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Anotace:

Rakovina je celositovym tématem po mnoho let. V dnesni 8¢ existu;ji jisté
moznosti, jak s ni bojovat. Metodyclgy jsou ovSem nakladné a do zeiitiho séta
se tato p& nedostava. Proto jéeba vyvijet nova kva, kterd budou svou cenou
dostupna i lidem v nejchudSich zemich.

Jednou z moznosti je prozkoumavat stare, jiz pavene léky, a hledat jejich
nové vyuziti. Financovani klinickych téspro latky, které jiz znovu nelze patentovat,
je pro farmaceutické firmy nelukrativni. Finance Zzge mohly byt zaji¥vany pomoci
neziskovych organizaci jako je riédfjad Global Cures.

Mezi takovéto latky pat i antabus (disulfiram), |ék gvodre uréeny k l&bé
alkoholismu, ktery jak se zda v komplexu &dinpisobi protiracdé rakovinnych nadadi,
piedevsim pevnych tumibrjako je rakovina prsu. Komplex disulfiramu gdhinhibuje
multiproteinovy komplex, proteazom, ktery makalik funkci. RedevSim likviduje,
pomoci kkolika aktivnich proteolytickych mist, negebné bilkoviny.

Pfi  zastaveni funkce proteazomu dochazi ke zvySovaminoZzZstvi
polyubikvitinovanych proteif v buice, coz nize zpisobit zastaveni bétiného cyklu
a naslednou apoptozu. ProtoZze nadorouviypise mnozi mnohem rychleji nez iy
zdravé, jsou také mnohem vice zavislé na proteanmbmésystému. Toto ke byt
duvod, pra@ létba bortezomibem zasahuje jen rychle sgictl nAdorové biky
a nezfpisobuje celkovou toxicitu.

Prvnim protinddorovym |ékem, ktery inhibg ptsobi na proteazom, je prav
bortezomib. V dnesni délje povoleny pro l&bu mnohgetného myelomu a lymfomu
pla¥ovych burk.

Experimentalntast bakalgské prace je zahena na réreni cytotoxicity antabusu
v komplexu s mdi u burénych linii odvozenych od rakoviny prsu. PouZzita eyl
rakovinna linie MCF-7.
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Summary:

Cancer is an issue discussed all over the worldvadays, there are several
possibilities how to fight it. Ways of cancer tnea&int are very expensive and thus they
are not available in less developed countries. Thian argument for development
of new drugs with low prices.

One of the solutions is finding and using old drémysnew application. However,
this research is not lucrative for pharmaceuticahpanies because the old drugs cannot
be patented again. The funding of clinical triafstimese drugs could be provided
by non-profit organizations — Global Cures.

Antabus (disulfiram), a drug originally used foeatment of alcoholism, is one
of these drugs. Antabus in a complex with coppes ha anticancer effect proved
in several kinds of solid tumours, such as breasicer. This complex of Antabus
and copper inhibits proteasome, a multiprotein desmpvhich has several functions.
First of all, the proteasome degrades needlesgipsotising several active proteolytic
parts.

The base of this anticancer treatment lies in tifebition of the proteasome.
When the proteasome function stops, the numberbyfupiquitin proteins increases,
which can arrest the cell cycle and cause the suiese apoptosis. As the cancer cells
proliferate faster, they are also more dependenthenproteasome system. It can be
reason for selective death of rapidly dividing caneells.

The first treatment for cancer which inhibits theotpazom function is
Bortezomib. Nowadays, this drug is used for treatmef multiple myeloma
and manthle cell lymphoma.

The experimental part of this thesis focuses onsmmement of cytotoxicity
of antabus in complex with copper in breast camedis. MCF-7 cancer cell line will

be used in this experiment.
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1. UVOD

Antabus (disulfiram) je latka objevena pro Klinicke€ivani jiz ped vice nez
50 lety. V té dob se zd&ala vyuZivat jako lék ndpomocny proché lidi zavislych
na alkoholu. P&gatkem 21. stoleti bylo zji&o dalSi mozné vyuZziti tohoto Iéku,

a to v onkologii.

Ve své bakalEké praci mam vyteny dva hlavni cile. Prvni z nich je cil
teoreticky. S pomoci&deckych¢lanki se budu snazit shromazdit informace o vyvoji,
ale gedevsim satastném stavuddéni o &incich antabusu u onkologickych pacient
Jak vyplyva z nazvu mé bak&déé prace, za#iovat se budu igdevsSim na rakovinu

prsu.

Aby byla dolte vysw¥tlena a sprawhpochopena problematika vyuziti antabusu,
na z&atek meé prace radim strgné rozaleni rakovin prsu. JelikoZ ozéeni ,rakovina
prsu“ neni konkrétnim onemagmm, ale je hoifeba chpat spiSe jako fazeny pojem
pro mnoho podtyp rakovin, které maji s\ puvod v oblasti prsu. Dale bych rada
zminila sogdastre vyuzivany konzervativniifstup k I€b¢, ale i moderni molekularni

terapie, které jsou dnes jiz vyuzivany.

V dalSi ¢asti se budu zaghovat na vysutleni zakladnich princijp na kterych

antabus funguje, a to je inhibice proteazomalnrakdare a ovlivéni NF«B drahy.

Na principu proteazomalni inhibice pracuje také \@tcade, coz je prvni lek
tohoto typu, ktery je jiz v klinice uzivan prakierd hematoonkologickd onemeain
Praw z tohoto dvodu jej podrob#ji zminim v jedné z kapitol teoretického Useku.

Za velice dlezité povazuji zminit ve své praci igoby vyzkumu a f@devsim
financovani novych t8v. Proto se v &olika kapitolach budu zabyvat s@asnym
postupem § vyvoji léCiv ale predevsim také alternativou k tomuto tkadmu g@istupu.
Touto alternativou je myslenka, kterd se antabusim@ dotykd. Objev nového
vedlejSiho pozitivniho dinku antabusu byl ndhodny. Zdmym prezkoumavanim lek
by mohlo byt objeveno mnohem vice takovychto néodanych pinosnych dinka.
Pozdjsi klinické testovani takovychto latek by bylo miénéakladné a probihalo
by mnohem rychleji.



Mrivriw s

sourastné informace o antabusu, které se tykad@vSim vyzkumu rakoviny.

Druhy stanoveny cil se tyka praktické, experimeantébsti bakaléské prace.
Zde jsem zkoumala toxickou aktivitu antabusu v ktaxp s nédi na rakovinnou linii
odvozenou od karcinomu prsu, konkeéta byla linie MCF-7. Zarove jsem zji¥ovala
toxicitu bortezomibu na MCF-7. Zji&im davkové zavislosti a naslednym srovnanim
aktivity téchto dvou inhibitoit u linie MCF-7 mohou byt zji8hy souvislosti, které
by mohly byt p@inosem pro dalSi vyzkum antabusu v komplexu édim
Ze zjistnych teoretickych zdr@jpredpokladam, Ze komplex antabusu &lirby mohl
byt u karcinomu prsu dinngSi pri nizSich koncentracich nez bortezomib. Tento
predpoklad vychazi z toho, Ze bortezomib se zda &ying pouze u hematologickych

onemockni, kdezZto u antabusu s&egpoklada &innost u nadar pevnych.



2. VYSKYT RAKOVINY PRSU V CELOSV ETOVEM MERITKU

Rakovina prsu je vdneSni dobdruhé nejastjSi nadorové onemoeni
po rakovirg plic. Data z roku 2002 uvéfd 1,15 milioni novych gipadi za rok, z toho
400 tisic umrti. Rozdil ve vyskytu mezi rozvinuty(6B6 000) a rozvojovymi (514 000)
zenemi neni @ilis markantni. Vyrazny rozdil je v mortaljtkdy v rozvinutych zemich
umira 27 % postizenych, kdezto v rozvojovych j@2a13 %. V tomto ohledu je geba
se zamyslet, jakym Zgobem snizit naklady nacléu tak, aby mohla byt poskytnuta
i v chudych zemich bez fungujici a dostupné sotiéfrastruktury. ReSenim tohoto
problému by mohlo byt vyuZiti starych igkro novy @el.

Nejvice novych fipadi karcinomu prsu je zaznamenano v bohatych rozvatuty
oblastech Severni Ameriky, zapadni a severni Eveo@ustralie. Vychodni Evropa,
kam pati takéCeska republika, siadi s 42 novymi fipady na 100 000 obyvatel za rok
na 7 gicku z 21 s¥tovych oblasti.

Je teba vyzvednout, Ze dlouhodobym trendem ve vyslkakoviny prsu (i jinych

rakovin) je snizovani umrtnosti paciént

Hlavni faktory pro vznik karcinomu jsou vedle gecle¢ predispoziceigdevsim
reprodukni faktory, nadvaha, alkohol, nedostaté fyzicka aktivita, nadsmy pfjem

hormoni a také strava [1,2,3].



3. TYPY A ODLISNOSTI U KARCINOMU PRSU

3.1. Casté typy karcinomu prsu

Rakovina prsu se vyskytuje ¥kolika typech podle lokalizace karcinomu a miry
invazivity. Na zaklad zjisteni presné charakteristiky nadoru se stanovujbdée

3.1.1. Duktalni karcinom prsu

Duktalni karcinom in situ (DCIS) jeasty typ rakoviny, ktery neni invazivni, jinak
fe¢eno nedi se do okolnich tkani. Napadeny jsou pouzetndéanalky. Nadory jsou
obvykle nehmatné, vytva se kalcifikace, které jsou pozorovatelné na sidimc

Z mamografu.

V piipac, Ze se nadorové bky dostanou fes sénu mi&nych kanalk na jeji
vngjSi stranu, jedna se o invazivni duktalni karcindroto nadorové onemoéni je
taktéz velicecasté. Projevuje se bolestivym otokem prsu, podréibd kize, vytokem
z bradavek, zstSenim lymfatickych uzlin. Nador byva hmatatelny.

Tento typ rakoviny ma dkolik dalSich podtyp, které nejsou ifdliS bézné.
Tubularni karcinom prsu byva velky do jednoho aeetru. Nadorové hiky jsou
trubkovité a rostou pomalu. Medularni karcinom pisuve velikosti do 2 cm,
abnormalni biiky tvori vyrazré ohranéeny solidni nddor. DalSi podtyp invasivniho
duktalniho karcinomu je mucin6zni karcinom prsu.jv§iSi ¢ast tohoto nadoru je
tvorena hlenem, ktery obklopuje nadorovénky (hlen je produkovan samotnym
tumorem). Rozréry nadoru jsou do 5 cm. Dale papilarni karcin@raribriformni nador
prsu, kde je napadena pojivovaitkdedy oblast mezi kanalky a i&ky. V lozZiscich
jsou jasg pozorovatelné diry.

VSechny tyto typy seastji vyskytuji u starSich Zen, po menopauze. DCIS

zvysuje pravdpodobnost onemo¢ni jinym typem rakoviny prsu [4].

3.1.2. Lobularni karcinom

Lobulérni karcinom in situ je neinvazivni formadoéu, ¢asto neni povazovana
za pravy karcinom, ale za neoplasii (shluk abnonfcél burk). Toto nadorové
onemockni nevytvdi kalcifikace, ¢imz se liSi od ostatnich t§fp Abnormalni néalez
v tomto gipact nemusi byt chirurgicky odstran, v mnoha fipadech nedojde k invazi
do okolni tkas.



Invazivni lobularni karcinom (ILC) je druhym gapg&jSim typem karcinomu
prsu, primarg je lokalizovan v prsnich latcich (misto tvorby matského miéka).
Nadorové biiky byvaji roz&feny v okolni prsni tkani a napadeny byvaji i axilar
(podpazni) lymfatické zlazy. By ILC jsou malé, vzajeminsi podobné a typickeé je
jejich pomalé §eni do tkas v okoli lakicki. Karcinom ma takédkolik podtypi, které
se od z&kladniho typu liSi tvarem abnormalnichékurebo zgsobem rozgovani [5].

3.2. Neobvyklé typy karcinomu prsu

3.2.1. Zanétliva rakovina prsu (IBC)

Zaretlivy karcinom prsu je neobvykly agresivni typ rakoy. Od gedchozich
typt, u kterych byva rakovina zji&ta mamografem ite, nez se objevi viditelné
piiznaky, se IBC lisi rychlym nastupem, dochazi kamévému zarudnuti a otoku prsu.
Tyto nahlé zminy nastavaji v tsledku ucpani lymfatickych cév nadorovyminkami

[6].
3.2.2. Pagetova choroba bradavky

Nadorové onemoani bradavky je velice vzacné a byvéasto spojeno
s nadorovym postizenim jingsti prsu. Bradavka byva bolestiva, zarudla ageyirch

byva znénén [7].

3.2.3.  Fyloidni nador prsu

Nazev odvozeny #eckého slova a vystihuje listovy charakteru nadode to
raritni typ rakoviny, mze byt jak benigni tak i maligni. Typicky je velicgchly nist,
rozSteni nadorovych butk mimo prs je neobvyklé [8].

3.2.4. Karcinom prsuumuz 0

Rakovina prsu neni pouze onemé&tinzZen. V malém, ale stdle se zvySujicim
poctu se projevuje i u muiz Je znamo dkolik faktori, které gispivaji k onemoaini.
Stejre jako u Zen to je vysokyeék, dale vysoka hladina estrogenu, kterazen byt
zpisobena onemoeénim jater, hormonalni &ou nebo také obezitou, geneticka
porucha zvana Klinefeltdy syndrom, ddi¢nost (gedevSim abnormalni BRCAL

a BRCAZ2) a div¢jSi vystaveni radiani terapii [9].



3.3. Dédiéné dispozice k rakovin & prsu

NejcastjSi dispozici pro rakovinu prsu jsou mutace v ganBRCA1 a BRCA2.
Oba geny v neposSkozené poddhnguji jako rakovinné supresorové geny. Bilkoyina
kterou koduji, opravuje poSkozenou DNA. Pro vyvaikaviny je poteba dvou
poskozenych alel, jedna posSkozena alela ovSem tak8uje predispozici k této
rakovirg. Zeny, které maji mutaci v BRCA1 nebo BRCA2 maji @ 85% vy3si
pravdEpodobnost, Ze u nich rakovina prsu propukne. Mutatehto genech zvysuje
také pravdpodobnost pro rakovinu vajeiki. Tumory vzniklé na zakladgenetické
predispozice maiji &Si roznery, vykazuji malou diferenciaci a vysokou prolifera

acasto byvaji negativni na estrogenni a progesteneseptory [10].

3.4. Faze rozSifeni nddoru prsu

Podle roz&eni rakovinnych buk do okolni tkdd a podle velikosti nadoru
se karcinomy prsudti takto:

Faze 0: Nadorové lily jsou jen v mist pavodu, ne§i se do okolni zdravé tkén

Faze 1: Nadorové lily jsou roz&ieny i v tkani kolem fivodniho mista roz&ni

(tumor neni ¥tSi nez 2 cm), nejsou napadeny lymfatické uzliny.

Faze 2: _llIA:Nador neni vetSi nez 2 cm, napadeny jsou lymfatickiny (lu). Nador

je Vetsi nez 2 cm, lu nejsou napadeny.

1IB: Nador je 2-5 cm velky, roZz&n do Ilu. Nador je &Si nez 2cm,

lu neposkozeny.

Faze 3: _llIA: Napadeny jsou pouze lymfatické uzliny v podpafitipadré uzliny
blizko hrudni kosti. Nador ma velikost 5 cm@e byt i &tSi), struktura

napadenych uzlin je pozmena.
IIIB: Napadena je i hrudni¢sia, dochazi k za&tlivym reakcim.

HC: Nador nemusi bytimo v prsu (pipadré miaze byt jakkoli veliky),
rozSien mize byt na hrudni &bu ¢i kuzi prsu, zasazena je oblast kolem
kli¢ni kosti, nadorové hiky mohou byt i v lymfatickych uzlinach v podpazi
a pobliz hrudni kosti

Faze 4. Nador je roz&n i do jinych orgal metastazuje [11,12].



4. LECBA A DIAGNOSTIKA

4.1. Tradiéni pFistup k 1é €bé rakoviny prsu

Podle gedchozich (kapitola 3) a dalSich charakteristikifena I€ba, ta jecasto
invazivni a ma vliv nad&¢ny Zivot pacienta. Hlavni faktory pro navrzenidg jsou faze
rozSteni nadoru, lymfo-vaskularni ¥&8hi, histologicky stupe rozsfeni, @itomnost

hormonalnich receptoy HER2/Neu overexprese, menopausalni statug.a v

Pro diagnézu se vyuZiva rqdevSim mamograficky screening, ultrazvuk

a magnetické rezonance. Nalez byva potvrzen bisfeiované tkah

Chirurgické odstragni celého prsu postizeného nadorem se nazyva noasiekt
Pfi lumpektomii je odstrafn pouze nador, ifpadré nador spolené s podpaznimi

(axilarnimi) lymfatickymi uzlinami.

Po chirurgickém zakroku, kdy byl tumogtdi nez 1 cm, nebo byly abnormalni
bunky zachyceny v lymfatickych uzlinach, jsou pacienceni chemoterapii.
Negativnim dinkem latek uzivanych k chemoterapii je, Ze temouze nadorove
buiky, ale i rychle se rozmnoZzujici zdravénky, jako jsou biiky vlasovych kéinka,
krevni buiky a buiky traviciho traktu.

Pacient také podstupuje radioterapii. fdx@no byva jen postizené misto, tedy
oblast vyoperovaného nadoru, nebo cely prs. V pezxine}astji vyuziva externi

ozaovani, mén uzivana je interni metoda dp&ani [11,12].

4.2. Cilena terapie

75% vSech nadarprsu vykazuje fitomnost receptdrpro estrogen - ER pozitivni
(ptipadre také progesteron - PR pozitivni). Navazani hormoaureceptor za&gini
expresi gefi a nasledny bugny rist. U ER pozitivnich paciefitje mozné uzit
selektivni modulatory estrogennich recept¢famoxifen), které se vazi na receptory
atim blokuji signalni drahu. Také se vyuzivaji aatdzové inhibitory zabiajici

piimo tvorke hormonu [13].

Zkouma se také, zda je nador pozitivni na HER2/Mmeptory (20% fpad),
coz jsou receptory zachycujici signalystovych faktoé. Zjisti-li se, Ze je pacient
HER2-pozitivni, mohou byt nasazeny monoklonalnitiftky, které vazi HER2/Neu



receptory (Herceptin), a tim brani navazaristového faktoru a naslednému

nekontrolovatelnémuistu tumoru [14].

U agresivnich trojit-negativnich rakovin (negativni na HER2/neu, estnog
| progesteronové receptory) je mozné pouzit PARRibitory (PARP proteiny
zprostedkovavaji opravy poSkozené DNA), které brani oprpuSkozené DNA po
chemoterapii u buik v tumorech, coz zisobi apoptdzu [15].

4.3. Novy p Fistup k 1é €bé rakoviny

Novym uUsgSnym gistupem kléb¢ rakoviny by mohlo byt uZiti inhibitdr
proteazomu. Prvnim inhibitorem tohoto typu je bpoteib. Nezda se, Ze by tento 1ék
mel pozitivni vliv pii [écbé rakoviny prsu [16]. Revratem v 18b¢ karcinomu prsu by se
mohl stat antabus (tetraethylthiuram disulfid, ffisam) v komplexu s kovem, ktery je
jiz v 2. fazi klinickych test a pedpoklada se ué¢p pozitivni (inek pi 1é¢bé prsnich
a jinych pevnych nadér17].



5. PROTEAZOM A PROTEAZOMALNI DEGRADACE

26S proteazom je proteinovy komplex o hmotnostiM[3a.[18] Jeho pimérna
délka, v pipad pritomnosti obou 19S reguwaich ¢asti, je 45 nm a &a 20 nm.
Komplex se nachazi jak v cytoplagntak i v nukleoplazm 26S proteazom je tven
dvéma zakladnimi podjednotkami, a to 20S proteazomésdy centralni¢asti,
a 19S proteazomem, coz je reguliacast [19]. Jak vyplyva Zlanku Bedford et al.,
26S komplex ma asymetrickou strukturu, ato vé&nisasedani hexametrického
Rpt-kruhu (baze) na heptamerickadpodjednotku centralnéésti. Hlavni jednotky
proteazomu jsou popisovany pomoci Svedbergova sed@nmiho koeficientu (S)20].

Obrazek 1: Proteolyticky komplex — 26S proteazokid@a se ze dvoasti 19S regutani ¢ast
rozpoznavajici ubikvitinované proteiny, které gt 20S katalytickéasti[24].

B - kruh

zékladna 208

5.1. 20S proteazom

20S centralni katalytickéast ma na kazdém konci (gkterych gipadech jen
na jednom z kong pripojeno 19S regutai viko [18,21]. Molekulovd hmotnost
20S proteazomu je 0,7 MDa [22], tvar se popisuie jaarelovityc¢i cylindricky. Tvori
jej ¢tyti hexamerické kruhy. Dva ¥8i a-kruhy a dva vniini g-kruhy, které jsou dale
sloZzeny z skolika vlastnich podjednotek [18]. Celkem barelitvavé kopie 14 fiznych
proteini. Strukturu a-kruhu vytv&i 7 proteiri, ol-7, B-kruh je roviz slozen

ze 7 podjednotek, a fi-7 [22,23]. Podjednotky i B maji totoZn&tyivrstvé strukturni



sloZeni, dva antiparalelflisty jsou z kazdé strany obklopenyhelixovou strukturou
[24].

a-kruhy jsou vice konzervativni neg-kruhy a funguji jako vstupni brana
pro substrat weny k degradaci [25]. Vstup do centraddsti je bran N-terminalnimi
ocasky kazdeé (1-7) podjednotky, které sfuji dovnitt kruhu [24]. Vstupni kanal je
13 A Siroky a substrat ve své terciarni strisgttimto Gzkym pérem neprojde, proto je
pied vlastni degradaci v katalytické jednotce romplgbomoci vika (19S proteazom)
do jednodusSihtetezce [23].

V B-¢asti 20S proteazomu probih& vlastni degradace. ziimwbsazenditruzna
katalyticky aktivni mista [26]. Dv B5 podjednotky shymotrypsinovou aktivitou
hydrolyzuji peptidovou vazbu v mésthydrofobniho aminokyselinového zbytku. &2
podjednotky strypsinovou aktivitou hydrolyzuji peptidovou vazhumist kladre
nabité aminokyseliny a naposledyéd3l podjednotky s kaspasovou aktivitou degraduji
vazby mezi negativh nabitymi aminokyselinami. Existuji zde dalSi¢dkatalyticka
centra, prvni z nich &bi rozwtvenérettzce aminokyselinovych zbyik druhé perusuje

vazbu u malych nenabitych molekul [27].

Obrazek 2: 20S proteazom, katalytickdést SEpici ubikvitinované proteinyf;, B, Bs jsou
aktivni proteolyticka mistf0].

chymotripsinova . 55

aktivita - Y. tripsinova

" aktivita

_ caspasova
— aktivita

Centralni katalytickatast rozstipe proteiny na oligopeptidy, které molgt
dopraveny do endoplazmatického retikula, vazou MHCstavaji se z nich antigeny,

nebo jsou vyuzity k syntéze novych proteiv neékterych gipadech nedochazi k uplné
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degradaci, ale pouze k Up#aproteinu. Tato¢ast&éna degradace funguje régad
u NF«B drahy [17].

5.2. 19S proteazom

Souwasti 19S proteazomu je baze (base), spojujici @ikdruh, a samotné viko
proteazomu. 19S proteazom j&ast, ktera rozpoznava ubikvitinem (ubikvitin
proteazomalni systém viz kapitola 6) oze@é proteiny urené k degradaci [28], také
stimuluje otvirania-kruhu jakozto vstupni brany, dale rozpléta terdiastrukturu

substratu a napomahé jeho translokaci [18].

Molekulovd hmotnost je rovna 0,9 MDa. Podle stusliearon M. et al. (2006
kazda 19S regutai cast sloZzena z devatenacti odliSnych prdgiefodjednotky jsou

popisovany sali (S) nebdS.cerevisiae (Rp) nomenklaturou.

Z&kladnu tvei Sest podjednotek s ATPasovou aktivitou, a to BTIRS4/Rpt2,
S6/Rpt3, S10b/Rpt4, S6'/Rpt5 a S8/Rpt6&itwi neATPasové podjednotky S1/Rpn2,
S2/Rpnl, S5a/Rpnl0 a Rpnl3. Kazda z ATPas obsalife doménu (ATPasa
asociovana suenymi aktivitami), tvoti hexamerni kruh, ktery slouzi k rozpleteni

substral a k oteveni kanalu do 20S proteazom [19,21].

Protein S5a/Rpnl0 slouZi jako spojka mezi zakladrowikem. Je takeé
pravdpodobné, Ze hraje roli v rozpoznavani polyubikatiého fetzce ¢i v jeho
navazani. Podjednotka S6‘/Rpt5 vaze polyubikvitintattzec k prozeazomu [29(.ast
S4/Rpt2 je zodpadna za konformaci N-terminalnich océskna podjednotkach
a-kruhu) a vstup substratu. Svou roli vtomto procésaji i podjednotky S4/Rpt2,
S6/Rpt3 a S6‘/Rpt5, které obsahuji HbYX motiv, ngnly pro oteveni brany. Jednotky
S7/Rptl, S10b/Rpt4 a S8/Rpt6 vazou chaperony @aypbt 3) [24].

Komplex vika vytvéi dewt podjednotek, S3/Rpn3, Rpn5, S9/Rpn6, S10a/Rpn7,
S11/Rpn9, S12/Rpn8, S13/Rpnll/Pohl, S14/Rpnl2 alSEM]. Prvnich pt
zmirgnych podjednotek (S3/Rpn3, Rpn5, S9/Rpn6, S10a/REA1/Rpn9) obsahuji
v C-terminalni ¢asti doménu PINT/PCI. U proteginS13/Rpnl11l/Pohl se vyskytuje
v N-terminalni oblasti JAMM (JAB1/MPN/Mov34 metanzym) doména [30].iBsna
organizace vika byla objasma ve studii Lander et al. publikované teprvegtkem
roku 2012.[31] Na obrdzku 3 uvadim strukturu iepenou vroce 2006
(Sharon M. et al[21].

11



Podjednotka Rpnll, neboli Pohl, je zapojena doestodeubikvitinace [21,29],
je metaloproteindzovy enzym zavisly na®Za jak vyplyva ze studi€veket al, (2008)
mohla by byt pra¥ tato podjednotka vika cilem komplexu disulfiramiosem [17].
Zda se, Ze podjednotka Rpn6 by mohla slouZit jakatriolni protein, ktery se odhlije
po navazani substratu, aby doSlo k odkryti aktiwnitista Rpnll, také pragmbdobré
funguje jako kontrolni jednotkatipmaturaci vika, ktera odkryva aktivni mista az
po jeho Uplném poskladani [21].ieBné funkce zbylych podjednotek byly régn
popsany ve studii Lander et al. publikované v ra@#&2 [31].

Struktura popsana vySe je proteazom eukaryoticlorgfanisnii. Prokaryotické
buiky také obsahuji proteazomy, ovSem hexametrick@ykijaou tvdeny totoznymi

proteinya ap, tudiz specificita degradace je mensi [24].

Obrazek 3: 19S proteazom, podjednotky zakladnka ja1].

S13/Rpnll

\ neATPasove podjednotky
S5a/ \ ce S1/Rpn2,

; S2/Rpn a Rpnl3
..... zakladna -

podjednotky s ATPasovou aktivitou
S7/Rptl, S4/Rpt2, S6/Rpt3,
S10b/Rptd, S6°/Rpt5 a S8/Rpt6

5.3. Chaperony

Cely multikomplex 26S proteazomu je poskladan nefmé 66 proteifi.
Aby doslo ke spravnému sloZeni multiproteinove @iy, je poteba protein, které
tomuto procesu napaihou [20]. Zapojené jsou maturd faktory, jako nafklad
ubikvitin matur&ni protein [24], a molekuly zvané chaperoijanek Bedford et al.

iika, Ze takovychto asistémich molekul je nejméndewt. Pro formaci centralniasti je
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vyuzito pit z nich, pro 19S$4st pakityii. Jejich ndzvoslovi je taktéz dvoji, dito podle
Saccharomyces c. (Pbal-4, Umpl, Hsm3, Nas2, Ngs@l4 nebo nomenklatura dle
Homo sapiens (PAC1-4, UMP1, S5b, P27, Gankirin APH [20].

PAC1-PAC2 a PAC3-PAC4 komplexy se podileji na pada&hia ¢asti. Hsm3,
Nas2, Nas6, Rpnl14 proteiny jsou faktokastnici se sloZeni zakladrife kompletaci
vika slouzi faktory (elF)3 a (COP)9. Chaperony g®aftiuji pouze u eukaryot,
prokaryotické podjednotky se skladaji bez pomodj.[2
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6. UBIKVITIN - PROTEAZOMOVY SYSTEM

Tento systém je hlavnim b&mym mechanismem pro regulaci degradace
proteini a zarové je nezbytny pro regulaci b&ného cyklu. Konénym akceptorem

ubikvitinovanych proteifi je proteazom [20].

Ubikvitin (ub) je protein sloZzeny ze 76 aminokygeliJe kovalenth vazan
k proteinu, ktery ma byt degradovan v proteazorady tslouzi jako signalni molekula
pro degradaci. Vazba je realizovana mezi koncovanbdxylem glycinu na ubikvitinu

ag-aminoskupinou lysinu u oztavaného proteinu [25].

Na ubikvitinaci se podileji 3 skupiny enzyma to E1, E2 a E3. S&v
ubikvitinatni systém zahrnuje jen¢kolik malo E1 enzym a okolo 50 E2 enzyin
Naproti tomu get kddujicich E3 enzymy jsou stovky. P&toto mnozstvi rozmanitych

E3 ligaz zajisuje substratovou specificitu UPS [27].

Ubikvitin je aktivovan za pomoci molekuly ATP a Bktivainiho enzymu [25].
Energie uvolina hydrolyzou ATP na AMP je uzita na tvotbu ubikwviE1 thiol esteru
[19]. Enzym EZ2 funguje jakoipnaSeé aktivované molekuly ubikvitin-E1 thiol esteru
na protein, ktery ma byt ztén. E3 lighza je enzym zodpminy za posledni krok
ubikvitinace. Rozpoznava protein ¢eny k degradaci a zafdje jeho specifické
navazani na aktivovany ubikvitin [25]. Poté dochéadalSimu navazani ubikvitinovych
molekul, vznika polyubikvitinovytettzec, ktery je tven nejmén étyfmi molekulami
[27]. Vazba je vytvéena mezi Gly76 jednoho ub a Lys48 druhého ub. Tkrik také
vyzaduje hydrolyzu ATP. Ub obsahuji i jiné lyzinox®ytky, a to Lys6, Lys11, Lys27,
Lys29, Lys33 a Lys63.iPnavazanidchto Lys v ubretzci, je protein uten k jinému
procesu nez k degradaci v proteazomujnaPNA reparaci [16,27].

Oznaeny protein je navazadn kviku 19S jednotkyied jeho vstupem
do proteazomu je pimba odstranit polyubikvitinové zéeni. To se &e pomoci
metaloproteindzy (JAMM domény), kterarepuSi vazbu mezi polyubikvitinovym
fetzcem a substratem a pomoci cystein proteaz, ki Sazby v samotném
polyubikvitinovémietzci [25]. Tyto deubikvitindzy jsoudeny do dvou skupin, UCH
(ubikvitin COOH-terminalni hydrolasy) a USP (netaké UBP, ubikvitin-specifické
proteasy). UCH jsou malé molekulyégici ubikvitiny na kratkéretzce. USP jsou
enzymy, které degraduji vazbu jak mezi ub a sutestratak i mezi filehajicimi ub.

Oke tyto skupiny deubikvitinénich enzyni obsahuiji katalytickou triadu aminokyselin
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Cys, His a Asp, UCH pak navic Glu zbytek [27]. Zaulikvitinaci je odpo#dnacast
vika Rpnll, zndma jako Pohl (tato podjednotka aheghra¥ JAMM doménu) [29].
Dale je poteba, aby substrat byl rozpleten ze své terciahukiiry, za tento proces

zodpovida ATPazovéast zakladny 19S proteazom [18].

Za objev UPS byla Aaronu Ciechanoverovi, Avramudiewri a Irwinu Rosovi
v roce 2004 udlena Nobelova cena za chemii [32].

Jak mizeme vyvodit ze struktury proteazomu (kapitola 5)kystému UPS,
pii aplikaci inhibitoru proteazomu (bortezomib, ddasb) nedochazi k degradaci
proteini. MnoZeni ubikvitinovanych proteinv buice ovliiiuje burécny cyklus a
nejrizngjSi signalni drahy napojené na proteazom. Meziydodtivnéné proteazomalni
inhibici pati také NF«xB draha [33].

Obrazek 4: Schéma ubikvitin-proteazomalniho systémachanismus ozdavani proteif
urcenych k degradaci v proteaz¢#b].
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7. NUKLEARNI FAKTOR KAPPA B — NF- KB

NF-«xB je rodina transkrignich faktoti, které se vyskytuji ve vSech itkach
v mnoha organismech a zprastkovavaji transkripci vice nez 180 @erZasahuji
do regulace procésimunitniho systému, apoptézy a proliferace [34hyny pfibeh
drahy vede k nejiznéjSim onemocénim jako revmaticka artritida, Crohnova choroba
a predevsSim rakovina. Néméerena regulace NikB v nadorovych bokach zmgisobuje

jejich proliferaci, fist tumoru, roz$eni metastazi a chemorezistenci [35].

Jsou zndmy dva signalni mechanismy, které vedditikaai NF«B - kanonicka
neboli klasickd a nekanonicka, alternativni drdhéto biologické drahy secastni
mnozstvi transkrignich fakrofi (nejbszngji se vyskytujiciclenové NkB u savé jsou

uvedeny v tabulce 1) [36].

viv /s

je RelA:p50). V klasické draze blokuje aktivitu ddnu jejich spojeni s inhibitorem
NFxB (IxB) [36]. V alternativni draze neni dimer spojemiibitorem jako v klasické,
ale nachazi se zde spojeny prekurzorovy proteerykte stava aktivni az po upéav

v proteazomuCasto vyskytujici se dimer je p100:RelB[34].

Za aktivaci NkB jsou zodpowdné fzné stimuly jako cytokiny TNFe IL-1,
imunitni stres (bakterialni, virové infekce)istové faktory (insulin), buftny stres
(UV zateni, znéisténi ovzdusi) ¢i chemoterapeutika [34,37]. filehozi signalni
molekuly aktivuji komplex inhibitokB kindzu (IKK), kterd (v kanonické draze)
fosforyluje kB. Sowasti IKK jsou katalytické podjednotky a p a dw molekuly
NEMO (NF«B essential modulator). FosforylaceBl indukuje jeho degradaci v
proteazomu a tim i uvodni a aktivaci dimeru [36]. V nekanonické draze damihiimo
k fosforylaci dimeru, ktery putuje do proteazomdeZe pl100 posttranskeipé upraven
v oblasti C-konce, vznikajici p52 protein vazeindtelB [38].

Aktivni dimer prechazi do jadra a spol@ s dalSimi transkrigmimi faktory
se vaze v mist patatku transkripce. #&né kombinace heterodimeru a homodimeru

zaji¥’uji specificitu drahy [39].

Kazdyclen zrodiny NF<B transkrignich faktofi obsahuje na N-konci
konzervativni RHD (Rel homology domain) doménu dlow 300 aminokyselin [38],

ktera zodpovida za DNA navazani, interakcikB la dimerizaci.[36] Transakti¢ai
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doménu (TAD) na C-konci obsahuiji jen jednotky RaéR&IB. Doména zprostdkovava
vazebnou interakci s dalSimi transkmnjgmi faktory (@. TATA vazebny protein).
Proteiny p50 a p52 tuto doménu neobsahuji, protdvaigji heterodimery
s Rel proteiny. C-terminélni oblagkeni Rel skupiny je delSi oproti skugirNF-«B,
obsahuje mnoho ankyrinovych repetic. Tyto repefka proteiny inhibuji. Sesh
na C-konci protein aktivuje [39]. Homodimeryi(p52:p52) funguji jako represory

genové transkripce [38].

Mezi geny, u nichZz je transkripce ovldma NF«kB signalni drahou, p#t
nagiklad cytokiny (TNFe, IL-1, IL-6), enzymy pro stresovou odpal (COX2, NO),
anti-apoptotické proteiny (proteiny z rodiny Bcl{3B].

Obrazek 5: Schéma aktivace klasickée dB-drahy[36].

= ©
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receptory

N

protein

7.1. NF-kB arakovinné bujeni

Aktivace NF«xB v nadorovych bikach podporuje angiogenezi, vznik metastazi,

zabraiuje apoptéze a podporuje jejich proliferaci. Naderdinie, ve kterych je
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NF-xB drdha stale aktivni, jsou rezistentni k mnohanuterapeutikm. Z tchto
davodi se povazuje NKB za vhodny cil protinadorové déy. Exprese gen
odpovidajicich za angiogenezi, jako VEGF, TNF, MCHsou pod kontrolou NikB.
Také proteiny napomahajici prostupu cévami, a takzniku metastazi (MMP2 a
MMP9), kontroluje NF«B draha. Inhibice transkripcédhto a dalSich génje mozny
zpisob pro l1ébu rakoviny[34,40].

Do dneSnich dinjiz bylo pouzito ikolik strategii k pozastaveni aktivity N&B.
Lze zabranit navazani transkiipch faktofi NF-«B k DNA ¢i jejich translokaci

do jadra, blokovat fosforylaci nebo proteazom [34].

U prsnich naddr byla prokdzana néetrzitd aktivace NRkeB v estrogennich
receptorech u 89% fipach. Vysokd hladina NReB proteini v tumorech souvisi
s chybnou expresti amplifikaci geri [41]. ZvySena exprese u rakoviny prsu byla
zaznamenana u gémfkbl a nfkb2, coz souvisi s ndlezem zvySené hiagroteinu
p50 a p52 v transformovanych ikach [42]. Velice vysokd aktivita NRB byla

zaznamenana u nadorovych Bkinezistentnich k&nym chemoterapeutiikn [43].

Latka disulfiram (antabus) byla identifikovana jakohibitor proteazomalni
aktivity, tedy ovliviiuje i pribéh NF«B drahy (jak jiz byloreteno, RelA a#B jsou
zavisli na funknim proteazomu). Inhibici NkEB drahy je naruSena exprese gen
jejichz produkty jsou nezbytné pragiiti nadoru [44]Zajimavym faktem je, Ze lék
Bortezomib naopak NkB drahu aktivuje [45,46].

Tabulka 1: Nejasgji se vyskytujici proteiny v NkeB draze[36].

Skupina Protein Prekurzor— Gen
NFkB1 p105 (105kDY>p50 NFKB1
Rel NF«B2 p100 (100kD)>p52 NFKB2
RelA p65 RELA
NF-xB RelB RELB
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8. BORTEZOMIB (VELCADE)

Bortezomib je prvni inhibitor proteazomu pouzivanilinické praxi, povoleny
FDA pro I&bu mnohdgetného myelomu[47] a lymfomu plassych burtk [48]. Cesta
k jeho objevu nebylaifma a fivodni zamdr se netykal rakoviny.

8.1. Cesta k objevu protinadorovych i €ink G bortezomibu

Na zaklad mohutného rozvoje ve vyzkumu proteazontisel Alfred Goldberg
s mySlenkou, Ze v onemaarich jako jsou svalova dystrofie (nejnizsi stupegrese),
AIDS ¢i TBC, kde dochazi k ubytku svalové hmoty na zékladdngrné funkce UPS,

by inhibice proteazomalni funkce mohla bgSenim.

V roce 1993 zalozZil Goldberg spotest MyoGenics, ktera &a za cil objevit
latku, jez by byla inhibitorem proteazomu a nasinojk I&bé svalové atrofie. Prvni
inhibitor - MG132 se stal nastrojem mnoh&dei pro zkoumani funkci proteazomu,
pro I&bu ovSem nebyl vhodny Zidodu nizké specificity. Jednim z novych olijdaylo
Zjisténi role proteazomu v prezentaci antiggan lymfocyti, dalSim kléovym objevem

se stalo spojeni NkB funkce s proteazomenitgs proteazomalni degradacBI[49].

Myslenka, Ze inhibice proteazomu inaktivuje NB-a tim i expresi mnoha gén
na kterych jsou zavislé procesy jako Btmy rist, angiogenezéi apoptoza, se stal
novym vyzkumnym cilem spataosti MyoGenics. Zina se projevila i v nazvu, kdy se
MyoGenics pejmenoval na ProScript (proteazom, transkripce)].[9@to mysSlenka
byla dlouho podporovana. Dnes jéejmeé, Ze prav Bortezomib (i jiné inhibitory
proteazomu) naopak aktivuji NEB klasickou drahu a inhibni funkce se zda byt

pravdiva pouze u alternativni drahy [46].

Chemik Julian Adams, zatstnanec ProScriptu, vyvinul v roce 1994 novy, aprot
MG132 vice stabilni inhibitor, Bortezomib - PS3#h dopordeni od Arvama Hershka
byla aplikace PS341 zaiena na l&bu rakoviny (NFkB je u mnoha typ rakovin
aktivovana nefetrzi€). Tento gedpoklad byl potvrzen na 60 rakovinnych liniich
National Cancer Institutu atkolika dalSimi studiemi, které prokazalyidnost PS341
u riznych typi rakovin. Testy potvrdily, Ze Bortezomib zpr@stkovava inhibici

chymotrypsinové aktivity 20S proteazom [49].
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Tento vyzkumny srr nebyl podpeen a ProScript byl prodan nejprve fim
LeucoSite, kterou zanedlouho odkoupila spotest Millenium Pharmaceuticals (MP)
[49,50].

8.2. Klinickeé testy a povoleni léku

JesSt pred grechodem ProScriptu do vlastnictvi MP zé&glo Julian Adams
s kolegy prvni test na lidské pacientce s mielroym myelomem (rok 2000), ktery
probihal na Univerz#t v Severni Karolia. Studie neprokazala vyrazné vedlej8inky
Valcadu (obchodni nadzev Bortezomibu) a vyvrcholijéécenim pacienta. Tento fakt
inicioval pasatek klinického testovani, které financovalo Millem Pharmaceuticals
[49,50].

Spoluprace mnoha instituci na vyvoji Iéku umozmjehlé povoleni Bortezomibu
pro klinické uZiti, a to v dah kdy nebyla doko¥ena lll. faze klinickych tegt V roce
2003 byl velcade povolen jako léketi volby pro mnoh&etny myelom, v roce 2005
jako lék druhé volby a od roku 2008 je Iékem prvolby. V roce 2006 byl bortezomib
povolen také pro tbu lymfomu plagovych burkk po alespt jedné pedchozi terapii
[48], rok 2009 pinesl povoleni pro pouziti Valcadu jako prioritnikeku u lymfomu

pla¥ovych burgk. Nadale probih& testovani na dalSi typy rakogi tabulka) [16].

Vysledky prvni faze klinickych test potvrdily jasny dinek Bortezomibu
na 27 pacientech s malignim hematologickym onemrdom U deviti pacierit
s mnohdetnym myelomem doSlo ke vyraznému zlepSeni, z tgaen dosahl
kompletniho uzdraveni [47,51]. V jiném testu prfaze se 43 pacienty s pevnymi
tumory doSlo jen k jedné odezu pacienta s rakovinou plic [51]. Maximalni toleana
davka byla stanovena na 1,3 md/pii podavani dvakrat tydgnpo dva tydny
(1., 4., 8., 11. den) ¥itydennim cyklu (12.-21. den pauza). Optimalni davkyla

stanovena mezi 1,0 mgfaZ 1,3 mg/r[52].

Druha faze teét srovnavala davky 1,0 mgfmaZz 1,3 mg/m na skupig
54 pacieni. Z vysledki byla pro dalsi pouZiti dopatena davka 1,3 mg/mDo jiné
faze Il bylo gijato 202 pacierit s mnohdetnym myelomem. 35% dobrovolriik
vykdzalo odezvu na téu, 4% z nich bylo komplethuzdraveno, dalSich 6% bylo
blizko kompletni remise, 18% vykazatdst&né uzdraveni a 7% alespeoninimalni
odpowd na I&bu [52].
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Tieti faze s 669 pacienty srovnavala bortezomib, pafadvakrat tyda 1,3 g/nt
po dobu dvou tydin s naslednou tydenni fgstavkou, se standardnim |ékem
glukokortikoidem dexametazonem (dex). Velcade wersiini s dex prokazal vynikajici
vysledky, odpovd’ na l&bu byla 38% velcade : 18% dex. Doba, nez doSloldimda
postupu nemoci, se prodlouZila 6,22 velcade: 3g8rEsial a pfimérna doba peziti
pro velcade byla 29,8 #miai ku 23,7 misiar pro dex. Tyto pikazné vysledky
podpdily povoleni Bortezomibu je8tpred ukorenim teti faze. Lék byl ke klinickému
uzivani povolen fedtasré predevsim proto, Ze na trhu nebylo dostupné jiké/de
pro pacienty s timto onemosarim [47]. V dnedni dabklinické testovani poktaje,
v tabulce uvadim vysledky z roku 2010. Jak jesjidcinnost Iéku v boji proti rakovia
prsu ani jinym pevnym nadém nebyla prokazana [16].

VedlejSich @inka bortezomibu je celarada a nejsou zcela zanedbatelné.
Mezi nejzavaz§Si vedlejSi projevy pét periferalni neuropatie. Velicgasto se
vyskytuje nevolnost, Unava atpem, zacpa, dale také trombocytopenie, anorékie

anémie [33,52].

Tabulka 2: Vysledky klinickych testbortezomibu do roku 2010 [16].

Rakovina Vysledky

Mnohcatetny myelom FDA - povoleno

Lymfom pla§ovych burk FDA - povoleno

Kozni T-burgény lymfom signifikantni aktivita ve Il. fazi test
MALT lymfom signifikantni aktivita ve Il. fazi test
Chronicka lymfocyticka leukémie biologicka aktivite Il. fazi tesh
Détska leukemie nizka aktivita ve Il. fazi tést
Sarkom ngkkych tkani nizka aktivita ve Il. fazi test

Maloburgény, nemalobu&ny. karc. plic | nizk& aktivita ve Il. fazi tést

Rakovina siev inaktivni ve Il. fazi test
Melanom inaktivni ve Il. fazi test
Rakovina prsu inaktivni ve Il. fazi tést
Zaludeini adenokarcinom inaktivni ve Il. fazi tést

21



8.3.  Mechanismus U €inku bortezomibu

Po chemické strance je bortezomilipeptid kyseliny alkylborité[53]. Tento
proteazomalni inhibitor p#&t do skupiny peptid aldehwd Jeho aktivita je vysoce
specificka k 20S¢ésti, k jednotces s chymotrypsinovou aktivitou [54]. Selektivni
a reverzibilni inhibice proteazomu skrz bortezonowliviiuje intercelularni Grove
mnoha proteif, které reguluji apoptézti bunéénou proliferaci. Bortezomib Zigobuje
hromadni proteirh p21 a p27 (omezeni proliferace), p53, Bid a Bgofadza), coz
ve vysledku zaficini zastaveni buftného cyklu a naslednapoptézu. Dale ba
bortezomibem aktivuje JNK (c-Jun-NHermindlni kinaza), coz vede k apoptdze
jakozto odpowdi na burény stres. V neposlediiad zastaveni proteazomalni funkce
zvySuje mnoZzstvi caveolin-1 proteinu, coZz ma zaead@k omezeni migrace btkn
rakovinné tkaa [53]. Bortezomibem indukovana apoptéza zasahtpmé regulani
proteiny u fiznych typ rakovin, mechanismy spodsf apoptézy se tedy mohou liSit
[54].

Jak jsem jiz nazréda, pivodni hypotéza o funkci bortezomibu, jakoZzto intabi
klasické NFxB drahy, je dnes fekonana. Poprvé, ve studii Németh et al.,
bylo ukazano, ze inhibitory proteazomu MG-115, M&21a lactacystin aktivuji IKK
(inhibitor«B kinaza), degradacikB (inhibitor kB) a translokaci NkeB do jadra.
Degradace B v tomto gipact neni mozna proteazomalnim systémem, jako vhodna
alternativa byl navrzen proteolyticky kapsasovytéys ktery je zaroveproteazomalni

inhibici stimulovan [45].

DalSi studie Hideshima et al. také potvrdila, Zeotipadorova aktivita
bortezomibu (v fipace mnoh@&etného myelomu) neni #pobena inhibici NFRB.
Bylo zjiSténo, Ze Bortezomib spousti fosforylaci IKK, kterdzw klicovou udalosti
pro degradaci podjednotkyxB a spultni genové exprese. PodjednotkeB |je
degradovana neproteazomalnim systémem, tato shefpeokazala degradackBa
protedzami. Bylo také prokazano, Ze specifickybitbr IKK, to je MLN120B, inhibuje
bortezomibem spu&tou NF«B kanonickou drahu, coz j€ShavySuje cytotoxicitu k

nadorovym biikdm [46].
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Obrézek 6: Chemické struktura botrezomibu, dipelpggeliny alkyl-borité [55]
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9. TESTOVANI LECIV

Vyvoj novych €Ki jako je bortezomib jéasow i financné narany. Kazdy no¥
vyvijeny lék musi projit &olika fazemi klinického testovani a jeho povolénia
i 15 let. Nakladnost vyvoje #&va se samaejme projevi i na jeho kori@é cew na trhu.

Klinické studie jsou &eny do ti, pripadreé ctyi fazi, liSi se pedmétem studia,

jeho délkou i pétem a typem dobrovolnikzapsanych do studie [1].

9.1. Preklinické studie

Pred I.fazi klinickych studii je prové&do testovani na jinych subjektech nez
na lidskych dobrovolnicich. délem je zjistit toxicitu latky, fiblizné davkovani
a &innost leki. PredlEzné zkoumani se provadi nejprve in vitro, tedy kenzavkach,

a pozdji in vivo, na burénych kulturach a také na #atech [56].

9.2. |.—lll. faze testovani lé Civ

Do prvni faze je zapojena jen asi desitka dobrakolrPi hledani latky pro [&u

rakoviny jsou pijiméni pacienti stiznymi typy rakoviny.

Cilem prvni faze je zjistit maximalni davku Iékurakvenci jeho podavani tak,
aby se zachoval dostdtg lécebny &inek s co nejmensSimi vedlejSimi projevy.
Zkoumana je také nejvhoégsi forma podavani léku. Zazena byva i studie o podavani
lécebné latky v zavislosti na jidle, kdy jsouigety podminky, za kterych je vebavani
léku nejvysSi. Jakmile jsou zj&ty veSkeré zakladni bezpmwstni pozadavky,ipchazi

studium do druhé faze testovani [56].

Faze Il zahrnuje &tSi mnozstvi Gastniki, jejich paet je ve stovkach. Klinické
studie jsou tentokrat prové&dy na pacientech se stejnym onentmém, konkrétg
stejnymi typy rakoviny. Hlavnim ifnosem faze Il by #o byt zjiS€ni &innosti
lé¢ebné latky na konkrétni onemaon. V této fazi testovani se ovSem také polja
v obdobném zkoumani Iéku jako ve fazi I, tedy nagsbu zkoumany nezadoudirky
a ugresiuje se davkovani. Jestlize se potvrdinaost leku a nezjisti se zadné zavazné

nezadouci &inky, prechazi klinické testovani do dalsi faze [57].

Klinické testy faze Il jsou nejrozsahlejSi, nejga acaso¥ nejnar@ngjsi casti
celého vyvoje novych l&k Jsou provathy mezinarodé v mnoha statech a na mnoha

klinikach, 1ék je podavan souboruiadow tisicich pacierit Ukolem je srovnat novy
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lék se standardnidbou. Pokud neexistuje Zadna standardtbdéuziva se pro srovnani
placebo. Jestlize ¢éni novou latkou projde pozitigni touto posledni fazi a dojde

ke schvaleni léku,ifpravek niize byt uveden na trh [58].

9.3. Vstup léku na trh

| po proniknuti Iéku na trh pok¥aje jeho dalSi hodnoceni, coz se aazija jako
faze IV. Léky jsou podavany mnohem SirSimu spekttiy nez bylo mozno zahrnout
do predchozich fazi testovani. Nadalesteduji negativni &inky u specifickych skupin,
jako jsou thotné zeny, é&i ¢i stai lidé. Zaznamenavaji se interakce nového |éku
pii uZivani s jinymi léky a dale jsou zjdvana rizika fi dlouhodobém uzivani. Pokud
se prokaze nevhodnost podavani latky protam skupinu lidi, nize dojit k omezeni

jeho podavani nebo az ke stazeni Iéku z trhu [59].

Do dnesni doby byly po vstupu Iéku na trh zaznawé@ma pouze nezédouci
vedlejSi @&inky. Novy pistup navrhuje sledovat a zaznamenavat také vegleztivni
projevy léku na pacienta, které mohou byt dale ityud/ sowasnosti jiz existuje
n¢kolik socialnich siti, kde pacienti lekari vkladaji a sdili vlastni zkuSenosti s l€ky.
Tato data se dale hodnoti a vhodni kandidati mdhdunavrzeni najfiklad na nové

klinické testovani [60].

9.4. Novy individualni p Fistup k 1é ¢bé rakoviny

VySe zmirny prib¢h testovani je v dnesni ddbrakticky jediny funkni model.
Jak jiz bylo zminno, vysoka cena spdles s malou selekci pacignfe jeho silnou
nevyhodou. Novy model jde ruku v ruce s pokrokentekagarni biologie. Navrhuje
zaneiit se na prozkoumani molekularni podstaty rakovanynapovani rakovinného
genomu a naslednou identifikaci molekularnichi,cita zaklad kterych se mohou
vytvaret protirakovinna l&va. ldentifikace molekularnich biomarkeru pacieni
pomize vybrat specifickou tbu pro konkretniho pacienta. Tento model by dopdmoh
k selektivréjSimu vykEru dobrovolniki pro klinické testy a tak snizil naklady a dobu na

vyvoj léCiv a zvysil bezpénost jejich pabehu [58].
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9.5. Koncept neziskovych Iék G - problém starych I1é ¢€iv pro nové
vyuziti
Souwasné situace, kdy secré dostane na trh 20-30¢lé je velice neuspokojiva.
Vyvoj jednoho nového Iéku stoji nejme&B00 miliéni USD a vyvoj trva 10-15 let.
Takoveéto finagni zatizeni neumaiije Steni |eéki do chudych zemi a ani tempo jejich

vyvoje neni dostatmé vzhledem k ptu now vznikajicich chorob a rezistenci [61]

Nejen samotna cena vyvoje jednohoivé, ale roviez sowasny trend, ktery je
charakteristicky poklesem v @ now vznikajicich Iéiv za rok i stale naiistajici
cert je vystrazny. Zatimco v roce 1996Gigo na trh 36 novych lé&k v roce 2002
to bylo jen 20, ficemZ cena vyvoje neustale stoupa. V 80. letech pylérna cena
vyvinu jednoho léku 316 miliGhnUSD, v 90. letech to bylo, jak uvadim vyse, vik ja
800 milioni USD [62].

DalSim problémem sdastného vyvoje lék je doba dinnosti €chto novych
substanciCasto, jakoz je i fiklad bortezomibu, se dostavi rezistence na lékra t
se stava pouze lékem prodluzujicim Zivot nikoliek ktery by pacienta uzdravil.
Prodlouzeni Zivota pacientovi je psfisgch, ale z hlediska financovani vyvoje je tento
piistup neefektivni. Zdravotni systém se stava newndsahy a Iéky jsou nedostupné,

a to nejen pro nemocné v rozvojovych zemich [63].

Testovani starych & na noveé uziti je ménfinanéné i casow narané to proto,
Ze bezpeénost latky ve fazi | klinického testovani jiz bydactena i diive provedenych
testech, a da se relativnychle ffejit na testovani faze 1l [61].

Uspsnym fikladem neziskového léku povoleného pro novigell
je paromomycin, ktery je v prvnfac uzivan jako antibiotikum. V roce 2007 byl
paromomycin povolen pro dbu leishmaniézy, coZz je nemoc vyskytujici se vekéel
mite v asijskych zemich. Diky konceptu neziskovychilgé onemocwni, na které
se bez podanicinného Iéku umira, zdolana diky velice levné sulistgejiz vyzkum

byl financovan neziskovymi organizacemi [63].

K lékim tohoto charakteru pattaké antabus, ktery je prim&rnlékem
na alkoholismus a v komplexu sdi mé protinddorové dginky. Dnes je vyzkum

antabusu pro tento novyl jiz ve fazi klinického testovani [63,64].
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Jak bylo nazngno vySe, takovéto chemické latky jiz neni moZnévan
patentovat, tedy pro farmaceutické firmy financdvéakovychto klinickych test
pro jiz patentované latky, neni lukrativni.fi Bowwasné politice farmaceutickych
spole&nosti neni mozné, aby se staré Iéky stnoljevenym tdinkem dostaly na trh
[64].

ReSenim tohoto problému se zda byt neziskova orgeaiflobalCures, ktera
shani prosedky pro financovani klinickych tastpro staré latky s novym débnym
cilem. Takto podporované Klinické testy umozni gjothtek s no¥ objevenym
acinkem za cenu staréhoclea. Tato strategie podporuje plné vyuZiti potehcléciva
a je ginosem jak pro stale se zdrazujici systém zdrastvinitak i pro pacienty

piedevsim v chudych zemich, pro které je drah& zdnap&e nedostupna [64].
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10. GLOBALCURES

GlobalCures je charitativni organizace zaloZzend 2807. Jejim sidlem je dsto
Newton ve std@t Massachusetts. ZaloZena byla pani Vidulou Sukhaémgejim

manzelem Vikasem.

Prioritnim cilem organizace (program I-FUND) je ké&sgat prostedky
pro financovani vyzkumu latek, které jiz nejsougpdbvatelné nebo jsou jinak finame
nezajimavé pro farmaceutické spwlesti. Finance jsou ziskavany od vladnich
organizaci, nadaci a také od samotnych patiedkolem GlobalCures je zéarove
hledat tyto Iéky¢i terapie, které by byly vhodné pro jiné vyuZiti.t¢nto (Eelim
je vyuzivana databaze I-SHARE [65].

Program |-SHARE je také z#eBovan organizaci GlobalCures. Lidé&azeni
do tohoto unikatniho programu davaji anonymk dispozici informace o svém
zdravotnim stavu, o #¢, kterou podstoupili, o tom zda byl&idna ¢i nikoli. S tuto
databazi pak mohou pracovat l&ka@o celém s¥té pri lécbé vlastnich pacierit
I-SHARE je tedy moznost, jak si rychlgegulavat vlastni poznatky oclé& béZznych

ale gredevsim vzacnycti now mutovanych chorob a ty vyuZzit déle [66].

GlobalCures m& jako nezaujata instituce také sr@dmoci pacienim nalézt
pro e momentald nejvhodrjSi l&bu ¢i jim doporwit vhodné Klinické studie,
do kterych by se mohli adit. Pacienti z@zeni do dchto studii musi spbvat gisné
podminky vykru. Ti, ktefi je splini, maji Sanci dostat se k latkam, kte&k jaebyly
povoleny pro uZziti Sirokou wejnosti a které je mohou vyié ¢i jim alespa prodlouzit

Zivot. Tento program se nazyva I-FIND [67].
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11. ANTABUS

11.1. Historie

Latka tetraethylthiuram disulfid (disulfiram) se u#ivala v pamyslu jiz
od padtku 19. stoleti. Vroce 1937 byl publikovan dotpracovnika chemické
spole&nosti, ktery popisoval potizaigkonzumaci alkoholu u laboratornich pracoviik
ktefi prisli do styku s touto chemikalii. Uvédy byly nezadouci dinky jako nevolnost,
snizeni krevniho tlaku, navaly a zarudnuti va@jiici silné buseni srdce. Z¢hto muz

se stali Uplni abstinenti, latka byla navrzenackdélkoholismu [68].

Mechanismus &nku disulfiramu pi lécb¢ alkoholismu je inhibice enzymu
acetaldehyd-dehydrogenazyi pdbouravani alkoholu. Nezadoucéinky, vyuzivane
k 1&¢bg, jsou zmisobeny zvySenou koncentraci toxického acetaldehwlvi, ktery
nemize byt odbouran na neskodnou kyselinu octovoufiipapt poziti velké davky
latky spolé€né s alkoholem riZze dojit az ke smrti. Od roku 1951 je tato latkatnha

pod nazvem antabus [69].

Antabus je tedy obchodni néazev Ilatky disulfiram. sidiram neboli
tetraethylthiuram disulfid je molekula, ktera vzaikytvaenim disulfidické vazby mezi
dvéma molekulami ditiocarbu (diethylditiocarbamat@hemické struktury échto

slowenin uvadim na Obrazku 7a,b [70].

Na pelomu 60. a 70. let 20. stoleti byl zaznamenéipaa Zeny operované
po nadoru prsu. Paskolika letech u ni doslo k relapsu a rdegi metastazi dosholika
dalich oblasti. Zena propadla alkoholismu a byerla antabusem. Bez dalsi
dophujici protinadorové Ky, doslo k vymizeni metastazi. Po deseti letechaze

zentela @i padu z okna, avSak veSkera rakovinna loZiska zgtai[71].

Na prelomu 80. a 90. let 20. stoleti byla provedenaistukidy byl testovan
diethylditiocarbaméat sodny (obrazek 7c) jako imemnapeuticky |€ék pro pacienty
po rakovirg prsu. Do studie bylo ijato 64 pacientek po chirurgickém zakroku
s miznymi charakteristikami nadoru, avSak vSechny bz metastdzi (primérni
zasazena oblast prsu nebyla uvedena). Dobrovobybe rozctleny na d¢ skupiny.
Prvni skupina 32 pacientek byla po #&ewnésial |écena ditiocarbem, druhé bylo
po stejnou dobu podavano placebo. Po 5 letech byontrolni skupig pozorovano

13 relaps a 12 pacientek zamlo. Skupina l&éena ditiocarbem #ta pouze 6 relagisa
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5 zaznamenanych umrti.¢ldek latky byl gisuzovan podp@ imunitnino systému.
Studie prokazala pozitivni vliv diethyldithiocarbata sodného nai@ziti pacieni

s rakovinou prsu [72].

Obrazek 7: Derivaty ditiocarbu a jejich chemickauktury [70].
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11.2. Mechanismus U ¢€inku

Dnes je jiz zji&no, Ze protinddorova aktivita ditiocarbu je vyzna@mpouze
v piftomnosti kovovych (Ct, zr*") ionti v buice [73]. Samotny ditiocarb je ¥lé
velice reaktivni, je schopen chelatovat kovové yomag. méd’. Uginny protinadorovy
komplex se vytvei aZ v Ele reakci iontu kovu a ditiocarbu - vznikd sieaina
bis-(diethyldithiocarbaméat) &a’naty (obtazek 7d) [70].

Pfi srovnani inhibini aktivity komplexi tii kowa, medi, zinku a niklu,
testovanych na linii rakoviny prsu vyplynulo, ZejuydSi aktivitu vykazuje komplex
se zinkemp néco nizSi aktivitu ma komplex sddi. Komplex s niklem neni schopen

vytvaret dimery a fi inhibici proteazomu nevykazuje Zadnou aktivitd][7

Znamym fenoménem ditiocarbu wkterych bugcnych linii je jeho bifazovy
cytotoxicky efekt. Maximalni toxicita ditiocarbu jaiblizné 1 uM, ale v koncentraci
okolo 6-10 uM viabilita burek stoupa (linie H63@r, HCT116yt,H60X10).
Mechanismus tohoto jevu neni zcela ob§asf#3,75,76]. UZitim komplexu disulfiramu
s kovem tento bifazovy efekt mizi [43].
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Predpoklad, Ze protinddorova aktivita antabusu¢sf@ove stimulaci imunitniho
systému (viz vySe), je jiz ipkonan. Jako pra¥godobny mechanismus ¢iaku
se usuzuje inhibice proteazomu a nasledna apoptédarovych bugk [77]. Tato
inhibi¢ni aktivita byla potvrzena akumulaci proteinu p2&g(lator buscného cyklu,
zavisly na UPS) a inhibici translokace p65 (RelANR«B draze v biikach
inkubovanych s ditiocarbem [44].

Experimentald bylo zjiS€no, Ze aktivni protinddorovy komplex disulfiramu
s medi inhibuje také chymotrypsinovou aktivitu proteamo in vivo v bugéné linii
odvozené od rakoviny prsu, stim souvisi tsérpolyubikvitinovanych protein
v buikdch |€enych timto komplexem [77]. V sérii tést bylo potvrzeno,
Ze chymotrypsinova aktivita ip inkubaci s komplexem disulfiramu séi (CuEt)
u nepoSkozeného 26S proteazomu poklesla o 9086,ingubaci purifikovaného
20S protazomu (bez 19&sti — vika a zékladny) s CuEt, poklesla jen o 35%.
Z toho vyplyva, Ze uziti ditiocarbu v komplexu svkon by mohlo mit v nddorech
hlavni vliv na 19Sast proteazomu.iBsrEji fe¢eno, jako misto dinku ditiocarbu byla
navrzena JAMM doména podjednotky Pohl proteazomma@lmika [70,74]. Tataast
proteazomu je enzym metaloisopeptidaza vyuZivafiof® jako kofaktor, ktera
zodpovidéa za deubikvitinaci proteinu [21].

DalSim moznym mechanismendiiku disulfiramu u rakovinnych linii fZe byt
inhibice NFxB drahy [44]. Zajimavou skutaosti je, Ze bifazovy efekt se odrazi
i vinhibici NF«B drahy. U gkterych bugcnych linii je inhibice NFR<B pomoci
samotného disulfiramu koncentr& zavisla a dochazi kni pouzeti pnizSich
koncentracich. i# koncentraci okolo 1mM k inaktivaci drahy jiz nesd@zi. Jak bylo
feceno, vyrazny inhildini efekt se obnovuje zatippmnosti disulfiramu a kovového
iontu v buice. Ve studii Kim HC et al. byla publikovana ddteera davala do spojitosti
schopnost disulfiramu inhibovat drdhu MB- a zarové vliv disulfiramu na #st
intracelularni Grové Zn**, coZ podporuje myslenku, Ze kovovy iont zpreskovava
inhibi¢ni aktivitu ditiocarbu [75].

Disulfiram tedy usnatlje vstup ioni kovu (C#*, Zn**) do burgk a dale spousti
produkci kyslikovych radik#l ¢imz zpisobi oxidativni stres v llkach. Toto je dalSi
mozny mechanismusciinku disulfiramu. Na druhou stranu, oxidativni stremize
indukovat zarove NF«B drahu, ktera naproti tomu spousti expresi anbipaqtickych
fakton [43,78].
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Bylo prokazano, Ze disulfiramfiimo interaguje s enzymy MMP-2 a MMP-9
a inhibuje jejich funkci jako zirmaté chelatni cinidlo. Proteiny MMP
(matrix-metaloproteinazy) jsou gebné pro degradaci extracelularni matrik Sieni
nadorovych bugk a vzniku metastazi. Jsou to transmembranov& 2ndopeptidazy
(zinek je dailezity pro proteolytickou funkci), které jsog¢zrn¢ exprimovany v tumorech,
a jejich exprese je zavisla na MB- draze. Antabus pra¥dodobr zamezuje #éni

nadofi, vzniku metastazi a angiogenezi skrz inhibici MMBY.

Vysoka aktivita NF«B drahy byla zaznamenana u rezistentnich nadorovych
burék. Pouziti komplexu disulfiramu sd&di inhibuje NFxB drdhu, sniZuje
chemorezistenci a vyragrzvySuje cytotoxicitu &n¢ uzivanych chemoterapeutik [43].
Antabus f@isobi také jako inhibitor P-glykoproteinu, coz jartsportni protein, ktery je
ve velkém mnozstvi exprimovan na membranach nagoloburtk a ktery zisobuje

jejich rezistenci na chemoterapeutika [70,80].

Ditiocarb je slodenina, ktera muze reagovat i s jinymi latkami. 3akukazalo,
piima reakce ditiocarbu s cis-platinou chrani lidskgrganismus fed

nefrotoxicitou [70].

Jak bylo vySe zmimo antabus, Iék gwodre uréeny alkoholiKim, zasahuje
mnoho signalnich a metabolickych drah a takéime§iSi proteiny. Jaky mechanismus

¢i soubor mechanisinje nejdilezitéjSi pro potlg&eni rakovinného bujeni, jegdmetem

dalSiho studia.

11.3. Selektivita U €inku

Antabus je chelataim ¢inidlem, reaguje skovy négilad s ngdi.
U transformovanych buk je koncentrace CGii mnohem vy3&i ne? u nenadorovych.
Pro 1ist tumoru je nezbytna angiogeneze, ta je stimul@WABGF (vascular endoteliat
growth factor), jehoz kofaktorem je prgamed’. Toto je mozna iicina vysoké Urové
CU" u mnoha typ rakovin napiklad prsu, prostaty, plic, mozkti tlustého steva.

Antabus vyvazuje Cili z VEGF a tim selektivhzantiuje nadorové hiky [77].

Aktivita protezom-ubikvitinového systému a zardavislost nadorovych bk
na UPS je rov& vySSi nez u nenadorovych BUn(UPS reguluje procesy jako je
burg¢ny cyklus¢i apoptdza). Tato fakta mohou také Wthavat, pra@ disulfiram pisobi

selektivre jen v nadorech [77].
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11.4. Cesta ke klinickym test Gm

Na paatku cesty ke klinickému vyzkumu stala skupina wrkiki ze Severni
Karoliny (Brar et al.), ktera testovala antabuslap@ s ionty kowi in vitro i in vivo
a své poznatky o protinadorové akidvipotvrdili na pacientce s neoperovatelnou
metastazi v jatrech §podem melanom). Zeénbyl podavan antabus a zinek ve férm
glukonatu. Poifmésicni I&b¢ se metastaze zmensila o polovinu, po E8inich zstal
nador velikostd neznénén a po 42 mssicich taktéz (viz obrazek 8). dése
po 53 ngsicich od poatku terapie Zena zila a vedlazhy Zzivot. Jejich zauy
o schopnostech disulfiramu se shodovaly s vySe emngdi; inhibice proteazomu,
indukce apoptozy, blokace P-glykoproteinu. Protoradé &inky v testech in vitro
a in vivo na mysich, byly umoény v kombinaci s kovovymi ionty Z#, Cl#*, ale jako

funkani byly prokazany i ionty Atf, Ag* [80].

Obrazek 8:Na obrazku jsou znazamy snimky pacientky ze studie Baar et al., kdgeme
jasre pozorovat zmensovani nadoru v jatrech na zéktadavaného antabusu a zinku [80].

Pfed 1é€bou

Pred 1é€bou
L2 T
y ~

i N
£

Piipad vyl&€ené pacientky inicioval provedeni klinickych fespro antabus
v komplexu s kovem, jakoZto Iéku s protinadorovyiinky [80]. Prvni faze testovani

probéhla v Utahu, v satasnosti probiha faze Il.

Jako nejvhod¥si kov v klinickém testovani se ukazalaédn Klinicka studie
méla za ukol zjistit bezpmost komplexu a nejvhodj$i zpisob jeho uzivani. Z&vem
bylo stanoveno optimalni mnoZzstviédi na den na 8 mg podavanych ve férm

glukonatu ngdi - méd’na sil kyseliny D-glukonové (typicka denni strava obgahu
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piiblizn¢ 1 mg n&di, optimalni mnoZstvi u zdravéhtlovéka je 1,5-3 mg dera).
Disulfiram se pijima v mnoZstvi 250 mg na den. SloZzky komplexw&ieaji odalerg,
glukonat n&¢di pal hodiny pred snidani a disulfiram spol@ s veefi. Takovéto uzivani

zabraiuje gastrointestinalni toxi&f{81].

Jak ukazalo jiz &olik studii, antabus by mohl byt vhodnym Iékem pecienty
s rekterymi pevnymi nadory. Jeho negativiginky, jsou pro¥iovany jiz dlouhou léta
(pfi podavani antabusu jako protialkoholniho léku o#ur 1951) a jsou minimalni

oproti jinym chemoterapeutikn [70].

V piipac, Ze se tinnost antabusu v komplexu s kovem opravdu prokéaiék
projde vSemi fazemi testovani.ulfe se tento levny Iék stat rigidpro nemocné trpici

praw rakovinou prsu, ktera pak negastji se vyskytujicim rakovinamibec.
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12. CiL PRACE

V praktickeé ¢asti jsem stanovovala cytotoxicity latek bortezamilkomplexu
disulfiramu s nddi, samotného ditiocarbu a chloridédimatého u bugtné linie MCF-7
odvozené od karcinomu prsu. Déle jsem srovnavalttaxicity bortezomibu,

komplexu disulfiramu s &di pomoci hodnoty 16;.
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13. MATERIAL

13.1. Nadorova linie
V experimentalni¢asti byla pouzita buwna linie MCF-7 (Michigan Cancer

Foundation -7), coz je linie odvozend od karcinoprgu. Tato bu&nd linie byla
izolovana v roce 1970. Karcinom bylypdem invazivni duktalni karcinom, fiky byly
odebrany z pohrudnice. Ué¢dhto nadorovych buk jsou gitomny estrogenni
i progesteronové receptory. Gen ERBB2 amplifikovéabyl, tedy rakovinné liky
jsou Her2/neu negativni [82].

13.2. Chemikalie, média, roztoky
Bortezomib, Millenium Pharmaceuticals
CuCh, 307483-100G Sigma-Aldrich

deionizovana vodaifstrojem (Aqua osmotic)

Diethydithiokarbamat sodny trihydrat, 22,868-0 Segikidrich DMSO, P8418, Sigma-
Aldrich

Dulbecco's Modified Eagle's Medium - high glucodéth 4500 mg/L glucose, sodium
pyruvate, and sodium bicarbonate, without L-glutaemiliquid, sterile-filtered, cell
culture tested, D6546-6X500ML Sigma-Aldrich

Fetal Bovine Serum; Heat Inactivated, sterile4fédte cell culture tested, F9665-500ML
Sigma-Aldrich

Komplex diethyldithiokarbamatu Cu(EtD T4 syntetizoval Boris Cvek
L-Glutamine, G6392-10VL Sigma-Aldrich

MEM Non-essential Amino Acid Solution (100x), M724B50ML, Sigma-Aldrich
MTT roztok: 3 mg MTT/ml PBS, Sigma-Aldrich

MTT rozpouskci roztok: DMSO/ 1% NH

PBS 1x (pH 7,4) NaCl 4g, KCI 0,1g, bPO4x12 H20 1,605g, KiPO40,01g
Penicilinn/Streptomycin (100ml), P11-010 PAA Thdl@alture Company

Triton-X 100, 37240, Serva

Trypanova mot] T6146-256, Sigma-Aldrich
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Trypsin-EDTA solution; 0.25%, 2.5 g porcine trypsind 0.2 g EDTA . 4Na per liter
of Hanks' Balanced Salt Solution with phenol rewrike-filtered, cell culture tested,
T4049-500ML Sigma-Aldrich

Zamrazovaci médium: FBS/DMSO (9:1)

Z&sobni roztok bortezomibu 3,5 mM (w/v) DMSO

13.3. P¥istrojové vybaveni laborato Fe
Autoklav PS20A Chirana;eska republika
Box skinovy mrazici (-80) SAN Sanyo, Japonsko
Centrifuga spectrafuge 5415R eppendorf
Centrifuga 5810R eppendorf
Centrifuga Mini Labnet International, USA
Centrifuga MR22i Jouan, USA
Inkubator Contherm, Novy zeland
Laminarni box SafeFASTTop, faster, Italie
Membranova vygva KNFlab, Francie
Mikroskop T2 103411 Olympu$§;R
Pipeta multi-kanalova (30-3QM), biohit Proline plus
Pipetovaci nastavec SWIFTPET+ (Pipeta floubox)HAZ S.A.
Pristroj na vyrobu deionizované vody, Aqua osmdiieska republika

Sada pipet (0,1-2,pM, 0,5-10uM, 2-20 uM, 10-100uM, 50-200uM, 100-1000uM)
Eppendorf

Véahy Kern ABS 80-4 , Bmecko

Vahy AFP 210L, USA

Vodni laze: vodni lazé LCB 11(330 x270x380) LabTechR
Vyrobnik ledu F100 Compadf;R

Trepaka Reax top Heindolpoh,dhecko

37



13.4. Plasty
0,5ml mikrozkumavky (Tubes for you)
1,5ml mikrozkumavky (Tubes for you)
2 ml mikrozkumavky (Tubes for you)
15ml centrifugani zkumavky, konické (Orange Scientific)
50ml centrifugéni zkumavky, konické (Orange Scientific)
epTIPS 50 - 1 004, 2 x 500 Spiek (Eppendorf)
epTIPS 0,1 - 1@, 2 x 500 Spiek (Eppendorf)
epTIPS 2 - 20Qu, 2 x 500 Spiek (Eppendorf)
expell 10 ul (Spiky nesterilni bez filtru)
expell 200 ul (Spiky nesterilni bez filtru)
Kultiva¢ni destéky 96 jamkové (Orange Scientific)
Kultiva¢ni destéky 6 jamkové (Orange Scientific)
Kultiva¢ni 1ahev 25 cm filter cap (Orange Scientific)
Kultiva¢ni lahev 75 cm filter cap (Orange Scientific)
Kultiva¢ni miska 100mm, PS (Orange Scientific)

Pipette Tip, 1000, Type A Gelloading (bioplastic)
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14. PRACOVNI POSTUP

14.1. Pasazovani bun ék

Nadorova linie byla pasazovana 2-3x tydnto po dosazeni konfluencélhizné
90 % na da kultiva¢ni nadoby.

Z kultivagni lahve bylo odsato staré médium a lahev bylalpobmuta piblizné
6 ml PBS 1x. Pro uvobmi prisedlych bugk byl aplikovan 1 ml trypsinu (kultivani
nadoba 75cm) a kulti¢ai lahev byla uloZzena na 2 minuty do 5% Li®kubatoru
pii 37°C. Po 2 minutach bylo pod mikroskopem zkowiaho, zda se lily pustily
podkladu. Winky trypsinu byly zastaveny 9 ml média a pomoagdepy bylo vie

resuspendovano, aby doslo k rozpadu shhukek.

Cast suspenze byla odebrana do zkumavky pro expefyimi€e zbytku suspenze
v kultivagni lahvi bylo gidano médium do celkového objemu 16 ml, ktera lwadée

inkubovana v C@inkubatoru pi 37°C. Kultivani lahve byly nénény kazdéit pasaze.

14.2. Pocitani bun ék

Suspenze odebrana do zkumavkyy pasazovani je pouZita pro experiment.
Pred vysazenim buk je treba vypdaitat koncentraci buik v suspenzi. Je odebrano
10ul suspenze, ke které jeigano 90ul trypanové motl. 10 ul tohoto roztoku je
rovnonerné aplikovano do obouasti burkerovy korirky. Pod mikroskopem jsou
positany buiky v 10 &tvercich, z nich je vypgtan pemér (ndsobenim 10je ukeno

mnoZzstvi budk v 1 ml).

14.3. Vysazovani bun ék

Bunky byly vysazovany do 96 jamkové desky. Do kazdékja je pipetovano
200ul, 25000 busk. Kazda koncentrace pro danou latku, jakoZ i pozitpvni,
negativni kontrola i kontroly vlivu rozpoustel jsou pipetovany v tripletech podle
schématu (obrazek 9). Desia s nasazenymi kilkami je inkubovana do druhého dne,

aby buiky prisedly k povrchu jamek.
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Obrazek 9: Schéma pipetovani sledovanych latelnadma 96 jamkovou desku.

1 2 3 4 3 & 7 8 9 10 A 12

a |B B B CuEt | CuEt | CuEt | CuCl; | CuCl; | CuCl; | Et Et Et cl
b | B B B CuEt | CuEt | CuEt | CuCl; | CuCl, | CuCl; | Et Et Et c2
c|B B B CuEt | CuEt | CuEt | CuCl; | CuCl,; | CuCl; | Et Et Et c3
d | B B B CuEt | CuEt | CuEt | CuCl, | CuCl, | CuCl; | Et Et Et c4
e | Nk MK MK Et Et Et c5
f K K K Et Et Et cB
DMSO | DMSO | DMSO
g | KHO | KHO | KHO Et Et Et c7
ho| PR FK PK Et Et Et c8

Legenda obr 9:

B bortezomib

CuEt komplex disulfiramu s &ai
Et diethyldithiokarbamat sodny
NK, K DMSO, K H,0, PK kontroly (viz tabulka 3)
c1-8 koncentrace

14.4. Aplikace latek

Zasobni roztoky byly ifppraveny na zakladudaji v tabulce 4. Jako rozposéto
pro CuEt a bortezomib bylo uzito DMSO, pro Cp@ ditiocarb byla pouzita

destilovana voda.

Druhy den po nasazeni byly aplikovany latky. Pva¢aoztoky byly gipraveny
tésre pred experimentem (obrazek 10). Koncettigady pracovnich roztdkspol&né
s koncentracemi zasobnich rozigkou uvedeny v tabulce 4. Staré médium bylo odsato
a do kazdé jamky bylo pipetovano 2@0c¢erstvého kultivéniho média se sledovanou
latkou, gipadreé kontrolou. Buiky byly inkubovany 24h.
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Obrazek 10: Schéntadni roztoki (koncentrace zasobnich a pracovnich raoetdlabulka 4).

U D U o

Zasobni roztok (mM) 1000x koncentrovanéjii

Roztok o poZadované koncentraci,
pracovni roztok (mM)

pracovni roztok (UM)

Popis obr 10:

Z&sobni rozkok o dité mM koncentraci (Tabulka 4) je feakn tak, abychom dostali
roztok o patebné koncentraci pracovniho roztoku jen 1000x kotmogargjsi, tedy misto
vuM vmM. 1u tohoto 1000x koncentrov&idiho pracovniho roztoku fldme
do 999uM média a tim ziskdme pozadovand¥ koncentraci (tabulka 4).

Tabulka 3: PouZité kontroly

Kontrola Inkuba ¢ni prostiredi Viabilita
Negativni kontrola médium 100%
Kontrola vlivu rozpou&dla DMSO | médium s DMSO (1:1000) 100%
Kontrola vlivu rozpoug&dla H,O médium s KO (1:1000) 100%
Pozitivni kontrola médium s 20% tritonem (7:3 0%

Kontroly vlivu rozpoustdla H20 a DMSO se ffglavaji do média ve stejné

koncentraci jako sledované latky (1:1000).

Tabulka 4: Koncentkai fady roztok uZitych v experimentu, zasobni roztoky:

Molarni Zasobni .
Koncentrace aplikovanych latek, pracovni
Latka hmotnost roztok
roztoky (pmol/l)
(g/mol) (mmol/l)
CuCbhb 170.48 1000 250 500 600 700
ditiocarb 225.2 25 0,5 1 2 5 1015|2030
CuEt 360 200 01/ 02 0p 1
bortezomib - 3,5 0,001} 0,01 01 1

Pozn.: Bortezomib byl dodany, jako 3,5 mM roztok.
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14.5. MTT test

Po 24hodinové inkubaci byl obsah dé&sji vyklepnut, jamky byly promyty
100 pl PBS 1x, dale bylo do kazdé jamky aplikova06 pl MTT+médium (1:9). VSe
bylo inkubovano 1 hodinuip37°C v CQ boxu. Po 1 hodihbyl MTT roztok vyklepnut
a pidano 100 pl sgsi DMSO+NH; (1%NHs). Absorbance fialového zbarveni byla

meiena spektrofotometrickyip570 nm podle fednastaveného protokolu.

14.5.1. Princip MTT testu

MTT test umohuje sledovat vliv latky (ufité koncentrace latky) na bky.
Roztok  Zluté  tetrazoliové soli  (MTT,  3-(4,5-Dimettiyazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium-bromide) je metabolizovan Zivysainkami na nerozpustny fialovy
formazan. Ses DMSO+NH je aplikovana pro rozpudii formazanu. Mira absorbance

formazanu je imo unerna k mnozstvi zivych bui.

14.6. Viabilita bun ék

Viabilita byla pdaitdna na zaklad hodnot narsfenych spektrofotometrem
pii vinové délce 570 nm. Od {mérné hodnoty p&itané koncentrace byla atdena
pramérna hodnota pozitivni kontroly (lilly inkubované s tritonem). Déale byl vy§ien
pramér uzité kontroly vlivu rozpoustlla, od kterého byla taktéz adena pamérna
hodnota pozitivni kontroly. Tyto dva vypty byly dany do poréru (viz vzorec 1).

Vzorec 1: Vypget viability

PrUmér 3 jamek vzorku - PK
Viabilita (%) = x 100
Primér K H,0 (K DMSO) - PK

Legenda vzorec 1: PK Pozitivni kontrola (triton)
K H,O Kontrola vlivu rozpou&dla - HO
K DMSO Kontrola vlivu rozpou&tdla - DMSO

14.7. Rozmrazovani bun ék

Do kryozkumavky bylo po 1 mlfavano obaté médium. Proplachovanim byly
buiky rozmrazeny a ignaseny do kultivani nadoby (dopléeno médiem na 16 ml).

Po jednodenni inkubaci v GBoxu bylo médium vyrnéno.
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14.8. Zamrazovani bun ék

Suspenze bwk byla nejprve centrifugovana aiyodni médium bylo odsato.
K bunkam byl dale fidan roztok FBS/DMSO (9:1), vSe bylo resuspendovano
pieneseno do kryozkumavek. Vzorky byly uchovany zaema v -80°C.
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15. VYSLEDKY

Na linii MCF-7 odvozené od rakoviny prsu byly v exjmmentu testovanytyii
latky, a to komplex disulfiramu sd&di (CuEt) syntetizovany v naSi laborata
bortezomib, dale jako kontrolni latky samotna latkigocarb (pouzivany ve forénsol
diethyldithiokarbamat sodny) a CuyCIMéieni toxicity latek bylo zalozeno na MTT
testu (kapitola 14.5., 14.5.1.). Vysledné koncar@naouZzité pro testovani bigmeé linie

jsem stanovila experiment&ln laboratdi a s vyuzitim odborné literatury.

Jak je publikovdno v mnoha studiich (kapitola 1dinplex disulfiramu s gdi ma
protinadorové &inky (zejména u rakoviny prsu) a selektivmabiji nadorové hiky,
proto bylo gedpokladano, Ze Cukt bude aktivni i u linie MCF-7.

Latky CuC}h a ditiocarb byly pouzity jako kontrolni sléeniny pro vylodeni
moznosti, Zze by za hlavni¢inek byly zodpo¥dné tyto latky samotné a ne jejich
komplex. Redpokladalo se, Ze jejich toxickycidek na bui¢né linie se projevi

pii vySSich koncentracich ve srovnani se syntetickgmplexem disulfiramu s &ali.

U CuCh se tento pedpoklad potvrdil. 16 latky CuCh byl roven hodnat
513.2uM (SD-smerodatnd odchylka 92.4). Na grafu 1 pozorujeme &gicdavko
zavislostni kivku pri pouzitych koncentracich 700, 600, 500 a g50

U ditiocarbu jsem z na#enych dahestanovovala hodnotu 46 a to z dvodu
bifazového efektu, ktery se u testované linie pribjgapitola 11). Pouzité koncentrace
byly rozSteny na 0.1, 0.5, 1, 2, 5, 10, 15, 20 au30 tak, aby v grafu 2 bylo mozno
pozorovat cely pibéh tohoto efektu.

DalSi testovanou latkou byl bortezomib, jakoZtonprproteazomalni inhibitor
pouzivany v klinické l&¢. Testovan byl v koncentracich 1, 0.1, 0.01, 0.08tla ICso
byla stanovena na koncentraci 0.78V, coZ ukazuje na mnohem vyssi toxicitu této
latky vzhledem ke dtma vySe zmignym latkdm (CuGl ditiocarb). Graf 3 znazauje

priabéh kiivky koncentrg&ni zavislosti pro bortezomib.

Stanovené koncentrace, ve kterych byl komplex fifauhu s n¢di testovan, byly
1, 0.5, 0.25 a 0.11M. IC5p odpovidalo hodnet0.413uM. Tato koncentrace je rovh
velice nizka a rizemerict, Ze komplex disulfiramu sd&di je @i testech in vitro k linii
MCF-7 velice toxicky (graf 4).
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Z grafu 5, ktery srovnava hodnotysipro bortezomib a komplex, pozorujeme, ze

Na obrazcich 12 a 13 uvadim fotografie #&unkultivovanych v médiu
obohaceném o CuEffipadré bortezomib fi koncentracich odpovidajicich 4€Tyto
buinky muZzeme porovnat vzhledem ke kontrolnimnké&m, které byly kultivovany

pouze v médiu (obrazek 11). Toxicitu latek (CuEtrtézomibu) zde demonstruji
deformované hitky, které pozorujeme na obrazcich 12 a 13.

15.1. Graficky zndzorn éné vysledky experiment a s latkou CuCl »

Tabulka 5: PouZzité koncentrace pro MTT test u l&kyCh a @isludna viabilita bugk

Koncentrace CuCh [pM] 250 | 500 | 600 | 700

Priamérna hodnota viability

942 | 41.3| 257 5.9
(ze trech opakovani)

Smérodatna odchylka 29.2 10 15.1 1.6
Graf 1: Kfivka davkové zavislostiipuziti CuChu linie MCF-7
Viabilita MCF-7 p Fi rtiznych koncentracich CuCl2,
inkubace 24h

150

125 -
< 100 - k
= —e— kfivka davkové zavislosti
g 75 1 pro CuCl2
® 50
>

25

0
250 500 600 700
koncentrace [ uM]
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15.2. Graficky zndzorn éné vysledky experiment s latkou

ditiocarb

Tabulka 6: PouZzité koncentrace pro MTT test u l@titipcarb a pislusna viabilita bukk

Koncentrace ditiocarbu
01 05| 1 2 5 100 15 20 3(
[uM]
Priamérna hodnota
viability 1119/ 48.5| 36 | 48.9| 55.3|64.5| 27.4| 52.3| 27.8
(ze trech opakovani)
Smérodatna odchylka 137 | 56| 48 28| 47| 65| 1056.3| 11
Graf 2: Krivka davkoveé zavislostifpuziti ditiocarbuu linie MCF-7
Viabilita MCF-7 p Fi rtiznych koncentracich dithicarbu,
inkubace 24h
125 T
— 100 { L
S , o
= kfivka davkové
g £ + zavislosti pro
% 50 - - - - . dithoicarb
E T T T
25 L L
0
01 05 1 2 5 10 15 20 30
koncentrace [ pM]
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15.3. Graficky znadzorn éné vysledky experiment s latkou

bortezomib

Tabulka 7: PouZzité koncentrace pro MTT test u lzomng@bu a pislusné viabilita bugk

Koncentrace bortezomibu pM]

0.001 | 0.01

0.1 1
Pramérna hodnota viability (ze tfech opakovani) | 99.1 | 69.2| 53.1 42.6
Smérodatna odchylka 13.4 | 109 10 3.8

Graf 3: Kiivka davkové zavislostiipuziti bortezomibuu linie MCF-7

inkubace 24h
125

Viabilita MCF-7 p i raiznych koncentracich bortezomibu,

100 {

5 I\T

—e— kiivka davkové zavislosti
pro bortezomib

g
g
S 50
8
S
25
0

0.001 0.01 0.1 1

koncentrace [ uM]
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15.4. Graficky zndzorn éné vysledky experiment G s CuEt

Tabulka 8: Pouzité koncentrace pro MTT test u kaxpl disulfiramu (CuEt) s &di a

prislusna viabilita bugk

Koncentrace komplexu uM] 01 | 0.25| 0.5 1
Pramérna hodnota viability (ze tfech opakovani) | 90.1 | 41.2| 24.4 15
Smérodatna odchylka 229 | 18.3| 21.8] 14.3

Graf 4: Krivka davkoveé zavislostiipuziti komplexu CuEt linie MCF-7

inkubace 24h
125

100 - -‘V

g w |

% 50 T

e
: L |

Viabilita MCF-7 p Firtznych koncentracich CukEt,

kfivka davkové

zavislosti pro CuEt

0.1 0.25 0.5 1
koncentrace [ uM]
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15.5. Grafické srovnani hodnot IC50 pro bortezomib a CuEt

Tabulka 9: Srovnani hodnot dgpro komplex disulfiramu s &di a bortezomib

Latka Pramér IC50 [uM] Smérodatna odchylka
bortezomib 0.757 0.098
CuEt (komplex) 0.413 0.145

Graf 5: Hodnoty IG, pro komplex disulfiramu s &di a bortezomib

Srovnani IC50 pro bortezomib a CuEt u linie MCF-7

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

[uM]

IC50 pro bortezomib a komplex

W bortezomib

O komplex CuEt
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15.6. Fotografie kultivovanych bun  ék

Obréazek 11: Kontrolni hiky kultivované 24 hodin pouze v médiu.&$eni 10x20.

Obréazek 12: Biky kultivované 24 hodin v médiu s bortezomibem adentraci odpovidajici
ICs, tedy 0.757M. Pozorujeme deformované, umirajicilky. ZvétSeni 10x20.
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Obrazek 13: Biky kultivované v médiu s komplexem disulfiramu &dih(CuEt) o koncentraci
odpovidajici 1G,, tedy 0.413.M. Pozorujeme deformované, umirajicilky. ZvétSeni 10x20.
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16. DISKUSE

Teoreticka cast bakal&ské prace je souhrnem informaci tykajicich se témat
rakoviny prsu, proteazomu, proteazomalniho inhibitbortezomibu, dale konceptu
neziskovych |ék, ale gFedevSim jsem se snazila shrnout ¢ssmy stav &deéni
o komplexu disulfiramu (antabusu) sédh a jeho pouziti v onkologické dis.

V praktickécasti jsem testovala aktivitu Iéku antabusu v komple nédi proti buréné

liniit MCF-7 odvozené od karcinomu prsu.

Pro kontrolu jsem na linii MCF-7 testovala i san®prekurzory komplexu, a to
ditiocarb a CuGl Na zaklad teoretickych znalosti jsem ¢ekavala, Ze tyto
prekurzorové slateniny budou Kk linii MCF-7 mnohem meéntoxické nez jejich
komplex. U latky CuCl se gedpoklad potvrdil, toxicita byla az 1000x nizSi nez
u komplexu disulfiramu s #di (komplex: 1Go=0.4131M, CuCh: IC5;=513uM).

O meéd’natych iontech tedy iiemeftici, Ze toxicitu komplexu nezigobuji. Ripadnou
hypotézou, prd nejsou ndd’naté ionty toxické, také @ie byt, Ze nejsou schopny se
transportovat do bwk bez genasSeée, na ktery by se navéazaly (ditiocarb), a tedy

pusobit toxicky v intracelularnim prostoru [78].

Hodnotu 1Go jsem u latky ditiocarbu z natfenych dat nestanovovala, a to
z divodu bifazového efektu, ktery se u linie MCF-7 proj. Tento fenomén ditiocarbu
byl jiz mnohokrat popsan, mechanismus jevu nebylzatim zcela objasn. Jak
muzeme vyist z grafu 2, maximalni toxicita ditiocarbu bylgihtizné v koncentraci
1uM a okolo 10uM viabilita burgk stoupd, coz odpovida publikovanym idat
[43,75,76]. V mych vysledcich (graf 2) se objewS§ druhy vrchol v koncentraci
20 uM, ktery jiz ve studiich publikovan nebyl. Tuto @ufost gisuzuji rozliSnym

bungénym liniim, které byly uZity v publikacich a v mértastnim experimentu.

Jak jsem jiz zminila v teoretickéasti, ditiocarb je chelataim c¢inidlem a
vyvazuje rkteré ionty kow, nagiklad C#* & Zn**. Tyto ionty jsoucasto kofaktory
enzymi, Vv le se nachazeji relatigrtasto ve spojeni s né@gr¢jSimi proteiny. Z toho
muZzeme usoudit, Ze ditiocarb by mohl interagovat megenzymy uvedenymi

v kapitole 11 (Antabus), ale i s mnozstvim dal§iobtein.

Pfi pohledu na graf 2, ktery znazoije pribéh koncentrané zavislostni kivky
pro ditiocarb u linie MCF-7, bychom mohli jeho negkly prab&h vyswtlit pravé touto
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vysokou reaktivitou ditiocarbu. MoZznym vy&lenim by byla hypotéza, Ze z&itych
koncentraci aktivuje ditiocarb protei&i proteiny, které fispivaji k geziti buiky.
Konkrétre v mém experimentu by to byly koncentrace | a 20 uM, za kterych
viabilita buréek stoupa. Naopak tité koncentrace by mohly degradovat enzymy,
na nichz jsou nadorové tky zavislé a které ke svémuigditi vyzaduji. Tyto
koncentrace by v mém experimentu odpovidaly yM ptipadré 30 uM. S jakymi
proteiny ve skuténosti ditiocarb opravdu interaguje a co je podstdiiéazoviho efektu,
by mohlo byt pednttem budouciho studia.

Hlavni sledovanou latkou v experimentu byl syntgtidkomplex disulfiramu
s medi, u kterého byly protinddorove&siaky popisovany jiz #ive v rekolika studiich
[74]. Mé vysledky roviz potvrzuji protinadorovou aktivitu CuEt. Hodno@sd u CuEt
pro linii MCF-7 byla rovna 0.413MM. Na zaklad tohoto vysledku rizemetftict, ze
latka CuEt je k buktné linii MCF-7 odvozené od rakoviny prsu vysoceit&a a
viabilitu burgk zasad#a ovliviiuje. Pro dalSi zkoumani by bylo jistajimavé testovat
latku CuEt in vitro na jiné buwiné linie odvozené od karcinomu prsu a vysledky

srovnavat.

Dale by bylo jist ptinosné testovat CuEt na subjektech in vivo. Takopgstup
by mohl byt obdobny jako ve studii Brar et al., 2m¢ga pouZzita buétna linie odvozena
od melanomu. ¥dci nejprve aplikovali CuEt a ZnEt na nadorovéily pricemz
potvrdili inhibi¢ni Cinky in vitro na tyto nadorové llky. Zde jiz mizemefici, Ze
inhibi¢ni inky in vitro byly u buréné linie MCF-7 experimentatnpotvrzeny.
Nasled® byly ve studii Brar et al. biky melanomu transplantovany do mysi a
komplexy testovany in vivo. V této faziédci dokazali inhibini funkce komplek
naimst tumoru a angiogenezi. VeSkeré vysledky byly pEclsem potvrzeny
na pacientce s metastazi v jatrech (viz kapitold.1Dbrazek 8) [80]. Viipads, Zze by
se povedlo obdokinpostupovat a testovani by bylo @Sp ukonteno, byly by zasry
velikym piinosem pro pacienty trpici rakovinou prsuipBdi vylécenych pacierit
s rakovinou prsu pomoci disulfiramu jiz mamskalik. Vyléceni pacientky s rakovinou
prsu dokumentuje naiklad pripadova studie Lewison z roku 1977 [71] nebo take
studie Dufour et al. z roku 1993 [72].

Ze ziskanych vysledkje rovreéz velice zajimavé srovnani grafu pro CuEt (graf 4)
s prvni fazi kivky u grafu pro ditiocarb (graf 2, koncentrace,15, LM). Zde ges

odliSna @éekavani nizeme tvrdit, Ze hodnota ¥gpro CuEt (0.4131M) je srovnatelna
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s hodnotou I, kterou bychom mohli odést z prvni faze #vky u ditiocarbu
(ptiblizné je hodnota 1 okolo 0.5uM). Tento néekany vysledek, by mohl byt
vyswtlen vysokou hladinou w®a’natych iontt u burgk linie MCF-7. Toto by
znamenalo, Ze u nadorovych linii s vysokou hladimd’natych iontu by nebyla

potreba dodavatiplécbé vedle antabusu zarové med.

Na zav¥r bych rada poukazala na graf 5, ktery srovnavénbndI|G, pro CuEt
spole&né s hodnotou Ig pro bortezomib, proteazomalni inhibitor pouzivarklimické
lécbé. O bortezomibu je znamo, Ze u paciestpevnymi nadory @etre rakoviny prsu)
vysokou @innost nevykazuje [16],ipsto k buaéné linie MCF-7 i k jinym bu&nym
liniim (kapitola 11) je @ testech in vitro vysoce toxicky. V Zivych subjekh jsou
buiky formovany do tkani, funguji jako celek, interfigspole&né ostatnimi beikami
a nejhzrejSimi proteiny. Proto uUsigh pi testech in vitro neni vzdy fpveden
do asgchu v klinické praxi. V teoretickéasti (kapitola 11) uvadimékolik piipadi,
kdy je ditiocarb pipadré komplex antabus s kovem u onkologickych padidiniejen
u trpicich rakovinou prsu) opravdwi&iany. Ve srovnavacim grafu 5 pozorujeme, Ze
toxicita Cukt byla vedle bortezomibu je$tySSi, coZz jenom podporuje fakt, Ze antabus
by mohl byt gi dalSim testovani u rakoviny prsu opravdinay. Zarové je zde nutné
podotknout, Ze rozdil vdinnosti mize byt zgsoben pravépodobnym rozliSnym
mechanismem dinku bortezomibu a antabusu. Zatimco bortezomilspigg inhibuje
cast 20S proteazom, u disulfiramu se zda, Ze cilgnmbhla byt podjednotk&asti
19S proteazomu, konkrétiPohl.

Na z&klad ziskanych dat je jistopravreéné tvrdit, Ze antabus by se skiri&mohl
stat lékem pro onkologické pacienty, ktery by bytinpsem nejen pro én
ale po finakini strance také pro zdravotni systém po celérteéswZ davkovaciho
rozvthu pro bortezomib (kapitola8) a Zipkrné ceny bortezomibu

(www.pharmacychecker.cantca 1500 USD za 3,5 mg latky)ageme vypoist, Ze

pro pimérného pacienta (70 kg, 170 cm; 13rby byla cena za jeden cyklusihg
(21 dni) giblizné 3000 USD. Naproti tomu za pacientdadéého antabusem dle rozvrhu
uvedeného v kapitole 11 po stejnou dobu 21 dni brmigaceno pouze 11 USD
(www.pharmacychecker.caml tabletka 500mg cca 1 USD). Tento cenovy rozdil

poskytované léby je markantni a v zajmu cel@ového zdravotniho systému by §ist
mela byt podpora vyzkumu takovychto neziskovychilgkko je napiklad antabus.
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17. ZAVER

V bakal&ské praci byly vytyeny dva cile, které se tematicky prolinaji, a to
vypracovani teoretické literarni reSerSe a provedsperimentalni prace. Teoreticky
jsem se snazila pojmout do prace veSkeré zasafimmace o |éku antabus, ktery se
v klinické praxi pouziva jiz od 50. let 20. stolstiprotialkoholni 1€b¢ a u kterého se
pocatkem 21. stoleti zapaly zkoumat jeho protinadorov&iaky. S timto tématem
Gzce souvisi i pojem neziskoveé léky, jimz se v praenéz zabyvam, jelikoz antabus
jako jiz drive patentovana latka nem& moZznost byt znovu paténé pro novy &el
v onkologii. Koncept neziskovych léknavrhuje financovani novych klinickych tést
pro staré léky pomoci neziskovych organizaci. Tiagissobem je mozné prozkoumat
diive patentované latky s potencialnim novyginkem a za fivodni cenu starého

|éCiva je prodavat na trhu.

V experimentalni praci jsem potvrdila protinadorov€inky syntetického
komplexu antabusu sddi (CuEt) a také protinadorov&inky bortezomibu in vitro
u nadorové linie MCF-7 odvozené od karcinomu prddodnota 1Gy u CuEt byla
stanovena na 0.418V, u bortezomibu 0.757uM. Pfi srovnani é&chto dvou
proteazomalnich inhibitér se u linie MCF-7 ukézal jako ta%éjSi CuEt. O latce
ditiocarb je moznétici, Ze v nizkych koncentracich (do 1IM) ma u [iN&CF-7
srovnatelnou toxicitu jako CuEt, a to prapddobré z divodu vysoké koncentrace

medi v nadorovych biikach.

Na zéklad dosazenych z&wi teoretické i experimentalridsti mé bakalgke
prace na téma ,Neziskove Iéky: Aktivita komplexsgudfiramu (antabusu) sd&di proti
bung¢né linii odvozené od karcinomu prsu‘ je opréné tvrdit, Ze antabus v komplexu
s kovem ma potencidlni protinadorovéinky u rakoviny prsu a zaroseby mgl byt
hloukgji prozkoumévan a déle testovan na subjektech tro,viFipadré na lidskych

dobrovolnicich.
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19. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AMP
ATP
BRCA1
BRCA2
CuEt
DCIS
DMSO
DNA
ER
FBS
FDA

HER-2/neu

IBC

IC50

ILC
B
IKK
JAB1
JAMM
MCF-7
MHC
MMP

MPN

Adenosinmonofosfat
Adenosintrifosfat

breast cancer type 1

breast cancer type 2
Syntetickykomplex disulfiramu s #ui
Ductal carcinoma in situ, duktalni karcinomnsitu
Dimethylsulfoxid
Deoxyribonukleovéa kyselina
Estrogenni receptor

Fetalni bovinni sérum

Food and Drug Administration

Human epidermal growth factor receptore2eptor pro epidermalni

rastovy faktor 2

Inflammatory breast cancer, Zflivy karcinom prsu
inhibition concentration at 50 %, koncentr&0és inhibice
Interleukin

Invasive lobular carcinoma, invazivni lobulakarcinom
Inhibitor jaderného transkrpiho faktoru kappa B
Inhibitor kappa-B kinaza

Jun activating binding protein

JAB1/MPN/Mov34 metaloenzym

Michigan Cancer Foundation -7

major histocompatibility komplex, hlavni histmkpatibilni komplex
matrix-metaloproteinazy

Mprlp Padlp N-terminal domain metalloenzymeiimot
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MTT 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetratium bromid

NEMO NF«B essential modulator, regdld podjednotka IKK kinazy
NF-«xB Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer ofated B cells
PARP polyADPrib6za polymeraza

PBS Fosfatovy fyziologicky roztok

P-glycoprotein  Permeability glykoprotein

Pohl Pad one homolog 1, deubikvitinaza

PR Progesteronovy receptor

RHD Rel homology domain

Rpnll Proteasome regulatory subunit, regnilpodjednotka proteazomu

S Svedbeniyv sedimenténi koeficient

TAD Transaktivéni doména

TNFo Tumor necrosis factar, tumor nekrotizujici faktos

UPS Ubikvitin proteazomalni systém

UCH Ubiquitin c-terminal hydrolasa, ubikvitin c-koova hydroldza

USP Ubikvitin-specifické proteasy

VEGF Vascular endoteliat growth factor, vaskulaemdotelialni #istovy
faktor

ZnEt Komplex disulfiramu se zinkem
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