu tvori prstence 3, které obsahuji aktivni mista zajistujici ka-
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talyzu. Konkrétné se jedna o podjednotky 1, 52 a (35 s proteolytickou aktivitou, které
obsahuji na svém N-konci katalyticky threoninovy zbytek [115]. 51 podjednotka vykazuje
aktivitu podobnou kaspazam, 52 stépi peptidové vazby vychézejici z argininu nebo lysinu
(trypsinova aktivita) a 45 $tépi vazbu vychazejici z hydrofobnich aminokyselin (aktivita
chymotrypsinu) [133]. Stépeni proteintt probih4 az do vzniku oligopeptidii, které jsou jiz
dostatecné malé, aby samovolné difundovaly ven. Oligopeptidy miizou byt v buiice znovu
vyuzity nebo jsou bunéénym aparatem dale rozstépeny na jednotlivé aminokyseliny [117].
Schéma struktury proteazomu je znazornéno na Obr. 4.

19S5 =

208=

I

195 =

Obrazek 4: Struktura proteazomu. Proteazom se sklada z katalytické ¢asti cylindrického
tvaru 20S a regulacnich jednotek 19S. 20S je slozen ze ¢tyi heptamernich prstenct: ze
dvou vnéjsich o kruhi, mezi kterymi jsou umistény dva kruhy 3, které obsahuji podjed-
notky s proteolytickou aktivitou. 19S se dale déli na bazi a viko. Viko je slozeno z deviti
podjednotek: Rpn3, 5-9, 11-12 a Sem1 a dochézi zde ke stépeni ubikvitinové znacky. Baze
nasedd na 20S proteazom a je tvorena z desiti podjednotek: Rpnl, Rpn2; ubikvitinové
receptory Rpnl0, Rpnl3 a z Rpt kruhu Sesti AAA+ ATPéaz, které jsou zodpovédné za
rozbaleni a pfesun proteini do 20S proteazomu [188].

3.3 Dalsi funkce UPS

Kromé klasického 20S proteazomu existuji také imunoproteazomy, které se podileji na
imunitni odpovédi bunék. Jejich katalytické podjednotky jsou nahrazeny homology (11,
B2i a #5i, jejichz expresi indukuje pritomnost cytokinu IFN~. Imunoproteazomy produkuji
peptidy, které jsou pouzity jako antigeny [118, 133].
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Dalsim specidlnim typem je thymoproteazom, ktery se nachazi v brzliku a ktery ve své
struktutfe obsahuje 55t podjednotku. Thymoproteazom je nezbytny pro pozitivni selekci
CD8" T lymfocyti [119].

UPS hraje dtlezitou roli v zivoté bunky. Nejen Ze reguluje mnozstvi proteinti v butice
(funkénich i nefunkénich), ale také svou katalytickou ¢innosti kontroluje aktivitu riznych
proteint. Typickym piikladem je jaderny faktor kappa B (NF-xB), jenz predstavuje kom-
plex transkripénich faktori zapojenych do mnoha signalnich kaskad v bunce. Bézné je v
cytoplazmé piitomen v neaktivni formeé, vazan na inhibitor IxB, ktery brani presunu NF-
kB z cytoplazmy do jadra. Aktivace se déje skrz fosforylaci a nasledné ubikvitinaci kB,
po které je IkB degradovan. NF-£B je tak uvolnén z inhibi¢niho komplexu a translokuje
se do jadra [120].

3.4 Inhibice proteazomu

Postupem casu se ukéazalo, Ze inhibice proteazomu zptisobuje apoptézu bunék mnoha
rakovinnych linii in vitro. To je pomérné prekvapivé zjisténi vzhledem k tomu, ze UPS je
odpovédny za degradaci vice nez 80 % vSech bunéénych proteini [184, 102], mezi kterymi
je samoziejmeé spousta regulacnich elementii. Teoreticky by tedy inhibice proteazomu méla
znamenat smrt pro kazdou bunku, vzhledem k tomu, ze proteazomalni inhibici dojde k
ovlivnéni vétsiny proteinti buniky. V praxi se ale tato hypotéza nepotvrdila, a i kdyz jesté
neni vSe zcela objasnéno, inhibitory proteazomu jsou prekvapivé selektivné toxické jen
pro rakovinné bunky, zatimco zdravé prezivaji.

Inhibitory proteazomu se daji rozdélit do péti hlavnich skupin: peptidové aldehydy,
vinylpeptidové sulfony, peptidové boraty, peptidové epoxyketony a (-laktony [116].

Prvni schvalené 1é¢ivo ze tfidy inhibitord proteazomu je bortezomib, komercné do-
stupny pod nazvem Velcade, ktery byl schvalen FDA pro 1é¢bu mnohocetného myelomu
[122] a lymfomu plastovych bunék [123]. V soucasné dobé probihaji klinické testy u da-
Isich typt krevnich rakovin. Bohuzel u solidnich nadorii bortezomib vykazuje miniméalni
efekt a prestoze se ukazal jako U¢inny in vitro, ve druhé fazi mnoha klinickych test byl
netspésny [124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132].

Z chemického hlediska se jedné o dipeptidyl boronat (viz Obr. 5.), latku schopnou spe-
cificky inhibovat protedzu 5 20S proteazomu [116]. Vyuziva pfitom boronovou kyselinu,
kterd vytvari komplex s hydroxylovou skupinou na N- terminalnim threoninu 55 podjed-
notky. Dojde tak k zablokovani katalytické aktivity proteazomu, pficemz tato inhibice
mé na rakovinnou buiiku rozmanité disledky [133, 191]: indukce exprese NOXA proteinu
[134], ovlivnéni NF-xB signalni drahy, inhibice angiogeneze [138, 139], naruSeni vzajem-
ného puisobeni rakovinnych bunék s dendritickymi butikami (tato interakce podporuje rist
tumoru) [140], aktivace kaspazy-8 a kaspazy-9, coz vede k apoptéze [141, 142|, indukce
ER stresu a s tim spojeny vznik reaktivnich kyslikovych radikalt [143, 144] a aktivace
p38 mitogen-aktivanou proteinkinazovou (MAPK) drédhu [145].

Mohutné indukce exprese proteinu NOXA [134], coz je proapoptoticky ¢len rodiny
Bcl-2, zptsobuje ph3-zprostiedkovanou apoptézu [135]. Bylo zjisténo, Zze bortezomibem
indukovand apoptdza v melanomovych a myelomovych nadorovych bunkach byla spojena
s indukci apoptozy zprostifedkovanou NOXA ale vznikla nezavisle na p53. Kdyz bylo v
experimentu branéno expresi NOXA, apoptotickd odpovéd byla redukovana o 30 - 50 %
[134]. NOXA je indukovana bortezomibem v rtiznych typech nddorovych bunék s defekt-
nim p53. V genu pro NOXA se nachéazi vazebné misto pro c-MYC. Pravé na onkogenu
c-MYC je zavisla bortezomibem zptisobena indukce NOXA [136].
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Obréazek 5: Chemicka struktura bortezomibu [195]

Ptvodné se myslelo, zZe nejvyznamnéjsim divodem protinadorového ucinku inhibi-
tort proteazomu je inhibice aktivity NF-xB. NF-xB predstavuje komplex transkrip¢nich
faktort, které hraji vyznamnou roli v imunitni odpovédi bunky, pii rozvoji zanétu, v regu-
laci buné¢ného riistu a bunécné smrti, pii karcinogenezi a neurodegenerativnich procesech.
NFkB vyzaduje aktivni ¢innost proteazomu kvili degradaci IxB, inhibice proteazomu pak
bude logicky vést k zablokovani NFxB drahy. Nicméné piekvapivé vyslo najevo, ze borte-
zomib v bunkach mnohocetného myelomu naopak NFxB drahu aktivuje. Dale byl objeven
inhibitor IxB kindzy MLN120B, ktery blokuje fosforylaci IxB a tim i NFxB aktivaci u
myelomovych bunék pod vlivem bortezomibu [137].

U pacientti lé¢enych bortezomibem se ukazalo, Zze méa fadu zavaznych vedlejSich G¢inki:
celkova slabost, nevolnost, snizena chut k jidlu, zazivaci potize, trombocytopenie, periferni
neuropatie, horecka, zvraceni, anémie, snizeny tlak a srdeéni potize [146, 147]. Navic se u
poloviny pacientii vyskytuje rezistence k bortezomibu [148, 149, 150].

V protinadorové 1éché je také mozno pouzit bortezomib v kombinované terapii, ktera
zvySuje citlivost nddorovych bunék k chemoterapeutikiim (napfiklad melphalan, doxoru-
bicin, mitoxantron a dexamethason [151]) nebo ozafovani.

Synergisticky protinddorovy efekt rapamycinu a bortezomibu byl demonstrovan u
HCC [152]. Je znamo, Ze typickym znakem HCC je deregulace PI3K/Akt/mTOR dréhy
[57]. Rapamycin, inhibitor mTOR, je uzivan v 1é¢bé mnoha pevnych nadort. Nicméné
dalsim tc¢inkem rapamycinu je zvySena fosforylace Akt, kterd plisobi pfiznivé pro pfezi-
vani a rust nadoru [153, 154], coz je zfejmé divod, pro¢ inhibitory mTOR vykazuji pouze
mirnou protinddorovou aktivitu u onkologickych pacientti. V nedavné studii se ukazalo,
ze bortezomib vyznamné potlacuje rapamycinem indukovanou aktivaci Akt, coz vede k
inhibici proliferace a angiogeneze néddoru [152].

V soucasné dobé jiz existuji latky, které patii do nové generace inhibitord proteazomu.
V 1été 2012 byl schvalen FDA carfilzomib (komeréné Kyprolis) pro 1é¢bu mnohoéetného
myelomu. Je to ireverzibilni epoxyketonovy inhibitor 55 podjednotky proteazomu [155]. V
klinickych testech vykazoval ¢astecnou i¢innost proti myelomovym nadortim rezistentnim
vici bortezomibu a déale také vykazoval nizky vyskyt periferni neuropatie [156]. Dalsim
proteazomovym inhibitorem druhé generace je marizomib, $-laktonova sloucenina, ktera
ireverzibilné inhibuje vSechny tfi katalytické podjednotky proteazomu [157] a v soucasné
dobé je v klinickém testovani. Protinddorova aktivita marizomibu byla v preklinickych
testech demonstrovana v hematologickych i solidnich nddorech [158]. Testy jiz také pro-
chazi latka MLN4924, ktera je jako prvni zamérena proti specifické E3-ligaze. Jedna se o
inhibitor enzymu NAE (NEDD8-aktivujici enzym), ktery reguluje jednu skupinu E3-ligiz
[159].

Dalsimi inhibitory UPS jsou latky patfici do skupiny dithiokarbaméati, které maji v
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komplexu s kovy potencial silné inhibice proteazomu. Mezi né patii metabolit 1éku disul-
firamu, ktery je jinak také znamy pod jménem antabus, coz je staré lécivo alkoholismu.
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4 DISULFIRAM

Disulfiram, chemicky tetraethylthiuram disulfid, byl v roce 1951 schvalen pro lécbu al-
koholismu. Mechanismus u¢inku spoc¢iva v inhibici acetaldehyddehydrogenazy, enzymu
zapojeného do metabolismu ethanolu, ktery katalyzuje oxidaci acetaldehydu na acetéat.
Jestlize je acetaldehyddehydrogenaza inhibovana, dojde k hromadéni acetaldehydu v orga-
nismu, coz se projevi bolesti hlavy, pocenim a rudnutim v obliceji, coz je nepfijemny stav,
ktery pacienta nuti k abstinenci [192]. Dalsi zvySovani hladiny acetaldehydu vede k silné
nevolnosti, zvraceni, kie¢im, srde¢ni arytmii az k selhéni srdce [160]. Jako prvni si této
vlastnosti disulfiramu v§iml jeden 1éka¥, pracujici v podniku guméarenského pramyslu, kde
délnici, kteri byli vystaveni této latce, byli nuceni abstinence, protoze po poziti alkoholu
trpéli silnou nevolnosti [161].

Pocéatkem 20. stoleti byl disulfiram také pouzivan jako pesticid diky své komplexo-
tvorné vlastnosti s kovy. Byl totiz schopen vyvazat méd, kterou mé mnoho gkidct obsa-
zenou v hemolymfé, a tim blokovat jejich dychaci fetézec [193].

V roce 1977 byl publikovan piipad pacientky, ktera trpéla rakovinou prsu s ¢etnymi
metastazemi. Kvuli alkoholismu musela prerusit 1écbu a byl ji podavan po nékolik let
pouze antabus. Béhem této doby doslo k vymizeni nddoru a pacientka zila dal bez priznakt
rakoviny, nez nestastnou nahodou zemfela [162].

Mezi metabolity disulfiramu patii dithiokarbamaty, reaktivni latky, které maji velkou
schopnost tvorfit komplexni slouceniny [193]. Jsou pouzivany také ve zdravotnictvi, kde
slouzi jako antidota pfi otravé tézkymi kovy, které na sebe vazou [196].

V nésledujicich letech byla vytvorena hypotéza, kterd dithiokarbamatu prisuzovala
imunomodulac¢ni schopnosti, které by mohly byt vyuzity v 1écbé AIDS. I pres pocatecni
slibné vysledky disulfiram v klinickych testech selhal a zjistilo se, Ze nema vliv na imunitni
systém pacientti s AIDS [194]. Jesté pied timto zjisténim byl ale zkouméan imunoterapeu-
ticky ucinek dithiokarbaméatu v kombinaci s anthracyklinovou chemoterapii na 64 pacien-
tech trpicich rakovinou prsu. Zajimavé je, ze kombinovana lécba se ukéazala jako G¢innéjsi
nez standardni chemoterapie. Celkové preziti skupiny pacientt uzivajicich dithiokarbamat
po Sesti letech bylo 81 %, v kontrolni skupiné to bylo 55 % [163].

V roce 2004 byl publikovan pfipad pacientky, kterd trpéla metastdzi melanomu v
jatrech. Pacientka brala denné zvlasf antabus a glukonat zine¢naty. Po tfech mésicich
metastaze vymizela a pacientka dal zila bez piiznaku rakoviny [164].

V roce 2006 néasledoval objev disulfiramu, respektive jeho metabolitu dithiokarbamétu
v komplexu s médi jako inhibitor proteazomu. Byla navrzena hypotéza, ze pravé tato
inhibi¢ni vlastnost je zodpovédné za protinddorovou aktivitu [165].

Nedavné klinické testy, které byly provadény na pacientech zavislych zaroven na ko-
kainu a alkoholu, ukazuji, ze disulfiram dokézal efektivné snizit piijem kokainu u téchto
pacientt. Zda se, ze disulfiram je schopen inhibice dopamin-3-hydroxylazy, coz by mohl
byt mechanismus G¢inku v ramci 1é¢by zavislosti na kokainu [166].

4.1 Mechanismus protinadorového ac¢inku

Disulfiram se po poziti metabolizuje na diethyldithiokarbaméat (DDTC), ktery vznika
v krevnim Fecisti nebo v kyselém prostfedi zaludku (Obr. 6.) [167]. Samotny DDTC
je reaktivni latkou, kterda miize interagovat s dvojmocnym kovem v krevni plazmé za
tvorby komplexni slouceniny. Nejefektivnéjsich protinadorovych vysledki bylo dosazeno
pti pouziti DDTC v komplexu s médi [168].
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Obrazek 6: Chemicka struktura disulfiramu a schéma vzniku diethyldithiokarbaméatu a
komplexu Cu(DDTC), [203]

Zaroven byla u smési médi a disulfiramu prokdzana schopnost inhibovat UPS [165].
Na rozdil od bortezomibu ale disulfiram neinhibuje 20S proteazom [169]. To ukazuje, Ze
cilem inhibice bude spise regulac¢ni ¢ast 26S proteazomu. Tato hypotéza byla podpofena
dalsim experimentem, ve kterém byly testovany rtizné organické komplexy s médi a u kte-
rych byla prokazana schopnost inhibovat funkeci proteazomu [170]. Déle zadny experiment
neprokdazal, Ze by za inhibici 26S proteazomu stala samotna méd nebo zinek. Zatim se zdéa
konkrétné pak byla navrzena podjednotka vika Rpnll (Pohl) [171], kterd ve struktufe
obsahuje JAMM doménu [110]. Naznacuje to experiment s karboxypeptidédzou A, ktera ob-
sahuje doménu velmi podobnou JAMM a ktera je inhibovana komplexy dvojmocnych kovi
[172]. Mechanismus inhibice 26S proteazomu by tedy mohl byt obdobny. Dalsi vlastnosti
Cu(DDTC), komplexu je lipofilni charakter [204], diky kterému se pFedpoklada schopnost
komplexu prochazet pfes cytoplazmatickou membranu do nitra bunky, kde mtize ptisobit.

7Zda se, ze hlavnim mechanismem protinadorového uc¢inku disulfiramu je schopnost
tvofit v téle komplexni slou¢eniny s kovy (nejcastéji méd nebo zinek), a tim inhibovat
UPS. Mezi dalsi ac¢inky, které mohou vysvétlovat terapeuticky efekt, patii inhibice NFxB,
utlum angiogeneze a tvorby metastaz, prekonani lékové rezistence a indukce oxida¢niho
stresu.

Mnohocetna 1ékova rezistence je vyrazna prekazka v 1écbé onkologickych pacientii.
Jde o zvyseni odolnosti rakovinnych bunék vici 1é¢bé chemoterapeutiky, kterd vznika
na zakladé genetickych zmén. ZvysSena exprese P-glykoproteint je jeden z faktori, ktery
je zodpovédny za tuto rezistenci [173]. P-glykoproteiny, znamé také jako MDR1 (multi-
drug resistance protein 1), pat¥i do rodiny ABC transportéri, coz jsou transmembranové
proteiny zajistujici transport xenobiotik a nékterych dalsich molekul z buriky do extrace-
lularniho prostoru za spotieby ATP. Na rozdil od vétsiny ABC transportéri mohou byt
substraty pro P-glykoproteiny chemicky i funkéné odlisné latky. Pti zvysSené expresi P-
glykoproteini tedy dochézi k mohutnému vyluc¢ovani 1é¢iva ven z butiky [174]. DDTC také
zasahuje P-glykoproteiny, a to tim, Ze zabranuje jejich maturaci, a nedochazi ke tvorbé
funkéniho proteinu [175]. Déle ptisobi ve struktufe P-glykoproteinti v misté vazby ATP,
kde zptsobuje tvorbu disulfidické vazby, a tim jej inhibuje [176].

Disulfiram také ptisobi proti tvorbé metastazi. V této souvislosti inhibuje enzymy MM-
2 a MM-9, které patii do skupiny matrixovych metaloproteinaz (MM), coZ jsou enzymy
narusujici extracelularni matrix. Ty jsou nezbytné pro tspésné uvolnéni maligni bunky
do krevniho obéhu. Po usazeni této burnky v urcité tkani dochazi k proliferaci a tvorbé
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metastaze. Pro nadorové buiiky je typicka deregulace MM enzymu [177]. Inhibice MM-2 a
MM-9 disulfiramem byla prokazana na bunkach osteosarkomu, rakoviny plic a moc¢ového
méchyte [178, 179].

Angiogeneze je klicova pro rust nadoru. Disulfiram se ukazal jako antiangiogenni na
bunikach rakoviny plic a mo¢ového méchyie [179]. Mezi mozné mechanismy tG¢inku patii
inhibice NFxB, ktery kontroluje expresi rustového faktoru VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor), na kterém je zavisla tvorba cév. Dalsi zajimavou, ale neovéfenou hypo-
tézou je chelatace médi v tumoru zptusobena DDTC. Pritomnost médi je totiz nutna pro
expresi VEGF a v tumorech je jeji hladina zvySend [180]. Jinym vysvétlenim mtize byt
inhibice superoxiddismutazy, coz je enzym ptisobici pfi novotvorbé cév [181].

Disulfiram byl také prokazan jako agens zpusobujici oxidacni stres v melanomovych
burikach, coz je stav, ktery vede buitku smérem do programované bunééné smrti [182, 183].

Vsechny vyse zminéné poznatky vedly k zahajeni ¢tyt klinickych testd disulfiramu
vicéi nddortim. Prvni studie klinického testu (I. faze) se zabyva G¢inkem disulfiramu a
glukonatu médnatého v 16¢bé nadort jater a zacala v roce 2008 pod zastitou University of
Utah, ktera také tento test sponzoruje. Zaznam o testu lze najit na internetovych stran-
kach amerického NCI (National Cancer Institute) pod identifika¢nim ¢islem NCT0074291.
Zatim zadné vysledky nebyly publikovany. Dalsi studie se zabyvaji protinadorovou aktivi-
tou disulfiramu v kombinaci s oxidem arzenitym proti melanomu, dale i¢inek samotného
disulfiramu na melanomové metastaze, na rakovinu prostaty a na rakovinu plic, kde je
podavan v ramci standardni chemoterapie.
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5 PRAKTICKA CAST

Prakticka ¢ast této prace se zabyva stanovenim cytotoxicity syntetického dithiokarbama-
tového komplexu s médi na bunééné linii odvozené od karcinomu jater.

5.1 Material
5.1.1 Biologicky material

V experimentu byla pouzita bunééna linie SK-HEP1; jedna se o buiiky odvozené od ade-
nokarcinomu jater, adherentné rostouci, které byly odebrany 54-letému muzi [211].

5.1.2 Chemikalie

Bortezomib, Millenium Pharmaceuticals

Bis-(diethyldithiokarbaméat)-médnaty komplex Cu(DDTC),, Mgr. Boris Cvek, PhD.
Trypanova modr, T6146-256, Sigma-Aldrich

Chlorid médnaty dihydrat, 307483-100G, Sigma-Aldrich

Diethyldithiokarbaméat sodny trihydrat, 22,868-0, Sigma-Aldrich

Triton-X 100, 37240, Serva

RPMI-1640 médium; With sodium bicarbonate, without L-glutamine, liquid, sterile-
filtered, cell culture tested, RO883-6X500ML, Sigma-Aldrich

Penicillin-Streptomycin (100ml), P11-010 PAA, The Cell Culture Company

Fetal Bovine Serum (FBS); Heat Inactivated, sterile-filtered, cell culture tested, F9665-
500ML, Sigma-Aldrich

L-glutamin, G63921-VL, Sigma-Aldrich
MEM Non-essential Amino Acid Solution (100x ), M7145-100ML, Sigma-Aldrich

Trypsin-EDTA solution; 0.25 %, 2.5 g porcine trypsin and 0.2 g EDTA . 4Na per liter of
Hanks’ Balanced Salt Solution with phenol red, sterile-filtered, cell culture tested,
T4049-500ML, Sigma-Aldrich

Dimethylsulfoxid (DMSO), 1000 ml, Lachner

PBS pufr (Phosphate buffered saline) 1x (pH 7,4) NaCl 4g, KC1 0,1g, Na2HPO4x12 H,O
1,605¢, KH2PO4 0,01g

MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid), Sigma-Aldrich, pou-
zivany roztok: 3 mg MTT/ml PBS

MTT rozpoustéci roztok: DMSO/ 1 % NH;

Deionizované voda (pomoci piistroje Aqua osmotic)
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5.1.3 Pristroje
Autoklédv PS20A Chirana

Box skiinovy mrazici (-80) SAN Sanyo

Inkubator Contherm

Laminarni box SafeFASTTop, faster

Lednice Calex

Mikroskop T2 103411 Olympus

Spektrofotometr Tecan

Sada pipet (0,1-2,5 ul, 0,5-10 pl, 2-20 pl, 10-100 pl, 50-200 w1, 100-1000 pl) Eppendorf
Pipeta multikanalova (30-300 4M), biohit Proline plus
Pfistroj na vyrobu deionizované vody, Aqua osmotic
Vahy Kern ABS 80-4

pH metr PL600RK, G.O.N Electronic

Centrifuga Mini Labnet International

Trepacka reax Top Heidolf

Vodni lazen LCB 11D Thermo-circulator, LabTech

Membranova vyvéva, KNF lab

5.1.4 Material

Mikrozkumavky (1,5 ml, 0,5 ml a 2 ml), Tubes for you

Kutivacéni desticky 96-ti jamkové a 6-ti jamkové, Orange Scientific
Kultiva¢ni 1dhve (25 cm?, 75cm? a 150 cm? s filtrem), Orange Scientific
50ml a 15ml centrifugacni zkumavky, konické (Orange Scientific)
Stiikacka plastova z PP pro jednorazové pouziti (2 ml a 20 ml), Chirana
Spicky 50 - 1 000 1, 0,1 - 10 pl a 2 - 200 1, Eppendorf

Biirkerova komitrka, kryci sklicko

Lihovy kahan
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5.1.5 Software
StatSoft STATISTICA v. 10

Tecan I-Control
GIMP v. 2. 8
MATLAB

LaTeX

5.2 Pracovni postupy

Prace s bunéc¢nou kulturou byla provadéna ve sterilnich podminkach boxu s laminarnim
proudénim vzduchu. Taktéz pouzité roztoky a média byly sterilni. Kultivacni médium a
roztok PBS 1x byly vzdy pfed pouzitim ohfaty na teplotu 37°C.

5.2.1 Kultivace bunééné linie

Bunécénd linie byla kultivovdna v 75cm? kultiva¢nich lahvich pti 37°C a 5% koncent-
raci CO,. Kultivaéni médium bylo pfed praci upraveno nasledujicimi roztoky do vysledné
koncentrace 10 % FBS, 1% L-glutamin, 1% Penicilin/Streptomycin, 1% esencialni ami-
nokyseliny.

5.2.2 Vyména média a pasazovani bunék

Linie byla pasazovéana po dosazeni 80 % konfluentni vrstvy na povrchu kultiva¢éni nadoby,
pricemz kontrola ristu bunék byla provadéna pomoci inverzniho mikroskopu. Nejdiive
bylo z kultiva¢ni ldhve odsato staré médium, nasledné byly buiiky omyty 5-10ml PBS
1x. Po odsati PBS byly bunky inkubovany 2min s 1ml trypsinu a uvolniovani bunék
bylo kontrolovano mikroskopem. Trypsin byl poté zneutralizovan pridanim 9 ml média
a nasledné byly bunky jesté dikladné resuspendovany. Suspenze byla dale prenesena do
50ml zkumavky a pouzita pro dalsi kultivaci nebo experimentalni praci.

Pro dalsi kultivaci byl odebran 1ml suspenze a prenesen do kultivacni ldhve s 15 ml
média.

5.2.3 Podéitani bunék

Pro experimentalni praci bylo vzdy nutno nejdiive spocitat hustotu bunék. Nejprve bylo
odebrano 10 pl bunécné suspenze, ke které bylo pridano 90 pl trypanové modii. Z roztoku
bylo nésledné odebrano a pfeneseno po 5 ul do obou poli Biirkerovy komtrky. Bunky byly
pocitany pod mikroskopem, byl zaznamenan pocet bunék z desiti ¢tvercti ohranicenych
dvéma c¢arami, z nichz byl vypocitan priaimeér. Vysledek byl pak ziskan vynasobenim tohoto
priméru ¢islem 10°. Vysledné éislo udava pocet bunék v 1ml suspenze.

5.2.4 Stanoveni toxicity pomoci MTT testu

Jedna se o jednoduchou metodu, zalozenou na redukci Zlutého 3-[4,5-dimethylthiazol-2-
yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromidu (MTT) na nerozpustny formazan fialové barvy. Tato
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reakce je katalyzovana dehydrogendzami na mitochondrialni membrané zivych bunék a tu-
diz mnozstvi vyprodukovaného fialového formazanu je pfimo imérné viabilité bunék. For-
mazan je nasledné rozpustén a vyhodnocen spektrofotometricky pri vinové délce 570 nm
[200].

Testovanymi latkami byl komplex diethyldithiokarbamétu s médi (Cu(DDTC),), bor-
tezomib, diethyldithiokarbamat (ve formé soli diethyldithiokarbamat sodny) a chlorid
médnaty. V dusledku nestability byl v pfipadé Cu(DDTC), pfipraven pfed kazdym ex-
perimentem cerstvy zasobni roztok. Jako rozpoustédlo byla pouzita deionizovana sterilni
voda mimo latek bortezomibu a Cu(DDTC),, které byly rozpoustény v DMSO.

Zasobni roztok dihydratu chloridu médnatého (Mr = 170,5g/mol) o koncentraci
1 mol/1 byl pfipraven rozpusténim 340,96 mg CuCl, . 2H,0 ve 2ml deionizované vody.
Pted pouzivanim byl prefiltrovan pies sterilni membranu kviili mozné kontaminaci. Ze za-
sobniho roztoku byly pfipravovany roztoky o koncentracich 250, 500, 750 a 1000 mmol/1.

Zasobni roztok trihydratu diethyldithiokarbamétu sodného (Mr = 225,3g/mol) o
koncentraci 200 mmol/1 byl pfipraven rozpusténim 90,12 mg DDTC ve 2ml deionizované
vody. Pfed pouzivanim byl pfefiltrovan pfes sterilni membranu kvili mozné kontaminaci.
Ze zasobniho roztoku byly pripravovany roztoky o koncentracich 10, 50, 100 a 200 mmol/1.

Ze zasobniho roztoku bortezomibu o koncentraci 3,5 mmol /1 byly pfipravovany roztoky
o koncentracich 0,01; 0,1; 1 a 2,5 mmol/l.

Zasobni roztok syntetického Cu(DDTC), (Mr = 360, 1 g/mol) o koncentraci 15 mmol/1
byl pfipraven rozpusténim 1,1 mg Cu(DDTC), v 200 ul DMSO. Ze zdsobniho roztoku byly
pfipravovany roztoky o koncentracich 0,1; 1; 2,5; 5 a 10 mmol /1.

Pripravené roztoky byly pfed aplikaci na bunky jesté 1000x zfedény médiem (odebréa-
nim 1 pl z kazdého pfipraveného roztoku testované latky a naslednym smichanim s 999 ul
média).

Na zacatku experimentu byl proveden vysev bunék na 96-jamkovou desticku v poctu
20 000 bunék na jamku v objemu 200 pl. Bunky byly vysety pro kazdou sledovanou kon-
centraci v tripletu. Dalsi den byly pridany sledované latky v médiu, po pfedchozim odsati
starého média, o celkovém objemu 200 pul. Jako pozitivni kontrola (maximalni bunécné
poskozeni) byl pouzit roztok Tritonu, ktery byl pfipraven smichdnim 630 pl média s 270 pul
20 % Tritonu-X 100. V jamkach negativni kontroly byly buiiky kultivované pouze v mé-
diu a rozpoustédle, aplikovaném ve stejné koncentraci jako u vzorkt. Desticka s bunkami
byla inkubovana 24 hodin. Poté bylo médium vyklepnuto a jamky promyty 100 1 PBS
1x, které bylo nasledné také vyklepnuto. Poté bylo do kazdé jamky pridano 100 pl mé-
dia s 10x zfedénym roztokem MTT (3mg/ml). Takto oSetfend desticka byla 15-20 min
inkubovéana pri 37°C, poté opét vyklepnuta a do kazdé jamky bylo pfiddno 100 ul 1%
roztoku NH3 v DMSO pro rozpusténi fialovych krystalkti formazanu. Poté byla spektrofo-
tometricky zmérena absorbance kazdé jamky. Absorbance byly dale pouzity pro vypocet
viability bunék a hodnoty ICsq pro jednotlivé testované latky:.

Viabilita bunék byla vypocitana nasledné: nejprve bylo provedeno aritmetické zprimeéro-
vani hodnot absorbanci kazdého tripletu (jak u sledovanych latek, tak i u negativnich kon-
trol), dale byl od tohoto priméru odecten priamér absorbanci pozitivni kontroly (kvli
odstranéni pozadi) a takto upravené prumérné hodnoty absorbanci byly pouZity pro vy-
pocet viability podle vzorce: viabilita [%] = (A,./Anx)*100, kde A,, pfedstavuje upra-
venou prumeérnou absorbanci vzorku a A, upravenou primeérnou absorbanci negativni
kontroly.

Hodnota ICy, pfedstavuje koncentraci latky, kterd zptisobi odumfeni 50 % bunék. Sta-
noveni ICyy testovanych latek bylo provedeno pomoci linearni regrese. Regresni primkou
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byla prolozena zavislost viability bunék na logaritmu koncentrace sledované latky a z jeji
rovnice vypoc¢teny hodnoty ICsg. Pro lepsi vizualizaci jsou v pouzitych grafech zobrazeny
hodnoty koncentrace v linearnim meétitku.

Vysledky byly pro tplnost jesté zhodnoceny pomoci Studentova T-testu a za sta-
tisticky vyznamnou hladinu byla povazovana hodnota 0,05 (p = 0,05). Tato hladina
predstavuje pravdépodobnost nahody 5 %.

Déle byl také zkouman vliv testovanych latek na morfologii bunék. P¥i tomto experi-
mentu byly bunky kultivovany na 6 jamkové desticce, kde bylo vyseto 120 tisic bunék na
jamku. Dalsi den byly k bunkam ptidany testované latky o koncentraci, ktera odpovida
jejich 1Cs5p, a desticka byla po nésledujicich 24 hodin inkubovéana pii 37°C. Poté byly
bunky proplachnuty 1x PBS a vyfoceny v mikroskopu s kamerou.

5.3 Vysledky

Vysledky byly ziskany ze tfi nezavislych experimentt pro kazdou testovanou latku. Latky
CuCl; a diethyldithiokarbaméat byly pouzity jako kontrolni slouc¢eniny pro vylouceni moz-
nosti, ze by za protinadorovy efekt byly odpovédné tyto latky samotné a ne jejich komplex.

Tabulka 2: Vliv Cu(DDTC); na viabilitu bunék

viabilita [%)]
koncentrace [mol/1] 1. test 2. test 3.test pramér SD*
0,1 92,87 110,05 92,13 98,35 10,14
1 61,39 51,45 64,60 59,15 6,86
2,5 30,11 21,28 20,35 23,91 5,39
5 29,79 21,77 11,22 20,93 9,31
10 11,42 11,92 6,84 10,06 2,80

*smeérodatna odchylka
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Obrazek 7: Graf zavislosti viability bunék na koncentraci Cu(DDTC),. Naméfené hodnoty
jsou spojeny modrou ¢arou a zelené je vyznacena kiivka odlogaritmované regrese.

Vliv komplexu disulfiramu s médi na SK-HEP1 bunécéné linii byl testovan syntetickym
komplexem Cu(DDTC); rozpusténym v DMSO ve zvoleném rozsahu péti koncentraci.
Hodnoty viability jsou uvedeny v Tab. 2. a byly pouzity pro vypocet 1Csy, kterd byla
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stanovena na 1,14 umol/1 (viz Tab. 6.). Z grafu na Obr. 7. je patrné, ze koncentrace 2,5
az 10 pmol/] jsou vyrazné toxické. Nejnizsi koncentrace Cu(DDTC), 0,1 umol/l neméla
na viabilitu témér zadny vliv. Statisticky vyznamné odlisné vysledky od kontroly byly od
koncentrace 1 ymol/1 (p < 0,05; n = 3).

Vliv diethyldithiokarbamatu (DDTC) byl ve formé jeho sodné soli testovan v rozsahu
¢tyt koncentraci, které jsou spolec¢né s hodnotami viability uvedeny v Tab. 3. IC5q byla
vypoctena na 31,0 umol/1 (viz Tab. 6.). DDTC byl toxicky az o nékolik desitek pmol/1 vys
nez komplex Cu(DDTC),. Toxicita DDTC je znézornéna na Obr. 8. Statisticky vyznamné
byly vysledky od koncentrace rovné 50 umol/1 (p < 0,05; n = 3).

Tabulka 3: Vliv DDTC na viabilitu bunék
viabilita [%)]

1. test 2. test 3.test pramér SD*

koncentrace [pmol/]]

10 52,58 100,72 82,76 78,69 24,33
50 14,50 3448 3956 29,51 1325
100 12,28 29,76 30,97 24,33 10,46
200 10,72 27,79 1549 18,00 8,81

*smérodatna odchylka
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Obrazek 8: Graf zavislosti viability bunék na koncentraci DDTC. Namétené hodnoty jsou
spojeny modrou carou a zelené je vyznacena krivka odlogaritmované regrese.

Tabulka 4: Vliv CuCl, na viabilitu bunék
viabilita [%)]
1. test 2. test 3.test pramér SD*

koncentrace [pmol/]]

250 84,02 72,03 100,47 85,50 14,28
500 84,47 91,38 119,69 98,51 18,66
750 41,48 40,00 66,61 49,36 14,96
1000 41,40 33,60 42,41 39,13 4,82

*smérodatna odchylka

Déle byla testovana také toxicita samotné médi ve formé CuCly. Pokles viability byl
patrny pri vysokych koncentracich, viz Obr. 9. Rozsah koncentraci CuCl, a hodnoty vi-
ability jsou uvedeny v Tab. 4. IC5q byla stanovena na 907,26 umol/1 (viz Tab. 6.), coz je
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Obrazek 9: Graf zavislosti viability bunék na koncentraci CuCl,. Namétfené hodnoty jsou
spojeny modrou c¢arou a zelené je vyznacena krivka odlogaritmované regrese.
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koncentrace rovné 750 pmol/l (p < 0,05; n = 3).
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Obrazek 10: Graf zavislosti viability bunék na koncentraci bortezomibu. Namérené hod-
noty jsou spojeny modrou carou a zelen€ je vyznacena kfivka odlogaritmované regrese.

Pro porovnani byly bunky SK-HEP1 také vystaveny ptisobeni prvniho schvaleného
inhibitoru proteazomu, bortezomibu, ktery byl vyrazné toxicky jiz pii 0,1 ymol/l koncen-
traci, viz Obr. 10. Rozsah testovanych koncentraci bortezomibu a hodnoty viability jsou
uvedeny v Tab. 5. ICjs, byla stanovena na 0,09 ymol/1 (viz Tab. 6.). Statisticky vyznamné
odligné vysledky od kontroly byly od koncentrace 0,1 ymol/l (p < 0,05; n = 3).

Vyse uvedené 1C5q jsou shrnuty v Tab. 6., ze které je patrné, zZe se pro jednotlivé latky
lisi. Bortezomib a Cu(DDTC), se vyznacuji nizkou IC5y oproti DDTC a CuCl,.

Déle byl zkouman vliv testovanych latek na morfologii bunék. Pii tomto experimentu
byly bunky vystaveny ptsobeni testovanych latek o koncentraci rovné jejich IC5y a po
uplynuti 24 hodin byly sniméany pod mikroskopem pii zvétseni 200x a 400x. Fotograficka
dokumentace je uvedena na Obr. 11 az 16. Na snimcich kontroly jsou bunky kultivované
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Tabulka 5: Vliv bortezomibu na viabilitu bunék

viabilita [%]
koncentrace [umol/1] 1. test 2. test 3.test pramér SD*
0,01 81,70 106,03 105,84 97,86 13,99
0,1 14,59 21,72 2454 20,28 5,13
1 9,15 12,81 13,40 11,78 2,30
2,5 11,79 13,50 15,37 13,55 1,79

*smérodatna odchylka

Tabulka 6: Hodnoty ICs5q pro testované latky

latka IC5¢ [umol/]]
bortezomib 0,09
Cu(DDTC), 1,14
DDTC 31,0
CuCl, 907,26

pouze v médiu, jsou zivé a aktivné se déli. Na fotografiich bunék inkubovanych s testo-
vanymi latkami lze pozorovat zivé i mrtvé bunky v priblizné stejném poc¢tu. U mrtvych
bunék jsou patrné morfologické znamky apoptdzy: puchyrkovaténi cytoplazmatické mem-
brény, fragmentaci bunék a tvorbu apoptotickych télisek [201].
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Obrézek 13: Bortezomib (200x)
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Obrazek 14: Bortezomib (400x)

Obrazek 15: Cu(DDTC), (200x)

Obréazek 16: Cu(DDTC), (400x)
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6 DISKUZE

V experimentalni ¢asti této prace byl zjistovan u¢inek syntetického Cu(DDTC), na bunééné
linii SK-HEP1 odvozené od rakoviny jater pomoci MTT testu. Ziskané ICsq pro Cu(DDTC),
byla 1,14 pmol/1, coz je hodnota vyrazné nizsi nez u jednotlivych komponent tohoto kom-
plexu. V pripadé CuCl, byla hodnota IC5q 907,26 pmol/1 a v ptipadé DDTC 31,0 pmol/1.
Toxické koncentrace samotné meédi byly tak vysoké, ze je z divodu osmotické toxicity
nelze v klinické terapii vyuzit. V pfipadé DDTC byla toxicita opét nizsi nez u komplexu
Cu(DDTC), a tézko Fici, co v tomto ptipadé vedlo ke sniZeni viability bunék vzhledem
k velké reaktivité DDTC. Z uvedeného vyplyva, ze samotnd méd ani DDTC nejsou od-
povédné za vyrazny toxicky efekt komplexu Cu(DDTC),, ktery byl pozorovan pravé jiz
pri nizkych koncentracich. Snizeni viability probéhlo pravdépodobné cestou apoptozy, coz
podporuje pozorovani ttvari v burikdch, které vypadaji jako apoptotické téliska (viz Obr.
5). Z testovanych latek byl nejvice toxicky bortezomib (ICsq 0,09 umol/l) a v porovnéni s
Cu(DDTC), byl pfiblizné desetkrat 1¢innéjsi.

Také v jinych experimentech vykazuje synteticky Cu(DDTC), protinddorovou akti-
vitu. Vysledky MTT testti ukazuji, Zze na dalSich pevnych nadorech je in vitro vyrazné
toxicky jiz pfi nizkych koncentracich. V pfipadé osteosarkomu byla IC5y Cu(DDTC),
stanovena na 1,3 ymol/l (u bortezomibu 0,4 umol/1) [207], v pfipadé melanomu byla
IC59 Cu(DDTC)y 4,04 pmol/l (bortezomib 0,45 umol/1) [208]. U bunék odvozenych od
rakoviny zaludku byla hodnota IC5y u Cu(DDTC); 0,55 umol/1 (bortezomib 0,78 pmol/1)
[209] a déle napfiklad u bunék nemalobunééného karcinomu plic byla IC5p u Cu(DDTC),
10,87 pmol/1 (bortezomib 1,07 pmol/1) [210].

Synteticky komplex Cu(DDTC), se v experimentu ukazal jako efektivni protinadorové
agens vici bunkdm SK-HEP1. Je ale tfeba mit na paméti, ze MTT test poskytuje vysledky
pouze orienta¢ni [200] a k odhaleni zatim slibného terapeutického potencialu Cu(DDTC),
je nutno provést dalsi testovani.

31



7 ZAVER

Rakovina jater pfedstavuje tfeti nejéastéjsi pri¢inu tmrti na rakovinu ve svété [18]. Jeji
kurativni 1écba se opira pouze o chirurgické zakroky. I kdyz bylo a v soucasnosti je testo-
vano velké mnozstvi chemoterapeutik, zatim zadnou takovou latkou ani jejich kombinaci
nedoslo k vyraznému zlepseni stavu pacientii nebo alespon k vyraznému prodlouzeni doby
preziti [197]. Dalsi moznosti je biologickd 1é¢ba, kterd se opird o poznatky molekularni
biologie nadoru. Nejvyznamnéjsim zastupcem biologické 1é¢by pokrocilého hepatocelular-
niho karcinomu je sorafenib. Jedna se o multikindzovy inhibitor s antiproliferacnimi a
antiangiogennimi ucinky [79].

Dalsi pristup, ktery vykazuje slibny protinadorovy potencial a je rozebran v teoretické
casti této prace, je zalozen na proteazomalni inhibici. Proteazom je multiproteinovy kom-
plex eukaryotickych buné¢k, ktery je zodpovédny za degradaci az 80 % bunécnych proteint
[184, 102]. Mize se jednat napiiklad o nefunkéni, nadbyte¢né nebo rtzné regulacni pro-
teiny. Proteazom je tak zapojen do spousty bunéénych procest, at uz se jedna o aktivaci
signélnich drah, regulaci bunééného cyklu nebo ti¥eba roli pfi tvorbé antigent [205]. Jeho
inhibice prekvapivé vede k odumfeni rakovinnych bunék, zatimco zdravé prezivaji [206].
Bortezomib je prvnim schvalenym inhibitorem proteazomu a je urceny pro lé¢bu mno-
hocetného myelomu [122] a lymfomu plastovych bunék [123]. Bohuzel u solidnich nadori
vykazuje minimalni efekt a prestoze se ukazal jako ¢inny in vitro, ve druhé fazi mnoha
klinickych testt byl netspésny [124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132|. Potenciél
silné inhibice proteazomu je predpokladan také u disulfiramu, respektive jeho metabolitu
dithiokarbamatu v komplexu s médi [165].

Prakticka ¢ast této prace se zabyva stanovenim cytotoxicity syntetického dithiokar-
bamatového komplexu s médi na bunécné linii odvozené od karcinomu jater. Z vysledki
vyplyva, Ze tento komplex byl in vitro vysoce u¢inny s hodnotou ICsq 1,14 pmol/l. Hodno-
ceni toxicity bylo provedeno pomoci metody MTT testu. Pfesny mechanismus ptisobeni
komplexu Cu(DDTC), vsak jesté neni zcela odhalen a je potfeba dalsich studii v této
oblasti. Vyhodou terapie disulfiramem jsou mirné vedlejsi u¢inky (oproti klasické chemo-
terapii) a také snadnd dostupnost, protoze se jedné o levny stary 1ék. Jeho pouzivani by
nezatézovalo zdravotnicky systém a byl by dostupny i v chudych zemich.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AIDS syndrom ziskaného selhani imunity

ATP adenosintrifosfat

CCA cholangiokarcinom

CDK cyklin dependentni kinazy

Cu(DDTC), bis-(diethyldithiokarbamat) médnaty komplex
DDTC diethyldithiokarbamét

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

EGF epidermal growth factor

EGFR epidermal growth factor receptor

ERAD proteinova degradace asociovana s endoplasmatickym retikulem
FDA Food and Drug Administration

FGF fibroblastovy rtstovy faktor

HECT homologous to E6-associated protein C-terminus
HGF hepatocyte growth factor

HGFR hepatocyte growth factor receptor

HBYV virus hepatitidy B

HCC hepatocelularni karcinom

HCYV virus hepatitidy C

I1C;5¢ maximalni polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace

IGF insulinu podobny ristovy faktor

IFN~ interferon gamma

IxB inhibitor kB

JAMM Jabl/MPN/Mov34 metaloenzym doména
MAPK mitogen aktivované proteinkinazy

MDMZ2 mouse double minute 2

MDR1 multidrug resistance protein 1

MM matrixové metaloproteinazy
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mTOR mammalian target of rapamycin

MTT 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid
NCI National Cancer Institute

NEDDS8 neural precursor cell expressed developmentally down-regulated 8
NF-xB jaderny faktor xB

PBS fosfatovy pufr

PDGFR platelet-derived growth factor receptor

PI3K fosfatidylinositol-3 kinaza

PTEN phosphatase and tensin homolog

RING really interesting new gene

UIM ubikvitin-interagujici motiv

UPS ubikvitin-proteazomovy systém

VEGF vascular endothelial growth factor

WHO Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)
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