UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Ptirodovédecka fakulta
Katedra bunécné biologie a genetiky

Vliv vybranych komplexli dithiokarbamatl s kovy na proteazom a NF-«B
drdhu ve dvou ovaridlnich nadorovych liniich: citlivé (A2780) i rezistentni
(A2780cis) k cis-plating

Diplomova prace
Bc. Jindfich Sedlacek
Obor: N1501 Molekularni a bunécna biologie

Vedouci prace: Mgr. Boris Cvek Ph.D.

Olomouc 2011



© Jindfich Sedlacek, 2011



ProhlasSeni:
Prohlasuji, Ze jsem diplomovou praci zpracoval samostatng, pod vedenim Mgr. Borise
Cveka Ph.D., s pouzitim niZe citované literatury.

V Olomouci dne....coeeeeeeeeeeeeeiiieieeeeeeeeeeeeen.



Podékovani

Na tomto misté je mou milou povinnosti podékovat vedoucimu diplomové prace
panu Mgr. Borisi Cvekovi Ph.D., za odborné vedeni a cenné rady. Dale bych cht¢l
podekovat Doc. Mgr. Radimu Vrzalovi Ph.D, Bc. Petfe Koudelkové, Mgr. Aneté
Doftic¢akové a Mgr. Anet¢ Novotné za postupné zasvéceni do taji laboratornich. Veliky dik

patii rovnéz 1 mym rodi¢im za podporu béhem studia.



Bibliograficka identifikace:

Jméno a piijmeni autora: Jindfich Sedlacek

Nazev prace: Vliv vybranych komplexta dithiokarbamata s kovy na proteazom a NF-xB
drédhu ve dvou ovaridlnich nadorovych liniich: citlivé (A2780) i rezistentni (A2780cis)
k cisplating

Typ préace: Diplomova prace

Pracovisté: Katedra genetiky a molekularni biologie, PfF UP, Olomouc

Vedouci prace: Mgr.Boris Cvek, PhD.

Rok obhajoby prace: 2011

Abstrakt:

Proteazom je 2,5 kDa velky protedzovy komplex, ve kterém probiha specificka degradace
bunécnych proteinti oznac¢enych ubikvitinem. Jako klicovy prvek fizené degradace proteina
a apoptdzy hraje proteazom ustiedni roli v regulaci bunééného cyklu, protoze mezi jeho
substraty patii i fada regulacnich proteind, které¢ po oznaceni ubikvitinem mohou byt rychle
degradovany. Diky tomu, Ze inhibice proteazomu je schopna potlacit signalni drahu NF-«xB,
ktera je spojena s proliferaci a piezivanim nadorovych bunék, se proteazom stal atraktivnim
cilem pro vyvoj novych protinddorovych 1éciv. Prvni takovou latkou je bortezomib, ktery
byl v roce 2003 v USA schvélen pro 1écbu mnohocetného myelomu a je pouzivan i u nas. V
soucasné dob¢ probiha testovani novych inhibitorii proteazomu, které inhibuji proteazom
riznymi zpusoby. Mezi tyto latky patii i disulfiram (Antabus), ktery se pouziva k 1écbé
chronickych alkoholiki jiz po nékolik desetileti. Jeho protinddorové pisobeni je
zaptic¢inéné schopnosti redukované formy (dithiokarbamatu) vytvaret po poziti samovolné
v organizmu komplexy s kovy, které jsou schopny inhibovat proteazom. Tento 1€k je nyni
predmétem intenzivniho zajmu kviili své nizké toxicité, znamym farmakokinetickym
vlastnostem a skon¢enim patentové ochrany. Zptistupnéni tohoto léku mliZe znamenat
mnohem levnéjsi a dostupnéjsi 1é€bu fady nddorovych onemocnéni, proto se tato prace
zabyva stanovenim ucinkl dithikarbamatovych komplext s kovy na bunééné linie
odvozené od rakoviny vajecniku. Byly stanoveny jejich cytotoxicity, dale byl testovan vliv

téchto latek na proteazom a signalni drahu NF-«B.
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Abstract:

Proteasome is a 2.5 kDa, macromolecular protease complex, where the specific
degradation of cellular proteins labelled by ubiquitin is in progress. It is a key element of
controlled protein degradation and apoptosis and plays a central role in regulating cell
cycle, because it is responsible for the degradation of regulatory proteins labelled by
ubiquitin. Inhibitors of proteasom activity are able to suppress the signalling pathway NF-
kB. This pathway is associated with proliferation and survival of tumor cells. Proteasom
has become an attractive target for developing new anticancer drugs. The first such
substance is bortezomib, which was approved for the treatment of multiple myeloma in the
United States in 2003 and is used in our country. Testing new proteasome inhibitors, which
inhibit the proteasome in different ways, is currently running. Disulfiram (Antabuse) has
been used to treat chronic alcoholism for several decades. Its antitumor effect is caused by
ability to create complexes with metals in the body, which are able to inhibit the
proteasome. This drug becomes now the subject of interest because of its low toxicity,
known pharmacokinetic properties and the end of patent protection. This drug can mean a
much cheaper and accessible treatment of cancers. Therefore, this thesis deals with the
effects of dithiocarbamat complexes with metals in cell lines derived from ovarian cancer. I
determined their cytotoxicity and tested the influence of the substances on the proteasome

and the signalling pathway NF-B.
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1 UVOD

U Iéki, které jsou nyni na trhu, je povédomi, Ze jsou urceny vici jednomu
konkrétnimu fyziologickému cili, coZ nemusi byt pravda, jak se nékdy dozvi i pozorny
¢tenar pribalovych letiki, jejichZ obsah vétSinou popisuje mozné obtiZe pri uzZivani
daného lé¢iva. Pravé diky svym nepredvidanym vedlejSim a¢inkiim se nechvalné
proslavil napf. thalidomid, ktery plivodné uzivaly téhotné Zeny jako sedativum, které
zpusobovalo vazné deformace plodu, protob bylo tfeba predejit nezadoucim tcinkim
1éki, aby jiZz nedoslo k dalSim nestéstim jako v pripadé thalidomidu (Bartlett et al.,
2004).

Z téchto diivodl byly navrzeny zkousky obsahujici fadu preklinickych a nékolik
klinickych sérii testi k potvrzeni bezpe€nosti nové zavadénych latek. O pribéh a
schvalovaci procedury se staraji centralné fizené instituce jako napi. americkd FDA (Food
and Drug Administration) nebo evropska lékova agentura (EMEA). Farmakologicky
vyzkum je financovan z penéz farmaceutickych firem nebo z vetejnych zdroji. V tomto
ptipadé ma vyzkum i mnohem vétsi publicitu a je snaha veSkeré jeho vysledky publikovat
v prestiznich ¢asopisech (Knox ef al., 2000, Marchetti et Schellens 2007).

Bohuzel kvtli schvalovacim proceduram obsahujicim klinické testy se vyvoj 1€kt
stava extrémné drahy. Udava se, Ze do uvedeni jednoho pfipravku na trh tyto naklady v
USA piesahuji 800 miliont dolarii a schvalovaci procedura trva az 15 let. Farmaceutické
firmy pro navratnost svych investic do vyvoje a uvedeni novych latek na trh, napf. proti
rakoving, tyto 1éky patentové chrani, coz je ¢ini nedostupnymi pro obyvatele
v rozvojovych zemich (Verma et al., 2005, Chong et Sullivan 2007).

Samotny vyvoj 1ékli zahrnuje jednak hledani novych latek, které je velice narocné na
Cas 1 finan¢ni prostiedky, proto se ¢im dal tim vice za¢ind uplatiiovat tzv. molekularni
modelovani a to kvili roz$itenému poznani v oblasti proteomiky. Diky tomu mohou byt
1é¢ivé latky navrhovany pomoci vypocetni techniky na zaklad¢ znalosti 3D struktury
molekul zapojenych v patologickych procesech. Takto navrzené slouceniny predevsim
blokuji vazebna mista enzymi over-exprimovanych v signalnich drdhach rakovinnych

bun¢k (Bohacek et al., 1996).



Dale existuje mnoho latek, které je mozné pouZit k jinym G€eltim, neZli ke kterym
byly ptivodné schvaleny. Vyhodou byva, Ze s jejich uzivanim jsou jiz mnohaleté
zkuSenosti. Dokonce se odhaduje, Ze v USA je 40-60 % Iékatskych receptii vydéno k
jinému nez schvéalenému uziti (Verma et al., 2005). Jako nejznaméjsi ptipad mohu uvést
aspirin, ktery se mimo jiné vyuZziva pfi sniZovani imrtnosti na infarkt myokardu nebo
kancerostatikum Sirolimus (Rapamycin), které bylo piivodné schvaleno FDA k uzivani
jako fungicid a teprve v prabchu klinického uzivani byly odhaleny jeho protinddorové
ucinky (Verma et al., 2005). Dnes se zac¢ind ukazovat, Ze i nechvalné prosluly thalidomid a
jeho derivaty ucinné potlacuji nadorovou angiogenezy i proliferaci. Diky chemickym
modifikacim této latky se v budoucnu snad dockdme nadéjnych chemoterapeutik
(Bartlett et al., 2004).

K obdobnym objeviim vétSinou vedou ndhodné pozorovani jako napiiklad zvySeni
vyskytu burkittova lymfomu po vysazeni antimalarika chloroquinu, poté co k nému
malarické kmeny v Africe ziskaly rezistenci. Dnes je tato latka, ktera se mimo jiné
pouzivala i k 1é€b¢€ revmatoidni artritidy, povazovana za velmi nadéjnou v terapii rakoviny 1
proto, ze potlacuje rezistenci rakovinnych bun¢k viici konvencni chemoterapii (Geser ef al.,
1989, Solomon ef Lee 2009). Nebo piibéh antabusu, o jehoZ protinadorovych ucincich
svedci, ze je schopny potlacovat nadorové bujeni in vitro (Chen et al.,20006).

Podstata protinadorového plisobeni antabusu spocivé zfejmé v naruSeni
mechanizmu fizené degradace proteint v bunikdch pomoci proteazomu (Cvek 2011, Cvek
et Dvorak 2008). Dtive se pifedpokladalo, Ze naruSeni tohoto procesu by bylo pro
organizmus fatalni. Pfekvapivé se ukazalo, ze latky schopné inhibovat proteazom
selektivné zabijeji nddorové buniky. Dnes jsou tyto slouc¢eniny objektem intenzivniho zajmu
(Adams 2004ab).

Inhibovat proteazom mohou 1 dobie zndmé 1€ky jako napft. antabus, ktery je
schvalen k jinému ucelu, a proto nemusi prochazet celou schvalovaci procedurou. Diky
tomu muze byt testovani znamych 1ékl k jinym uceltim alternativou k
nakladnym farmaceutickym vyzkumtm (Cvek et Dvorak 2008). Velkou vyhodou téchto
latek je, ze obvykle patii mezi takzvana generika, coz jsou léky, jimz skoncila patentova
ochrana a vyrabét je za piijatelné ceny mize prakticky kdokoliv. Bohuzel jejich testovani
k novému pouziti by bylo pro farmaceutické firmy nerentabilni, proto by mély byt tyto
vyzkumy placeny z vefejnych penéz, coz se dnes d€je jen v malé mite

(Cvek 2011ab, Cvek 2010).



2 PROTEAZOM

26S proteazom je ptiblizné 2,5 MDa. velky multiproteinovy enzymaticky komplex,
ktery slouZi k selektivni degradaci bunécnych proteini na kratké peptidové fetézce. U
eukariotickych organizmi se vyskytuje v jadie, tak i cytoplazmé bunck a vyvinul se
z jednodussich forem vyskytujicich se jiz u archeobakterii. U savcl predstavuje az 1%
z celkového mnozstvi bunéénych proteini a nejvyssi souhrnné zastoupeni ma tento

komplex v jatrech (Drews et al., 2007, Wollenberg et Swaffield 2001).

2.1 Struktura

Proteazom 268 se sklada z hlavni podjednotky 20S ve tvaru barelu s centralni
dutinou (obr.1), kde probiha vlastni enzymatické Stépeni proteint na oligopeptidy dlouhé 3-
25 aminokyselin. Samotny 20S se sklada ze Ctyt na sebe naskladanych prstencti. Vnéjsi dva
prstence jsou tvoreny sedmi a-jednotkami bez proteolytické aktivity (a1-7). Dale 20S
proteazom obsahuje dva vnitini prstence slozené ze sedmi f podjednotek nachézejicich se
v centralni ¢asti proteazomu. Z téchto sedmi § podjednotek (obr.1) pouze ti1 vykazuji
proteolytickou aktivitou a to podjednotky B 1, 2 a 5 (DeMartino et Gillette 2007).

Tyto tii B podjednotky se lisi ve své substratové specifité¢ a enzymatické aktivité,
protoze vykazuji jistou podobnost s nékterymi proteolytickymi enzymy v jejich aktivité,
byvaji podle téchto vlastnosti také nazyvany. Daji se pfirovnat k proteolytickému plisobeni
chymotrypsinu, trypsinu, kaspaz, a post-glutamylazy peptid-hydrolaz (Adams 2003, Hendil
et al., 2009). Proteazom 268 se sklada ze samotné proteolytické Castice 20S (700 kDa) a
dvou 19S regulacnich ¢astic (900 kDa), které jsou ptipojeny k jednomu nebo obéma
konctim proteazomu 20S.

Castice 198 reguluji aktivitu proteazomu tim, e rozeznavaji a rozvijeji
ubikvitinované substraty pro samotné odbouravani v katalytické ¢astici 20S. Regula¢ni
castice 19S se déli na dva subkomlexy. Prvni se spojuje s katalytickou ¢astici 20S a
perifernim vikem. Tato ¢ast se sklada ze Sesti ATPazovych podjednotek Rptl-Rpt6 a zbylé
Ctyfi, které nevykazuji ATPazovou aktivitu, jsou tyto: Rpnl, Rpn2, Rpn10 a Rpn13. Tyto
podjednotky v bazi podjenotky 19S jsou potiebné napiiklad k rozvinuti substratovych
proteind pted vstupem do centralni dutiny podjednotky 20S (Sharon et al., 2006a).
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Obr. 1- Struktura 26S proteazomu, ktery je slozen z 20S proteazomu a dvou regulacnich
podjednotek 19S rozpoznavajicich ubikvitinem znacené proteiny, které jsou nasledné
Stépeny v centralni dutiné 20S proteazomu slozené z a a B-podjednotek.

Oproti tomu je viko proteazomu sloZeno z deviti podjednotek bez ATPazové
aktivity. Hlavni funkci vika je rozeznani a vybér ubikvitinovaného substratu a jeho
deubikvitinace, ktera je nezbytna pro samotnou degradaci proteind v centralni dutiné
podjednotky 20S (Sharon ef al., 2006a). Rovnéz nékteré proteiny jsou pied samotnou
degradaci po urcitou dobu navazany na podjednotce 20S a teprve poté dojde k jejich
proteolytické degradaci (Sharon et al., 2006b). Viko proteazomu vykazuje vysokou
sekven¢ni homologii s proteinem COP9, ktery slouzi jako vyvojovy regulator u
eukariotickych organizmi. Tato homologie svéd¢i o jejich spolecném evolu¢nim ptavodu
(Glickman et al., 2006).

K 20S proteazomu se mtize vazat i dalsi druh regulacnich ¢astic tzv. 11S. Tyto
¢astice neobsahuji ATPasy a podporuji degradaci kratkych peptidd, ale ne kompletnich
bilkovin, protoze se predpoklada, ze ¢astice 11S neni schopna rozvinout kompletni
proteiny. K 20S proteazomu se poji pomoci svych c-terminéalnich konct a je zodpovédna
predevsim za vytvareni peptidd, které se nasledné vazi na MHC-I molekuly pfi virové

infekci (Wang et Maldonado 2006, Forster ef al., 2005).



Na oznaceni ubikvitinem, které vétSinou piedchédzi samotnému proteolytické
degradaci, mizeme zjednodusené pohlizet jako na ptidé€leni jakéhosi molekularniho
smerovaciho ¢isla, které je uzito k nasmérovani rozdiln€ ubikvitinovanych proteint do
nejriznéjsich destinaci v ramci jedné bunky. Proteiny regulacni podjednotky 19S, které se
ucastni proteozomalniho odbouravani ¢tou tuto adresu pomoci n¢kolika rodin, tzv.
ubikvitin vazebnych domén (UBD). Ubikvitinované fetézce proteinli v buiice prevazné

slouzi jako rozpoznavaci motiv pro proteazomy (Harper et Schulman 2006).

vvvvvv

vvvvvv

deubikvitina¢nim enzymem je Pohl se svym kvasinkovym homolegem Rpnl1. Tyto
proeiny obsahuji ve své struktufe tzv. JAMM motivy, které¢ vykazuji metalodependentni
deubikvitina¢ni aktivitu (Gallery et al., 2007). Toto se zjistilo diky studiu kvasinkovych
mutantl, protoze mutace v histidinovych kodonech JAMM motivu jsou pro tyto
mikroorganizmy smrtici, coz bylo potvrzeno 1 na lidskych HeLa bunikach, ve kterych byl
pomoci RNA interference vypnut ptislusSny gen. Ovlivnéné bunky posléze maji zvySenou
hladinu polyubikvitinovanych proteint v cytoplazmé, ¢imz jsou naruseny jejich signalni
dréhy a takto oSetfené buniky sméfuji k apoptoze (Gallery et al., 2007). Zajimavéjsi vsak je
deubikvitina¢ni enzym Ubp6, ktery je spojeny piimo s bazi 20S proteazomu a jeho
pusobenim se zpomaluje deubikvitinaci cilovych proteini pted jejich degradaci. Nicméné
zpozdéni degradace proteinli zplisobené Ubp6 je nezavislé na katalytické aktivité
proteazomu, coz naznacuje, ze Ubp6 by mohl regulovat ¢innost proteazomu

(Gallery et al., 2007, Hanna et al., 2006).



Hlavni funkce Ubp6 vSak spociva v recyklaci ubikvitinu tim, ze brani jeho
proteozomalniho rozkladu. Coz je mnohdy vyvolano jeho nedostatkem v buiice. V tomto
piipadé se zvysuje zastoupeni proteazomu s Ubp6. Katalyticky neaktivni mutanti v Ubp6
nedokazi recyklovat ubikvitin a diky tomu jsou inhibovany jejich proteazomy.

Tyto vysledky ukazuji, ze UPS miZe byt regulovan prostiednictvim koncentrace
bunécného ubikvitinu, protoze pti poklesu hladiny ubikvitinu, a to vzhledem ke snizeni
jeho syntézy nebo zvyseni jeho degradace, stoupa mnozstvi deubikvitinazy Ubp6 a naopak
pfi zvySeni hladiny ubikvitinu v buiice poklesne mnoZzstvi Ubp6 (Hanna ef al., 2007).

Na proteazomu byla rovnéz identifikovana ubikvitin ligdza Hul5. Jedna teorie tvrdi,
ze ¢innost Hul5 mize podporovat degradaci proteint tim, ze prodluzuje ubikvitinovy
fetézec a diky tomu je substrat k proteazomu vazan pevnéji a tim padem je degradace
proteinli u¢innéjsi. Rovnéz nékteré vysledky naznacuji, Ze Hul5 ptsobi proti Ubp6 a
zrychluje proteazomalni degradaci proteini, protoze mutanti v Hul5 se vyznacuji snizenou
schopnosti proteazomalni degradace (Crosas ef al., 2006, Kohlmann et al., 2008).

Samotné proteazomy existuji i ve vice strukturnich forméch 26S, ackoliv byly bézn¢
povazovany pouze za jeden subjekt. Dnes se vSak za¢ina ukazovat, ze se jednd o velice
variabilni struktury mnohdy plnici specializované funkce v ramci buiiky (DeMartino et
Gillette 2007). Proteazomalni degradace proteint je rovnéz zodpovédna za downregulaci
komplexu p53-MDM?2 a tim pomaha bunkam piekonat apoptozu, protoze proteozomalni
aktivator PA28y plisobi i jako kofaktor pfi interakci MDM2 a p53. Po vylouceni tohoto
proteinu v nddorovych buiikach se narusuje MDM2-zprostfedkovana degradace p53 a
zvysuje svou aktivitu. Diky tomu se zvySuje 1 podil apoptickych bunék

(Zhang et Zhang 2008).



2.2 Ubikvitinace a degradace proteinu

Po objeveni prostorové struktury DNA a nasledné i genetického kddu byl rozvijen
zajem spise o vyzkum syntézy proteinti a naopak jen mala pozornost byla vénovana
skutecnosti, ze mnoh¢ proteiny jsou v ramci buiiky rychle a hlavné selektivné degradovany.
K obratu doslo pfedevsim diky prikopnické praci Rudolfa Schoenheimera, ktery podal
laboratornim potkanim izotopem ozna¢enou aminokyselinu leucin. Ten byl nasledné
sledovéan v organizmu az do vylouceni ve formé mocoviny. Schoenheimer diky
postupnému vylu¢ovani zna¢eného leucinu dospél k zédveru, ze nove pfijimané
aminokyseliny musi dynamicky nahradit aminokyseliny v tkanich jiz pfitomné ve forme
proteint (Hershko 2005, Guggenheim 1991).
abnormalni bilkoviny jsou z téla rychle eliminovany (Hershko 2005). Tyto prace posléze
byly zdrojem inspirace pro Avrama Hershka, ktery se béhem svého postgradualniho studia
(1969-1971) v laboratoti Gordona Tomkinse na Kalifornské univerzité v San Francisku
zabyval regulaci ¢innosti enzymu tyrosin aminotransferazy (TAT), a zjistil, Ze eliminace
regulujici ¢innost tyrosin aminotransferdzy je zavisla na energii ve formé ATP (Hershko
2005). Jeho zakladni experimenty spocivaly v tom, ze inhiboval energeticky metabolizmus
buné¢k fluoridem draselnym a posléze i dal§imi inhibitory a tim zastavil odbouravani TAT.
inaktivace tohoto enzymu v disledku vy€erpani ATP nastala az opozdéné. V tu samou
dobu ale bylo jiz zastaveno lysozoméalni odbouravani proteind, protoze je zavislé na ATP,
jez je nutné k udrZeni nizkého pH uvnitt této organely, kterd byla v té dobé povazovéna za

ustiedni misto degradace proteini v buiice (Hershko e Tomkins 1971).



Témito experimenty vyvratil Avram Hershko zazitou teorii, ze bunééné proteiny
jsou lysozomdln¢ degradovany. Vzhledem k tomu, Ze vycCerpani bunééné¢ ATP predchazelo
inaktivaci enzymatické ¢innosti TAT dospél také k zavéru, Ze je energie zapotiebi jiz v
prvnich krocich tohoto d&je. Poté nasledovalo obdobi, kdy byly z bunéénych lyzati
postupné izolovany jednotlivé slozky ubikvitin-proteazomového systému, které byly
nasledné popsany diky svym interakcim v umélém systému
(Hershko 2005, Hershko et Tomkins 1971).

Za tento objev obdrZely Aaron Ciechanover, Avram Hershko a Irwin Rose v
roce 2004 Nobelovu cena za chemii (Nobelprize.org). Piedchézejici dvé dekady byly
doprovéazeny dramatickym nartistem znalosti o funkcich ubikvitinem zprostfedkované
degradace proteind, ktera se t€astni takika vSech zakladnich biologickych procest. Vyhody
specifické degradace se jevi obzvlaste dllezité u proteint jako jsou cykliny, inhibitory
cyklin dependentnich kindz nebo u dalSich proteinti ucastnicich se regulace bunééného
cyklu.

Jednotlivé biochemické kroky vedouci k proteozomalni degradaci vyzaduji postupné
pusobeni nejméné tii enzymd a je to d¢j zavisly na energii ve formé ATP (Hershko et
Ciechanover 1998). Pfed samotnou specifickou degradaci v proteazomu byva cilovy
protein obvykle kovalentné ozna¢en molekulami ubikvitinu, coz je maly protein o délce 76
aminokyselin. Tento proces zahrnuje nékolik krok a je postupné katalyzovan tiemi
skupinami enzymu oznacenych jako: E1- ubikvitin aktiva¢ni, E2- ubikvitin konjugacni a
E3-ubikvitin liga¢ni enzym. V prvnim kroku glycinové zbytky ubikvitinu na jeho c-konci
vytvoii thioesterovou vazbu s vnitinim cysteinem aktivaéniho enzymu E1. Béhem tohoto
d¢je vznikaji 1 meziprodukty. Tento d¢j je ATP dependentni a katalyzovany rovnéz
plsobenim ubikvitin aktiva¢niho enzymu E1. Déle je aktivovany ubikvitin navazan
svymi cysteinovymi zbytky na konjugacni enzym E2, ktery slouZzi jako jeho nosic.

Ve tfetim kroku je tento d¢j katalyzovan E3 ubikvitin ligdzou. Tento enzym kovalentné
pripojuje peptidickou c-terminalni vazbou aktivovany ubikvitin k lysinovym zbytkim
cilové bilkoviny (obr. 2). Obvykle je ptitomny jen jediny E1, i kdyz v posledni dobé& byly
identifikovany dalsi proteiny s obdobnou funkci

(Jin et al., 2007, Hershko et Ciechanover 1998).



Existuje vS§ak mnoho druhii ubikvitin konjunga¢nich enzymii s ozna¢enim E2 a
dokonce 1 vice proteinovych rodin ubikvitin ligaz E3. Ty obvykle spojuji molekuly
ubikvitinu vazbami lysint v pozici K48 (Ciechanover et al., 2000, Hershko et Ciechanover
1998). Skupina ubikvitin ligdz E3 jenom u savct obsahuje bezmala 500 ¢lend, které maji
rozdilné funkce (Tasaki et al., 2005).

Tyto ubikvitin ligdzy rozpoznavaji cilové proteiny diky ¢tyfem zakladnim
doménam, které vykazuji odliSnou substratovou specifitu. Prvni je vyznamna rodina RBR,
kterd obsahuje ve své struktufe tzv. RING doménu. Pro dal$i E3 rodinu je typicky motiv
HECT. Dalsi skupina obsahuje ve své struktuie takzvany U-box.Tato skupina enzymil byla
také objevena nejpozdéji. Rodiny RBR a HECT jsou evolu¢né velmi staré a vyskytuji se
v razn€ pozménéné formé u vSech eukaryotickych organizmii

(Marin 2010, Tasaki et al., 2005, Hatakeyama et al., 2001).
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Obr. 2- Znazornéni ubikvitin-proteazomového systému. Cilovy protein je nejprve oznacen
ubikvitiovym fetézcem pomoci enzymatické kaskddy E1, E2 a E3 a poté je rozpoznan a
rozStépen proteazomem.



Dalsi skupina enzym, ktera vykazuje ubikvitin liga¢ni aktivitu obsahuje tzv. PHD
domény, které jsou piibuzné tzv. ,, zinkovym prstim* a obvykle se ucastni pfedevsim
virové ubikvitinace MHC1 molekul viry napadené hostitelské buniky. Strukturni piibuznost
PHD a RING domén rovné€Z naznacuje, Ze ubikvitin liga¢ni (E3) mliZze aktivitu sdilet s
celou fadou dal$ich zatim neidentifikovanych proteini (Coscoy et Ganem 2003).

Dale byl identifikovan 1 faktor E4, ktery napomahd enzymatickym komponentim E2
a E3 syntetizovat dlouhé fetézce polyubikvitinu v ptipad¢é nedostatecné ubikvitinovanych
molekul proteint (Koegl et al., 1999, Hoppe 2005).

Nékteré bilkoviny mohou byt degradovany v proteazomu bez piedchoziho oznaceni
ubikvitinem. Jedna se napft. o kalmodulin nebo ornitindekarboxyldzu (Tarcsa et al., 2000).
Timto zptisobem mize byt rovnéz degradovan i nadorovy supresor p53, transkripcni faktor
HIF1 nebo inhibitor cyklin dependentnich kindz p21WAF1/CIP1. Tyto proteiny predurcuje k
degradaci bud’ asociace s jinymi proteiny, nebo mozna existence jiného rozpoznéavaciho
systému, poptipad¢ i rozpozndvani neusporadanych struktur posSkozenych proteinti ptimo
proteazomem. Zastoupeni degradace proteinil nezavislé na ubikvitinu v bunikach mtize byt

ve skutecnosti zna¢né podcenéno (Jariel-Encontre ef al., 2008).
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2.3 Dalsi role ubikvitinace proteini v burnce

Jina spojeni ubikvitinu jsou napft. v pozici lysinu K63 nebo méné Casto se vyskytuji
molekuly ubikvitinu spojené v pozici lysinu K11 ¢i K 29 nebo pouze monoubikvitinace
proteind. Neslouzi v buiikach jako rozpoznavaci znacka pro proteazom, ale nesou rozli¢né
signalni funkce. Naptiklad monoubikvitinace je nejcastéjs$i upravou savcich histontt H2A a
je zodpovédna napft. za transkripcni represi proteinit Polycomb u drozofily (Hartmann et
al., 2003, Vissers et al., 2008). Ubikvitinace je rovnéz prostfednictvim proteinlt RAD6 a
MMS2-UBC13 nepostradatelna pro reparaci DNA (Hoege ef al., 2002).

Po objevu ubikvitinu v sedmdesatych letech se zjistilo, Ze existuje cela dalsi rodina
malych proteinli piibuznych ubikvitinu tzv. ubiquitinlike proteiny nebo (Ubls). Stale jsou
také popisovany dalsi proteiny této skupiny. Jeji ¢lenové nemusi nutné byt vysoce
sekvencné podobni ubikvitinu. VS§echny tyto proteiny ale maji podobnou 3D strukturu
zejména tzv. B-grasp fold. Samotny ubikvitin 1 vétSina Ubls jsou syntetizovany jako
neaktivni prekurzory a k ziskani své findlni biologické funkce musi byt jeste dale
upravovany. Ke svym substratim jsou rovnéz pfipojovany s ubikvitinem evolu¢né
sptiznénymi enzymatickymi cestami (Hochstrasser 2009, Kerscher et al., 2006).

Ptes veskeré spolecné rysy existuje mezi Ubls i mnoho rozdili predevsim
v konjugacnich cestach. Za spole¢né predchidce téchto enzymatickych cest ubikvitinu a
Ubls se povazuji na zdkladé sekvenc¢nich i strukturnich podobnosti n€které prokaryotické
sulfotransferasy (Hochstrasser 2009). Liga¢ni enzymy jsou vétSinou specifické pouze pro
jeden urcity Ubls. Samotné konjugace téchto proteinti je predmétem mnoha druhti
bunécénych kontrol, vEetné regulaci v dostupnosti nebo aktivité enzymil. Dysfunkce v jejich
konjugacnich drahach pak pfispiva k progresi nejriznéjSich onemocnéni, jako je rakovina
¢i rizné neurodegenerativni poruchy (Hochstrasser 2009, Kerscher et al., 2006).

Ubikvitin se v buiikach vyskytuje bud’ ve volné monomerni form¢, nebo v
konjugované form¢ polyubikvitinu. Tento stav je v ramci jednoho typu bunék dynamicky.
Lisi se vSak mezi jednotlivymi tkdnémi. Naptiklad u studie, kterd byla provedena u prasat,

se nejvetsi mnozstvi jak volného, tak 1 konjugovaného ubikvitinu nachézi v plicich a

Cvwr

v

ptitomno v srdci, coZ naznacuje ur€ity tkanovy patern. Zajimavéjsi je, ze ¢innost
proteazomu nekoreluje s hladinou volného ani vdzaného ubikvitinu. Navzdjem vSak
koreluje mnozstvi volného a vazaného ubikvitinu, coz naznacuje, ze procentualni frakce

obou forem ubikvitinu jsou ve zdravé tkani zhruba stejné (Patel er Majetschak 2007).
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Recyklace ubikvitinovych konjugétti na volné ubikvitinové jednotky, které se
mohou zapojit dale do konjugace se déje napt. prostiednictvim izopeptidazy T. Tento d¢j
probiha v cytoplazmé po oddéleni ¢asti fetézce polyubikvitnu z 26S proteazomu (Hadari et
al., 1992, Wilkinsonet ef al., 1995). Z dalSich deubikvitina¢nich enzymt je nutno zminit
ubikvitin c-terminalni hydroldzy (UCH) $tépici fetézce ubikvitinu hydrolyticky (Larsen et
al., 1998).

Rovnéz 1 deubiquitinatinace ma v buiice rozhodujici regulacni ulohy, napf.
deubikvitina¢ni enzymy hraji roli ve vyvojovych procesech u drosofily. A dokonce pfi
n¢kterych neurodegenerativnich onemocnénich je charakteristické hromadéni
ubikvitinovanych konjugatt disledkem mutace v genu pro deubikvitina¢ni enzym Uch-L1

(Ciechanover et al., 2000).

12



3. RAKOVINA VAJECNIKU

3.1 Obecna charakteristika a rozdéleni

Rakovina vaje¢niku je zhoubné nddorové onemocnéni, které je obzvlasté Casté
v severni Evropé€ a Spojenych statech americkych, kde je rocné nové diagnostikovano vice
nez 23 000 ptipadl. Jedna se o jednu z nejcastéjSich gynekologickych malignit u Zen.
Frekvence jejiho vyskytu se vSak vyrazné li§i mezi riznymi regiony, ale i mezi etnickymi
skupinami v rdmci jednoho statu, napt. zeny evropského ptivodu v USA trpi touto chorobou
Castéji nez napt. Afro-americanky. Tyto rozdily jsou zptisobené odlisnym reprodukénim
chovanim (viz nize). Celkovy pocet umrti na rakovinu vajecniku je vyssi nez u vSech
dalsich gynekologickych malignit. VétSina ptipadi této choroby byva sporadickych, ale
zhruba 5 % az 10 % tvofi ptipady familiérniho piivodu v disledku dédi¢né predispozice
(Holschneider et Berek 2000).

Vznik rakoviny vaje¢nikl jako ostatné vSech malignich onemocnéni je
mnohastupiiovy proces postupného hromadéni genetickych zmén vedoucich k transformaci
normalni buiiky v nddorovou (Holschneider ef Berek 2000). VSeobecné je o podstaté
vzniku této choroby zndmo pouze méalo informaci, a to diky tomu, Ze se nepodafi zachytit
Casna stadia této nemoci. Zakladni schéma ovaridlni kancerogeneze je jiz zndmé. Spociva
predevsim v kontinualni ovulaci (uvolnovani vajicka z vajecnikir), kdy je soustavné
poskozovan epitel délohy. Coz miize mit za nasledek vznik cyst a 1ézi, které pod vlivem
dalSich onkogennich podnéth podstupuji maligni transformaci
(Holschneider et Berek 2000).

Zhruba pro jednu tfetinu ptipadd rakoviny vajecnikil je z onkogent typicka
overexprese genu HER-2/neu, ktery kdduje receptor pro epidermalni ristovy faktor.

K overexpresi HER-2/neu dochdzi pifedevsim z divodu pfitomnosti vice kopii tohoto genu.
To potvrzuji 1 imunohistochemické studie, které ukazuji az Ctyficetinasobné zvysSeni

hladiny receptoru kodovaného genem HER-2/neu (Gallion ef al., 1995).
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Pravideln¢ byvaji zjistovany i mutace v n€kterém proto-onkogenu z rodiny Ras,
diky nimZ jsou tyto proteiny konstitutivné aktivni a stimuluji buniku k dalSimu déleni.
Nejcastéji to byvaji mutace k-ras, které se vyskytuji pfedevsim u mucinoznich
(hlenovitych) typli nadorti (Gallion et al., 1995). Dalsi velice nepiijemnou vlastnosti
ovarialnich nédort je jejich familiarni vyskyt a stejné jako u rakoviny prsu jsou
predispozice k této chorobé ddny mutacemi v genech BRCA1 nebo BRCA2, coz jsou tumor
supresorveé geny zodpoveédné za opravy zlomi v DNA. Soucastné mutace v obou téchto
genech jsou charakteristické pro pfevaznou vétSinu rodin s dédiénou nachylnosti k rakoving
vajecnikti (Welcsh et King 2001).

Zajimavym zjiSténim je, ze fenotypovy projev mutaci v genech BRCA1 a BRCA2 s
ohledem na pomér rakoviny prsu k rakovin¢ vajecnikt se 1isi v zavislosti na poloze mutace
v ramci téchto gent. Pro rakovinu vaje€niku je napf. typické zkraceni genu BRCA2
umisténé na exonu 11 (Gayther et al., 1997). Cytogenetické analyzy ovarialni nadorové
masy ukazaly rovnéz Casté strukturni zmény ¢i delece chromozomt 1, 3, 6 nebo 11.
Nejtypictéjsi jsou vsak strukturni zmény chromozomu sedmnéct. Ty se vyskytuji ve vice
nez 70 % nadori a jsou nejcastéjsi u dédicnych forem rakovin vajecniku, protoZe se na
dlouhém raminku tohoto chromozomu naléz i jiz zminény gen BRCA1. Odhaduje se, ze
az 10 % piipadl rakoviny vajecniku je v dusledku dédi¢né predispozice souvisejici se
ztratou ¢i mutaci tohoto genu. Na stejném chromozomu se rovnéz nachazi i gen pro tumor-
supresorovy protein p53 (Gallion et al., 1995, Kupryjanczyk et al., 1993).

V rodinach s anamnézou rakoviny prsu ¢i vajecniki je kumulativni riziko vzniku
téchto dvou rakovin u Zen s mutaci v alele BRCA1 odhadovano dokonce na 76 % do véku
70 let ¢imz je naznaceno, ze gen BRCA 1 je obzvlasté dulezity v predispozici obou
malignit (Gallion et al., 1995). Dalsim velice ¢astym molekularnim znakem této choroby
jsou mutace v proteinu p53, které vedou ke ztraté jeho funkce a v n¢kterych ptipadech i k
akumulaci nefunk¢ni mutované formy proteinu p53 v postizenych bunikach

(Kupryjanczyk et al., 1993).
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Spatnou prognézu miva tato rakovina predeviim diky pozdni diagnéze, protoze
odhaleni casnych stadii je velice obtizné diky bezptiznakovému priibéhu této choroby a
absenci vhodnych skriningovych testii pro jeji identifikaci. Vyznamnou roli hraje i
nespecifi¢nost symptomu v pozdnich fazich této nemoci. Proto byvaji ovaridlni rakoviny
diagnostikovany az v pokro€ilém stadiu, kdy uz se metastaze rozsitily i mimo vajecniky a
1é¢ba takto pokrocilych onemocnéni je znacné komplikovana (Amadori ef al., 1997).

V ramci organizmu se rakovina vajec¢niku §iii nejcastéji proristanim do okolnich
tkani a v pokrocilejsich stadiich nemoci i za pomoci lymfatického systému, a to nejcastéji
do organti v panevni oblasti. Jeji metastaze dale byvaji velice Casto nalézany v oblasti
pobfisnice ¢i v jatrech. Mén¢ Casto a prevazné v pokrocilych stadiich nemoci pronikaji
metastaze 1 do kosti a centralni nervoveé soustavy. V tomto ptipadé maji nemocné zeny
vibec nejhorsi moznou prognézu (Amadori ef al., 1997).

Z hlediska ptivodu jsou zdaleka nejcastéjsi nadory pochazejici z ovaridlniho epitelu,
které tvoti cca 85-90 % téchto malignit (Amadori ef al., 1997). Samotné epitelialni nadory
jsou rozdé€leny do riiznych kategorii, dle morfologického vzhledu nadorové tkan¢ na typy:
serozni, mucinozni, endometrické, prechodné a nejriznéjsi smisené nebo nediferencované
histologické typy. Kazdy z vyse uvedenych histologickych typi je spojen i s vyrazné
odlisnymi morfologickymi a molekuldrnimi zménami (Bell 2005). Do vaje¢niku vSak
mohou metastazovat i nddory s jinym tkanovym ptivodem a to nejcastéji nadory
gastrointestinalniho traktu, ale ve vysledku tvoii pouze malou ¢ast ze vSech ovaridlnich
malignit (De Waal 2009).

Riziko vzniku rakoviny vaje€niku u Zen se snizuje uzivanim hormonalni
antikoncepce a to az 0 40 % vuci zenam, které¢ hormondlni antikoncepci nikdy v Zivote
neuzivaly. Tento uc¢inek je dan tim, ze hormonalni antikoncepce zabraiiuje ovulaci. Diky
tomu nedochézi k pravidelnému narusovani ovarialniho epitelu. Uzivani hormonalni
antikoncepce prokazatelné snizuje riziko 1 u Zen, které nesou mutace v genech BRCA1
nebo BRCA2 (Partidge ef al., 1999).

Niz§imu riziku této malignity jsou vystaveny Zeny, které uspéSné dokoncily alespoii
jedno tehotenstvi oproti zenam, které t¢hotné nikdy nebyly. Kromé toho se riziko tmérné
snizuje s poCtem déti. Je to dané predevsim snizenym poctem ovulaci, které dand Zena
béhem zivota prod¢la a také hormondlnimi zménami béhem téhotenstvi

(Partidge et al., 1999).
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Pro pfimou souvislost mezi rizikem vzniku této choroby a hladinou progesteronu
napovida i to, ze ochranny ucinek je vyssi u viceCetnych poroda nez u téhotenstvi s jednim
plodem. Dals§im faktorem snizujicim riziko této rakoviny je kojeni. Udéava se, Ze kazdy
zapocaty mésic kojeni zmenSuje riziko vzniku této malignity zhruba o 1 % diky tomu, Ze
béhem kojeni u zen neprobiha ovulace. Vyrazné snizeni rizika o 20-50 % a je spojeno i
s chirurgickymi zakroky jako napft. hysterektomie ¢i podvéazani vejcovodi
(Partidge et al., 1999).

Naopak na zvySeni rizika onemocnéni ma vliv ¢asny nastup prvni menstruace a
pozdni pfichod menopauzy. Coz je provazeno vétSim poctem ovulaci béhem Zivota zeny a
tim padem 1 ¢astéjSimi opravami ovarialnich epiteli. Co se zivotniho stylu tyce, riziko
vzniku rakoviny vajecniku zvySuje obezita a s ni spojené naruseni endokrinni rovnovahy.
Dale jesté existuje urcita asociace mezi rizikem rakoviny vaje¢niku a koufenim cigaret, u

alkoholu vSak neexistuje jednozna¢ny trend (Partidge et al., 1999, Jordan et al., 2003).

3.2 Diagnostika

K detekei této choroby se vyuziva nadorovy marker CA-125 také znadmy jako
mucin 16, cozZ je marker typicky pro epitelidlni nddory vajec¢niku. Jeho zvySend hladina se
vyuziva pro detekci recidivy onemocnéni, zjiStovani vyskytu metastaz ¢i jako kontrola pro
zjisténi odpovedi na 1é€bu. Tato metoda detekce je vSak problematicka predevsim u
mucinoznich nadori. Pro $irsi scrining vSak neni CA-125 vyuzivan
(Goodell et al., 2009, Zorn et al., 2009).

V soucasnosti nejvyuzivanéjsi diagnostickou metodou pro zjisténi rakoviny
vaje¢niku je ultrazvuk, kde se jako voditka pro odliSeni nadoru od zdravé tkan€ vyuziva
odlisna vaskularita nadort oproti zdravé tkani. Screening je doporucovan hlavé Zenam
s rodinnym vyskytem tohoto onemocnéni nebo u ptfenasecek mutaci v genech BRCA
(Partidge et al., 1999).

Klinické ptiznaky tohoto onemocnéni souvisi hlavné s roz$ifenim metastdz mimo
vajeCniky. Pacientky si obvykle sté¢Zzuji na btisni plnost, bolesti v oblasti panve ¢i pocity
sytosti. PostiZzené Zeny ¢asto podstoupi rozsahlé vySetfeni zazivaciho traktu, nez se
skute¢na pricina téchto nespecifickych ptiznakl podaii odhalit. U malé ¢asti postizenych se
objevi nespecifické ptiznaky jiz ve stadiu, kdy je nemoc jesté omezena na oblast panve, ale

vétsina pacientek je v tomto stadiu asymptomaticka (Cannistra 1993).
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3.3 Lécba

Rakovina vaje¢niku se bez ohledu na tkanovy ptivod naddoru 1é¢i chirurgicky
v kombinaci s chemoterapii. Statisticky dokazal jiz Bertelsen et al., 1990, Ze radikalni
chirurgicky zakrok pozitivné ovliviiuje pfezivani pacientl stejné jako v pfipad¢ jinych
nadord. Procentudlni pétileté prezivani po chirurgické redukci nddorové tkané je ptiznivé
pouze v ranych stadiich této choroby a to zhruba u 93 % pacientek, naopak v pokrocilych
fazich se pétileté prezivani pohybuje pouze okolo 25 %. BohuzZel se v ¢asnych etapach
podaii zachytit jen minium piipadd (Holschneider et Berek 2000).

Samotna chirurgicka 1é¢ba muize byt dostacujici pro zhoubné nadory, pokud jsou
dobie diferencovany a omezeny pouze na vajecnik. Pfi chemoterapii ranych fazi této
rakoviny se nasazuje chemoterapeutikum mephalan, coZ je alkyla¢ni ¢inidlo, nebo 1é¢iva na
bazi platiny. U pacientl s pokro¢ilym onemocnénim je chirurgicka redukce v kombinaci
s chemoterapii standardni. V tomto pfipad¢ je nejcastéji nasazovan Paclitaxel (taxol), coz je
prirodni latka ziskana z pacifického tisu (Taxus brevifolia). Podava se pievazné
v kombinaci s karboplatinou, kterd nahrazuje cisplatinu, pro jeji nizsi toxicitu. Tato
kombinace 1é¢iv se stala standardem pfi terapii tohohoto onemocnéni. Lécba ve vétsing
ptipadd zahrnuje Sest cykli a trva zhruba 3 tydny (Harries et Gore 2009).

Dale se pii 1€€b€ vyuziva i intraperitonealné podavany radioaktivni fosfor P32. Tato
latka spolecné s cisplatinou a jejimi analogy méa mnozstvi neptiznivych vedlejSich ucinkli a
dokonce se po jejich uzivani mohou vytvorit v téle pacientek sekundarni nadory,
zaptic¢inéné prave predchozi radioterapii nebo chemoterapii
(Bokemeyer et Schmoll 1993, Harries et Gore 2009).

Ptetrvéavajici nemoc po chirurgické 1é€bé ¢i chemoterapii je provazena zvySenou
hladinou nadorového markru CA-125, ktera se nevraci k normalu ani po tech cyklech
chemoterapie. Paklize po prodélané chemoterapii nasleduje opétovné zvyseni hladiny CA-
125, je to povazovano za prvni piiznak recidivy onemocnéni. ZvySena hladina CA-125
rovnéz Casto predchazi klinickému objevu nadoru napf. vySetienim na (CT). Pacientky,
které prodélavaji opakujici se recidivy po pocatecni chemoterapii, jsou obvykle velmi

Spatng 1écitelné (Zorn et al., 2009).
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Nicméné opakované terapie jsou pro organizmus velice Skodlivé a rozhodnuti o
1€¢be pacientek s pretrvavajicim nebo recidivujicim onemocnénim je Casto zaloZzené bud’ na
pritomnosti neptijemnych piiznaki, nebo rozhodnutim pacientek podstoupit experimentalni
lécbu. Naopak pacientky, které relapsuji po vice jak Sesti mé&sicich od zahdjeni 1écby maji
pomérné velkou Sanci na uzdraveni v druhém kole chemoterapie. Tato skupina pacientek

vSak vykazuje vyrazné niz$i prezivani (Cannistra 1993).

18



4. SIGNALNI DRAHA (NF-kB)

Inducibilni transkripéni faktory napomahaji bunkdm pruzné reagovat na vnéjsi
podnéty diky ovlivnéni genové exprese. Znamy nuklearni faktor NF-kB byl objeven
Baeuerlem a Baltimorem v roce 1986 pti vyzkumu regulace transkripcegenti lehkych
imunoglobulinovych fetézcti B lymfocytl (Sen ef Baltimore 1986).

Charakteristickym znakem signalni drahy NF-kB je jeji rychla inducibilita, ktera
buitkdm umoziiuje reagovat na stresové podnéty pomoci aktivace exprese genti podilejicich
se na stimulaci pfezivani bunék nebo ovlivitujicich buné¢nou adhezi, coz mnohdy souvisi
se vznikem nadort. Hlavni fyziologickou lohou signalni drahy NF-«B je vsak regulace
zanétlivych procest (Gilmore 2006, Baeuerle 1991).

Jaderny faktor NF-kB je v bunikach pfitomen ve formé riznych dimert slozenych ze
¢lenti proteinové rodiny NF-«xB, kterd se sklada z p65 (rel-A), rel-C, rel-B a proteinti p50 a
p52, které vznikly stépenim prekurzord p105 a p100 (Bharti ez Aggarwal 2002).

Za své regulaéni vlastnosti NF-xB vdéci takzvanym REL-homolognim doménam
(RHD) zodpovédnych za jejich vazbu na DNA, dimerizaci i schopnost jaderné translokace.
Kromé toho proteiny p65, rel-C a rel-B obsahuji tzv. transaktivaéni doménu (TDD), kterd je
nutna k aktivaci ur¢itych gent. Regulacni funkce téchto proteinii striktné zavisi na jejich
lokalizaci v buiice (Bharti et Aggarwal 2002).

K NF-«kB se vézi inhibitory-xB (IxBa, IkBp, IkBe a [kBy), které svou vazbou
zamezuji aktivaci exprese cilovych genil. Ddle se k témto bilkovinam také fadi protein Bcl-
3 a prekurzorové proteiny p105 a p100. Rozpad komplexu NF-kB/IkB je zprostfedkovan
tzv. (IKK) kinazami fosforylujicimi inhibitory-kB, které jsou posléze ubikvitinovany a
zniCeny v proteazomu (Gilmore 2006, Shirane ef al., 1999). Pokud zabranime jejich
degradaci zabranime tim i transkripci pfislusnych gend.

(Gilmore 2006, Hideshima et Anderson 2002).

4.1 Aktivace:

Aktivace signalni drahy NF-«kB je nejcastéji vyvolana exogennimi stimuly napf.
TNF-a, IL-1PB nebo bakterialnim endotoxinem a muize probihat bud’ po kanonické, nebo
nekanonické cesté (Ghosh ef Karin 2002, Chandel et al., 2000).

Pti kanonické cesté aktivace brani inhibitory-kB svoji vazbou k heterodimeru (p65/
p50) spusténi transkripce piislusnych geniti (Gilmore 2006, Ghosh et Karin 2002).

Disociace komplexu (NF-«B/IkB) je aktivovana prostiednictvim proteinového komplexu
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IKK kinaz fosforylujicich inhibitory-«kB. Tento komplex o molekulové hmotnosti okolo
700 kDa. je tvotfen ze dvou katalytickych podjednotek IKK-a, IKK-f a regulacni
podjednotky zvané (NEMO) nebo také oznacované jako IKK- vy, jejiz fosforilace
nadfazenymi kindzami aktivuje IKK. (Hayden ef Ghosh 2008, Bharti ez Aggarwal 2002).
Aktivace IKK kindz mtize byt rovnéz zptsobena i ubikvitinaci regulacni podjednotky

NEMO (Zhou et al., 2004, Ea et al., 2006).
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Obr. 3- Schematické znazornéni aktivace signalni drahy NF-kB pomoci IKK-kinazy

Inhibitor-kB fosforylovany prostfednictvim IKK kinazy (obr. 3) je nasledné vazan
komplexem ubikvitin ligazy ptes protein BTrCP, ktery se vaze na IxkB pouze v ptipad¢, ze
obsahuje fosforylované serinové zbytky. Déle se BTrCP vaZe na protein SKP1, ktery se
podili na akumulaci ubikvitin ligdzovych komplexti (E3), obsahujici RING-doménovy
protein ROCI1, ktery zapojuje ubikvitin ligdzy (E2) do procesu polyubikvitinace
fosforylovaného IxB, diky ¢emuz je tento d¢j urychlen. Polyubikvitinované inhibitory IxB
sice zUstavaji stale vazany na komplex NF-«B, ale zaroveri jsou selektivné degradovany v

26S proteazomu, coz vede k zahajeni exprese gent regulovanych timto inducibilnim

20



faktorem (Gilmore 2006, Hayden et Ghosh 2008 ). Tuto hypotézu nepfimo potvrzuje i
absence IKK kindzového komplexti v jadie bunék (Ghosh ef Karin 2002). Pokud ale
zabranime proteozomalni degradaci inhibitort- IkB zablokujeme tim 1 aktivaci signélni
drahy NF-kB, protoZe za pfitomnosti kB nemlze NF-kB iniciovat zahdjeni genové exprese
(Gilmore 2006, Hideshima et Anderson 2002).

Pfi nekanonické aktivaci NF-«xB, ktera probihé naptiklad béhem vyvoje B
lymfocytii. Neni aktivovan obvykli heterodimer proteinii (p65/p50), ale o komplexy
obsahujici proteiny p50, Bcl-3 a p52 (Hayden et Ghosh 2008). Po vazbé exogenniho
ligandu na receptor aktivovany takzvané NIK kinazy (NF-kB inducing kinase), které
fosforylaci aktivuji homodimer kinazovych podjednotek IKK-a, ktery fosforyluje protein
p100 na jeho c- konci. Tato fosforylace nasledné zplisobi jeho polyubikvitinaci, ktera vede
k rozstépeni proteinu p100 ve 26S proteazomu na samostatnou podjednotku p52, ktera je po
vytvoreni komplexu s rel-B translokovana do jadra. Hlavni rozdily spocivaji v tom, Ze se
nejednd o obvykly heterodimer proteinti p65/ p50, ale o komplexy obsahujici proteiny p50,
p52 a Bel-3 a ze ke spusténi jaderné translokace téchto komplexii neni nutné fosforylace a

naslednd degradace inhibitoru-«B (Bonizzi er Karin 2004, Qing et al., 2005).
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4 2 Role signalni drahy NF-kB pfFi nadorovych onemocnéni

Prvni diikazy o zapojeni signalni drahy NF-kB pfi vzniku rakoviny pfinesla prace
s retroviry, které koduji vysoce onkogenni virovy homolog proteinu rel-C zpisobujici
nadory driibeze. Zasadnéjsi pro lidské malignity jsou geny kodujici proteiny: rel-C, NF-kB2
(p100/p52) a Bel-3. Tyto geny se nachazeji v oblastech genomu, které casto podléhaji
chromozémovym piestavbam nebo byvaji u nadorovych bunék silné amplifikovany.
Chromozomalni translokace spojené se signalni drahou NF-xB, byly piivodné nalezeny
napf. u Hodgkinovskych lymfoma. Bézné se vSak vyskytuji i u dalSich rakovin. Zndmé jsou
i mutace v genu pro IkBa, které zapficinuji konstitutivni aktivitu signalni drahy NF-kB2 u
fady nadorovych onemocnéni (Bours et al., 2000).

Dalsi diikazy o zapojeni signalni dréhy NF-kB do vzniku rakoviny souvisi s tim, Ze
je aktivovéna celou fadou onkovirovych proteinti, coz je piiklad proteinu Tax lidského viru
HTLV-I, ktery aktivuje signalni drahu NF-«kB diky interakcim s IKK kindzami.
Transkripéné aktivovat NF-kB jsou schopné i dalsi potencidlné onkogenni viry, jako
napiiklad SV40 nebo EBV (Bours et al., 2000) a dokonce bylo zjisténo, Ze tuto signalni
dréhu aktivuje dobfe zndma fuzni kindza BCR-ABL (Reuther et al., 1998). Vztah mezi
pied objevem NF-«B, s ¢imz mlze souviset vznik rakoviny zaludku pii chronické infekci
bakterii (Helicobacter pylori), které tuto signalni drahu prokazateln¢ aktivuje jiz po kratké
expozici (Karin 2006 ,Keates ef al., 1997).

Zvysena aktivita této signalni drahy NF-kB byla detekovana u spinocelularniho
karcinomu a u bunécnych linii odvozenych od rakoviny prsu. V tomto ptipad¢ se vSak
nejednd o obvykly heterodimer proteinti p65/ p50, ale o komplexy obsahujici proteiny p50,
p52 a Bel-3. Soucastné se vSak predpoklada, ze jaderna akumulace Bcel-3 je nezavisla na

inhibici IxB (Baldwin 2001).
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V ptipad€ nadorovych bun¢k hraje aktivace NF-kB roli pfedev§im v ochrané téchto
bunék pted apoptdzou vyvolanou napt. TNF-a nebo plisobenim ionizujiciho zéfeni ¢i
dal§imi podnéty (Bours et al., 2000). Schopnost potlacit apoptdzu je dana predevSim
spusténim exprese proteini TRAF1-2 ¢i c-IAP1-2, které jsou schopny zastavit apoptdzu
pomoci inhibice efektoroveé kaspazy-8. Za pomoci této signalni drahy jsou transkripéné
aktivovany dalsi antiapoptické geny, jako je napt. rodina gent Bcl (Bcl-2 A1/Bfl-1-xL,
IEX-1, a XIAP). Signalni draha NF-«xB také reguluje expresi adhezivnich molekul jako
napi. ICAM-1 a VCAM-1, které zajist'uji adhezi pfedevsim u plazmatickych bunék. Jejich
vysoké hladiny byvaji pravidelné zjistovany u pacientek s rakovinou vajeniku nebo prsu a
jsou spojeny s progresi a metastazovanim téchto onemocnéni (Bhoj ef Chen 2009, Xia et
al., 2001, Banks et al., 1993). Rovnéz jsou diikazy i o tom, ze se NF-kB ti¢astni remodelace
chromatinu, protoZe interaguje s histon deacetylazami (Ashburner et al., 2001).

Rovnéz bylo zjisténo, Ze 1 n€ktera protinadorova lé€iva jako napft. taxol,
doxorubicin, daunorubicin, etoposid, vincristin, anthralin, ciprofirate, cisplatina nebo
temoxifen maji schopnost aktivovat NF-kB. Také y-zaieni bézné€ uzivané k 1écbe pacientt
s rakovinou rovnéz aktivuje NF-«B, proto aktivace této signalni drahy mtiZze vést k
rezistenci vic¢i apoptoze, vyvolané chemoterapii nebo radiacni 1é€bou. (Bharti e Aggarwal
2002, Nakanishi ef Toi 2005). Simon et al., (1994) dokonce zjistil, Ze NF-«xB je aktivovana
ultrafialovym zafenim a to nezavisle na poSkozeni DNA, coz mlize napoméhat vzniku
koZnich nadori.

Aktivovana signélni draha NF-kB potlacuje apopticky potencial chemoterapeutik a
tim pfispiva k odolnosti nddorovych bunék, vici témto latkam. Teoreticky Ize latky
potlacujici tuto signalni drahu, jako napft. inhibitory proteazomu, pouzit k piekonani 1ékové
rezistence u nadorovych bunck (Nakanishi e Toi 2005). Zajimavé zjiSténi je, Ze navzdory
puvodnimu ptedpokladu bortezomib vyvolava apoptézu nezavisle na inhibici NF-xB
proteazomalni cestou. Diky tomu, Ze zabratiuje expresi inhibitorti I-kB a zaroven aktivuje I-
kB kinazy (IKKp), které spousti fosforylaci I-xB podporujici disociaci téchto proteint od
NF-kB (Hideshima et al., 2009). Studiu NF-xB se v soucastné dob& vénuje celd fada
veédeckych tymt, diky ¢emuz je v databazi Pubmed ptistupnych vice nez 44 000 odbornych

¢lankd na toto téma.
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S. INHIBITORY PROTEAZOMU

Hlavni slouceniny inhibujici proteazom mizeme rozdé¢lit, dle jejich chemickeé
povahy na pét zakladnich skupin. Jedna se predevsim o latky peptidické povahy
konjugované s aldehydy, vinylsulfony, boraty nebo epoxyketony jako je napt. epoxomycin
a latky obsahujici B-laktonovy kruh jako lactacystin a jeho derivaty. Pro farmakologicky
vyzkum je velice dilezitd specifi¢nost jejich pisobeni, misto a mechanizmus samotné
reakce (Adams 2004a).

Netransformované buiiky obvykle snesou vysoké koncentrace nahromadénych
ubikvitinovanych proteinti. Naproti tomu nadorové bunky, které se rychle déli, jsou diky
inhibici proteazomu nuceny v mnohych ptipadech spustit signalni drahy vedouci
k apoptoze nebo alespoii zastavit bunécny cyklus (Adams 2004ab, Adams 2003).
Proteozomem zprostfedkovana signalizace je rovnéz nezbytna pro rozvoj angiogeneze u
solidnich nadorii a tvorbu jejich metastaz. Protoze na inhibici proteazomu jsou citlivé
zejména rychle se dé€lici nadorové buiiky jsou tyto laky schopné zastavit ¢i zpomalit
progresi riznych nadorovych onemocnéni a to zejména inhibici signalni drahy NF-«kB,
kterd podporuje riist a pfezivani u fady malignit. Kromé toho, mlize naruseni degradace
proteintl zvratit mechanismy ziskané rezistenci ke konven¢nim chemoterapeutikim
(Jung et al., 2004, Adams 2004a).

Latky schopné inhibovat proteazom nam rovnéz davaji moznost hloub¢ji porozumét
fyziologickym procestim v buiikéch, protoze ubikvitin-protezomovy systém se podili na
vétsing dulezitych bunéénych déji a po jeho ovlivnéni mizeme dané zmény studovat (Lee
et Goldberg 1998). Zajimavym zjisténim je, Ze inhibitory proteazomu brani maturaci
kapsidového proteinu Gag a tim 1 uvolfiovani hotovych ¢astic retrovirt HIV1 a HIV2

z buniky (Schubert et a/.,2000).
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5.1 Bortezomib (VELCADE)

Bortezomib je prvni klinicky schvalené 1é¢ivo na bazi inhibice proteazomu. Jeho
ptib¢h zacina v roce 1994 kdy byl syntetizovan Julianem Adamsem. Nasledné byl
identifikovan jako velmi silny a specificky inhibitor proteazomu. Chemicky se jednd o
dipeptid kyseliny alkyl-borité, ktery byl syntetizovan predevsim diky zjisténi, Ze peptidické
aldehydy jako MG132, které¢ piivodné slouzily jako inhibitory bunécnych protedz, inhibuji
téz proteazom (Adams et al., 1998, Adams 2002). Jako inhibitory proteazomu jsou tyto
latky velmi t¢inné, ale bohuzel nespecifické, navic nestabilni a Spatn¢ biologicky dostupné.
Proto byla aldehydovéa skupina pokusné nahrazena za kyselinu alkyl-boritou (Adams et al.,

1998, Lee et Goldberg 1998).
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Obr. 4- Strukturni vzorec bortezomibu (Adams et al., 1998)

Postupem casu byl rovnéZ syntetizovan dipeptid kyseliny alkyl-borité (Bortezomib),
ktery byl identifikovan jako velice silny inhibitor proteazomu (obr.4) Zajimavy byl diky
své vyssi stabilité a hlavné kvili velmi malé afinité k jinym molekulam (Adams ef al.,
1998, Lee et Goldberg 1998). Bortezomib reverzibiln€ inhibuje proteazom svoji vazbou na
B 5 podjednotu (obr. 5) Eastice 208, kterd vykazuje chymotrypsinickou aktivitu
(Chen et al., 2011).
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V roce 2003 byl bortezomib schvalen americkou FDA (Food and Drug
Administration) jako prvni inhibitor proteazomu pro klinické uziti pfi 1é€bé mnohocetného
myelomu. Bortezomib je rovnéZ zndmy pod oznacenim PS-341 nebo klinickym ndzvem
VELCADE® (Millennium Pharmaceuticals). Nasledné byl v dubnu roku 2004 schvalen i
evropskou (EMEA) pro klinické uzivani v ¢lenskych zemich Evropské unie.

Nejcastéji se vyuziva pii 1écbé mnohocetného myelomu nebo lymfomu plastovych
bun¢k (Adams ef Kauffman 2004). Béhem prvnich preklinickych testli v National Cancer
Institute bylo zjisténo, Ze bortezomib je selektivné toxicky pro nadorové builky. Rovnéz i
dalsi testy in vitro ukazaly, Ze u¢inkuje v riznych typech nadort napt. prsu, tlustého stieva,
vajecnikd, slinivky bfisni, prostaty ¢i spinocelularni karcinomy, dale i na lymfomy a jiz
zminovany mnohocetny myelom (Adams et Kauffman 2004, Adams 2004ab).

Nasledujici studie provedend v NCI (National cancer institute) vedla ke zjisténi, ze v
mys$ich modelech, které zahrnuji Sirokou $kalu malignit, dokazal bortezomib snizit
nadorovou masu a potvrdit tak svoji uc¢innost in vivo. Hlavni chorobou, ktera se 1é¢i za

pomoci bortezomibu vSak ziistdva mnohocetny myelom (Jung ef al., 2004).

Bortezomib ‘

Obr. 5 - Schéma znazoriiyjici proteolytickou aktivitu jednotlivych podjednotek 20S
proteazomu a interakci bortezomibu s 5 podjednotkou (Adams 2003) .
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Bezpecnost této latky se potvrdila 1 v ramei preklinickych studii, které byly
provadény na gravidnich samicich kralikti a potkanti v dob¢ probihajici organogeneze
plodu. Tim bylo dokazéano, Ze bortezomib neni teratogenni, ale na vyvoj plodu ma
nepiiznivy vliv. Akutni neurotoxicita a nefrotoxicita byla zmétena na opicich, mysich a
potkanech. Poté nasledovala prvni faze klinickych testi, pfi které se testovala spise jeho
bezpecnost. Probéhla na 123 pacientech s riznymi druhy nadorového onemocnéni
(Bross et al., 2004).

Slibnych 1écebnych vysledkl bortezomibu bylo dosazeno jiz béhem prvniho kola
druh¢ faze klinickych testa, kdy bylo hodnoceno 193 pacientt s relapsujicim nebo
refrakternim mnohocetnym myelomem, kteti podstoupili predchozi bezispésnou terapii. Na
bortezomib reagovalo 35 % pacientl. Za nejvéetsi spéch se da povazovat kompletni
odpovéd’ a to u 4 % pacientti. Stfedni doba progrese onemocnéni se rovnéz zvysila na sedm
meésict ve srovnani se tfemi mésici po predchozi chemoterapii (Richardson et al., 2003).
Mnohocetny myelom je onemocnéni zplisobené Sifenim malignich klont plazmatickych
bunék a pres veskery pokrok v onkologii je tato choroba stale smrtelna pro vétSinu
postizenych pacientll a v celkovém souctu predstavuje zhruba 10 % vsech hematologickych
malignit (Li et al., 2007). Pfed objevenim bortezomibu se tato nemoc lé¢ila ne ptili§
uspesné melfalanem, coz je alkyla¢ni cytostatikum (Alexanian et Dimopoulos 1994).

Dale byla testovana zavislost odpovédi na podané davce a bylo doloZeno, Ze statisticky
lepsi odpovédi na 1écbu vykazovali pacienti, kterym byl injekéné podavan bortezomib

v davce 1,3 mg na m? oproti skuping pacientd s poddvanou davkou pouze 1 mg na m?
(Bross et al., 2004). Diky zrychlenému schvalovacimu procesu v americké FDA nemusel
bortezomid podstoupit celou proceduru klinickych testt (Bross ef al., 2004).

Z farmakologického hlediska je injekéné podany bortezomib v terapeutickych
koncentracich z 83 % vazan na plazmatické proteiny. V organizmu je nasledné oxidacné
metabolizovan prostfednictvim cytochromu P-450. Jeho prumérny eliminac¢ni half-life je v

rozmezi 9 -15 h v davkach 1,45 az 2,00 mg/m? (Bross et al., 2004).
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Dobré vysledky ptinesl botezomib 1 v 1é¢bé non-Hodgkinovskych lymfoma. U
solidnich tumorti byla pozorovéana odpovéd’ pouze u pacienta s karcinomemem plic a v této
souvislosti bylo navrzeno uzivani bortezomibu v kombinaci s jinymi 1é¢ivy (Adams 2003,
Adamd 2004a). Bohuzel i u pacientek s ovarialnimi malignitami nedoslo k vyznamné
odpovédi na 1écbu touto latkou 1 pfes skutecnost, ze byl inhibovan proteazom v nadorovych
bunikach (Aghajanian et al., 2009).

Béhem tfeti faze klinickych testl, ktera pfinesla diikazy o bezpecnosti a G€innosti
této latky bylo rovnéz navrzeno uzivani bortezomibu s jinymi lé¢ivy miize piekonat odpor
rakovinnych bun¢k k chemoterapii a pfitom nezvysit celkovou toxicitu podavanych 1é¢iv
(Chen et al., 2011, Awada et al., 2008).

Pacienti mnohdy pfi uzivani kombinované terapie vykazuji lepsi odpovéd’ na 1écbu,
nez pti podavani pouze jedné ucinné latky. Rovnéz v ptredbéznych studiich u fady solidnich
nadort bylo prokézéno dopliikové protinddorové plisobeni bortezomibu v kombinaci se
standardni chemoterapii. Uginnost kombinace bortezomibu s docetaxelem byla prokazana
pfi 1écbé pokrocilého a metastatického karcinomu prsu. Tato kombinace je dobie zvladnuta
co se tyce vedlejsich ucinkd jednotlivych latek a pacienti navic vykazuji minimalné stejné
nebo 1 lepsi odpovédi na 1€cbu ve srovnani s monoterapii (Awada et al., 2008). Terapie
zalozZena na téchto dvou latkach rovnéz snizovala nadorovou masu v xenotransplantatech

rakoviny pankreatu (Nawrocki et al., 2004). Rovnéz cisplatina v kombinaci

z bortezomibem dosahuje lepsich vysledki a v klinické praxi miize byt ptfistoupeno na
snizeni 1écebné davky podavané pacientim (Wagenblast ef al., 2008). Nadéjna se ukézala i
kombinace bortezomibu s melfalanem, ktera predstavuje nad¢ji pro pacienty

trpici mnohocetnym myelomem (Berenson et al.,2006 ). V této kombinaci se zvySuje
odpovéd’ na 1écbu a rovnéz se prodluzuje progrese onemocnéni (San Miguel et al., 2008 ).
Tuto kombinaci pro 1écbu mnohocetného relapsujiciho myelomu doporucil 1 Popat et al.,

(2009) na zéklad¢ zjisténi, ze je pro pacienty bezpecna a vysoce ucinna.
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Navic jsou proteozomalni inhibitory schopny snizit Giroven tzv. multidrug resistance
(MDR) ovlivnénim hladiny P glykoproteinu, ktery tento typ lékové rezistence
zprostiedkovava a zvysit tak cytotoxicky efekt béznych chemoterapeutik jako doxorubicinu
a paclitaxelu (Fujita et al., 2005). Bortezomib a jeho analogy rovnéz maji velky
antimalaricky potencidl, protoze pusobi i proti rezistentnim malarickym kmentim
(Reynolds et al., 2007).

Dle Hideshimy et al.,(2003) bortezomib rovnéz zesiluje expresi proteinu p53 a
MDM2, zaroven vede i k fosforylaci proteinu p53 na misté serinu 15, ktera vede k jeho
disociaci z komplexu p53/MDM2 a tim ho aktivuje. Tato latka rovnéz reguluje signalni
drahu traskripéniho faktoru NF-kB i dilezité proteiny buné¢ného cyklu jako napi. p27 kipl,
p21 wafl/cipl ¢ cykliny (Jung et al., 2004).

Dale i proteiny spojované s apoptdzou jako napt. (Bcl, cIAP, XIAP, Bax). Narusuje
1 jiné bunécné mechanizmy ¢i signalni drahy jako naptiklad p44/42 MAPK drahu, ¢innost
topoizomerazy II-a nebo piepis genl podilejicich se na opravach poskozené DNA. Velikou
vyhodou tohoto 1é¢iva je i to, Ze neinteraguje s proteiny zpusobujicimi mnohocetnou
I€kovou rezistenci, ktera se vétSinou vyvine po neuspésné predchozi 1écbé
(Jung et al., 2004).

Inhibitory proteazomu jsou rovnéz schopny aktivovat apoptické kaspazy navzdory
jejich inhibici antiapoptotickymi proteiny a to vSe nezavisle na p53. Bylo prokazano, ze
bortezomib v zavislosti na dadvce a ¢ase potlacuje expresi HLAI antigent na povrchu bun¢k
mnohocetného myelomu. Coz vede k jejich zvySené lyzi za ucasti NK bun¢k imunitniho
systému (Shi et al., 2008).

Béhem 1€¢by pacienti s mnohoc¢etnym myelomem se ukazalo, ze se vyviji vici
bortezomibu ziskana rezistence a to u vétsiny pacienti lé¢enych monoterapii a tim se
znaén¢ komplikuje jejich dalsi IéCba. Rezistence je nejéastéji zplisobena overexpresi B5-
podjednotky (PSMB35) proteazomu nebo bodovou mutaci ve vazebné doméné této
struktury. Tato rezistence je unikatni, nema zadnou souvislost s mnohocetnou Iékovou
rezistenci (Oerlemans et al., 2008, Lii et al.,2008).

Jako nezadouci U¢inky vyskytujici se pti [é€bé bortezomibem se udava nejéastéji
celkova slabost u 30 % pacientli zatazenych do klinickych studii, dale byly pozorovany
nevolnost, snizena chut’ k jidlu, zacpa, prijem, trombocytopenie, periferni neuropatie,
horecka, zvraceni a anémie. Vedlej$i u¢inky je mozné dobie eliminovat sniZenim podavané

davky nebo uplnym vysazenim 1é¢by (Adams 2004a).
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5.2 Disulfiram

Je slouCenina zndm¢jsi spiSe pod nazvem antabus. Poprvé byl syntetizovan v roce
1881 a pro medicinské védy objeven az kolem roku 1930 (Eneanya et al., 1981) a to diky
svym vedlejsim uéinktim, které zpisobil u délniku v chemické tovarng€, kde se pouzival
jako antioxidant pfi vyrobé gumy. Intoxikace touto latkou se vyhradné projevovala az po
poziti alkoholu. Zhruba o 10 let pozdéji testovali disulfiram Danové Hald a Jacobsen jako
tzv. vermicidni latku uréenou k hubeni parazitickych cervi. Pro jeho schopnost vyvazovat
meéd’ z hemolimfy nizSich organizmt a tim jim znemoznit dychani (Suh JJ et al., 2006).
Disulfiram je rovnéz velice G€inny i proti anaerobnim prvokiim bi¢enkam (7richomonas
vaginalis, Trichomonas foetus) a to dokonce proti kmeniim, které jsou rezistentni viici
metrodiazolu jez se béZné pouZziva v terapii téchto parazitdéz. BohuZzel o molekuldrni
podstaté tohoto plisobeni disulfiramu se autofi jiz nezminuji (Bouma et al., 1998).

Velice brzo po svém objevu se zacal antabus vyuzivat pfi 1écb¢ alkoholikti. Protoze
po poziti byt’ jen nepatrného mnozstvi alkoholu vyvolava intenzivni nepfijemné pocity jako
napf. nechutenstvi, zavrati, zvraceni a rychlé buSeni srdce (Suh JJ et al., 2006). Tyto
nepiijemné vlastnosti jsou zpiisobené hromadénim acetaldehydu po inhibici jaterniho
enzymu aldehyd dehydrogenazy (ALDH), ktery v metabolizmu alkoholu pieménuje
acetaldehyd na acetat (Cvek et Dvotak 2007). Je rovnéZ mozné, ze vysoka uspésnost
disulfiramu pfi [é€bé chronickych alkoholikll ¢asteéné souvisi i s diive neznamymi ucinky
jeho pasobeni na tzv. glutamatové receptory (Nagendra et al., 1997). Dokonce bylo
zjisténo, ze antabus u narkomant zavislych na kokainu snizuje jeho spotfebu. Tato
skutecnost zfejme primarné nesouvisi s metabolizmem alkoholu, ale bude spiSe dana
inhibici enzymu dopamin B-hydroxylazy (Gaval-Cruz et Weinshenker 2009).

Disulfiram mize voln¢ v organizmu vytvaret redukovanou formu dithiokarbamat
nebo tvofit dithiokarbamatové komplexy s kovy (obr.5), které jsou schopné selektivné
zabijet nadorové buiiky (Cvek ef Dvorak 2008). Tyto komplexy mohou volné difundovat
do tkani a dokonce jsou schopny ptekonat i hematoencefalickou bariéru, ktera tvoii bariéru

mezi krvi a mozkomisnim mokem (Suzuki et al., 1997).
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Obr.6- Reverzibilni oxidace disulfiramu na diethyldithiokarbamat a tvorba komplexti
s kovy (Cvek et Dvoték, 2008)

Uplné prvni zprava o klinickém protinddorovém piisobeni disulfiramu byla
publikovana jiz Lewisonem (1977). V této studii byl disulfiram dlouhodob¢ podavan
pacientce s metastdzemi rakoviny prsu v Zebrech, panvi a pateti. Doty¢né pacientka byla
predtim Ié¢ena konvenc¢ni chemoterapii a to do doby, nez se stala siln€ zavisla na alkoholu
a 1é¢ba musela byt pferuSena. Po nasazeni antabusu vymizely metastaze a jeji onemocnéni
se dostalo do stavu Uplné klinické remise.

Recentné bylo také zjisténo, ze dithiokarbamatové komplexy Cu(EtDTC)2a Zn
(EtDTC)2 samovoln¢ vznikaji v organizmu po podani disulfiramu jsou selektivné toxické
pro builkky melanomu. Zine¢naty komplex rovnéz napomohl ke klinické remisi onemocnéni
u pacientky v pokro¢ilém stadiu metastazujiciho melanomu v jatrech, kdy po neuspésné
pfedchozi chemoterapii byla experimentalné pouZita 1é€ba zahrnujici podavani disulfiramu
a glukonatu zinecnatého (Cen et al., 2004a). Velice zajimavé je 1 zjiSténi, ze u bunck
melanomu vyvolalo oSetfeni dithiokarbamatem zvyseni intraceluarni koncentraci médi, coz

vedlo 1 k vysi cyto-toxicité dithiokarbaméatu (Cen et al., 2004b).
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Potencionalni selektivitu pisobeni disulfiranu proti transformovanym bunikam
naznacuji i ¢etna srovnani cyto-toxicit pro nadorové linie a netransformované buiky. Zatim
byla publikovana data napt. pro melanocyty vs. bunécné linie odvozené od melanomu a pro
chronickou myeloidni leukémii oproti mononuklearnim buitkdm lidské periferni krve a déle
na celé fadé bunécnych linii pochézejicich pifimo od pacientd. Disulfiram je u¢inngjsi proti
hematologickym malignitdm nez proti solidnim nadoram. In vitro je velmi G¢inny 1 proti
rakovinam prsu a vaje¢niku (Wickstrom et al., 2007). K obdobnym zavérim dospél i Chen
et al., (2006) u rakoviny prsu.

Dale disulfiram také snizuje hladinu cyklinu A, ktery je nezbytny pfi progresi
bunécéného cyklu v prechodu z G2 do M faze (Brar et al., 2004). Byla rovnéZ prokazana
schopnost inhibovat angiogenezi a to nejen u kufecich embryi. Antabus je schopen potlacit
1 tvorbu novych metastdz pomoci inhibice nddorovych metalo-proteaz stépicich kolagen
(Shiah et al., 2003). Role v indukci apoptdzy je disulfiramu pripisovana i na zékladé
schopnosti naruSeni redoxniho potencialu na membrané mitochondrii (Cen ef al., 2002).
Zabranuje hydrolyze ATP v aktivnich mistech transportnich proteint MRP1a MDRI1 a tak

brani jimi zprosttedkované 1ékové rezistenci (Sauna et al., 2007).

V terapii onkologickych onemocnéni miize byt disulfiram napomocny i diky své
schopnosti blokovat maturaci P-glykoproteinu, ktery slouzi jako membranova pumpa
zprostiedkovavajici rezistenci viici vétsiné konvenénich chemoterapeutik, protoze je
vytlacuje z bunky (Loo et al., 2000). Proto je kombinace disulfiramu napf. z cisplatinou in
vitro u¢innéjsi nez monoterapie. Bohuzel u prob&hnuvsich klinickych testl této kombinace
nebylo protinddorové pisobeni mezi kontrolnimi skupinami pacient statisticky

signifikantni (Kona et al., 2011).
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Bylo zjisténo, ze do apoptdzy vyvolané kombinaci disulfiramu a CuClz je zapojena
mitochondrialni apoptickd dréha reprezentovand zménou poméru ve prospéch Bcl-2 oproti
proteinu Bax. Disulfiram je rovnéZ schopny tvofit reaktivni kyslikové radikaly (ROS), které
indukuji apoptoézu v niz jsou zapojené pro-apoptotické signdlni drahy MAPK (JNKs) a
protein p38. Apoptdza vyvolana reaktivnimi kyslikovymi radikdly byva potlacovana
signalni drdhou NF-kB (Yip et al., 2011). Je také schopny zvratit mnohocetnou rezistenci
u patogennich kvasinek (Candida Albicans), diky reakci s vazebnymi misty transportnich
proteind pro ATP tak i misty pro jejich substrat (Shukla ef al., 2004).

Probéhnuvsi klinické testy na 64 pacientech v USA rovnéz dokézaly, Ze podavani
dithokarbamatu pozitivné ovlivnilo pfezivani u zen s vrozenym rizikem vznika rakoviny
prsu. Po Sesti letech Zilo ve skupiné, berouci dithiokarbamat 81 %, sledovanych Zen oproti
kontrolni skupiné zen beroucich pouze placebo, kde ptezilo pouze 55 % pacientek. Autoti
této studie se vSak myln¢ domnivali, Ze tato latka stimuluje imunitni systém
(Dufour et al., 1993).

Rovnéz by se dalo uvaZzovat o vyuziti disulfiramu jako vedlejsi terapie pokud
bychom vylou¢ili riziko, Ze disulfiram bude kolidovat s hlavni terapii. Dnes v USA
probihaji klinické studie antabusu jako adjuvantni terapie u rakoviny plic a dokonce jako
monoterapie proti rakovindm metastazujicim do jater (Cvek 2011b).

Oproti jinym chemoterapeutikiim se na néj jako na tzv. generikum nevztahuje
patentova ochrana, protoZe je jiz schvaleny ke klinickému uzivani a nemusel by prochazet
sérii klinickych test (Cvek 2010, Cvek 2011a).

Hlavni podstatou protinadorového plisobeni disulfiramu vsak je inhibice proteazomu.
Ptesny mechanizmus této inhibice proteazomu dithiokarbamdaty neni zatim znam.

Za jeden z moznych cilt pasobeni disulfiramu poklada Cvek et al, (2008) tzv. JAMM
domény, jsou nezbytnou funkéni soucasti proteazomu.Tento motiv, presnéji
(JAB1/MPN/34metalloenzyme), obsahuji riizné proteiny vsech isi organizmi. U eukariot
jsou tyto domény zodpoveédné za selektivni hydrolyzu izo-peptidickych vazeb ubikvitinu a
ubikvitin-like proteinti. [zo-peptidazova aktivita proteinli s JAMM doménami hraje hlavni
roli v kli¢ovych bodech regulace v UPS zejména ve viku subcomplexu 19S proteazomu

(Ambroggio et al., 2004, Zhu et al., 2007) .

33



198 regulaéni
Castice obsahuijici:
26S JAMM doménu

Brotezomib specificky
inhibuje

E B
20S rings

© o
g

O

Komplexy
kovi

O O

Deubikvitinace
proteint

Obr. 7- Schématické znazornéni inhibice proteazomu bortezomibem a navrh mechanizmu
inhibice proteazomu pomoci dithiokarbamatovych komplext s kovy prostfednictvim
JAMM domény (Cvek et al., 2008).

Dulezité je i zjisténi, ze JAMM doména je rozhodujici pro deubikvitinaci proteint in
vivo, protoze proteazomy nesouci mutovany JAMM motiv ztraci svoji funkei (Ambroggio
et al., 2004, Zhu et al., 2007). Pro funkci proteazomu je nezbytny deubikvitinaéni enzym
Poh1 obsahujici JAMM motiv, protoZe pro vstup proteinii do jadra proteozomalni ¢astice
20S je nutné, aby tento substrat byl deubikvitinovany (Gallery et al., 2007).

Disulfiram je aktivni i1 proti RING-finger ubikvitin E3 ligdzam, které katalyzuji
specifické pripojeni ubikvitinu na cilovy protein a jejichZ inhibice mize mit za nasledek
napf. stabilizaci proteinu P53. Diky tomu mohou tyto enzymy hrat vyznamnou tilohu
v rozvoji nadorovych onemocnéni (Kona ef al., 2004). To je ¢aste¢n¢ v rozporu

s predstavou nespecifické proteazomalni inhibice a s ni spojeného rozvratu signalnich drah.
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5.3. Dalsi latky inhibujici proteazom

Protoze nékteti pacienti na 1é€bu bortezomibem viibec nereaguji nebo se u nich
vyvine sekundarni rezistence, ptistoupilo se k hledani novych latek s obdobnym t¢inkem.
Kromé bortezomibu byla znama celd fada dalSich sloucenin se schopnosti inhibovat
proteazom. Jedna se o latky bud’ ptirodni, nebo syntetické.

Ze syntetickych latek bych zminil napt. BU-32, coz je diboratovy analog
bortezomibu vykazujici v preklinickych testech dobré vysledky, pfedevs$im proti rakoviné
prsu (Agyin et al., 2009). Nebo CEP-18770 (obr. 8) znamy i pod nazvem (Cephalon)
vykazuje s bortezomidem srovnatelnou uc¢innost a dokonce mize byt podavan peroralné.
Chemicky se rovnéz jedna o threoninovy derivat kyseliny alkylborité. Vykazuje dobré
ucinky v mysich modelech pro lidské solidni nddory a nyni se nachdzi jiz v prvni fazi
klinickych testti (Kuhn et al., 2007, Piva et al.,2008).

Dalsi syntetickou slouceninou je Carfilzomib (obr. 8), coz je latka chemicky
piibuzna s epoxomicinem. Vykazuje vysokou specifi¢nost v inhibici chymotrypsinové
aktivity proteazomu in vitro a je schopny ptekonat rezistenci vii¢i bortezomibu. Diky této
vlastnosti mtize byt Carfilzomib nad¢ji pro pacienty, u nichz se vyvine vySe zminéna
sekundarni rezistence vici bortezomibu nebo pro pacienty, ktefi viibec na 1é¢bu nereaguji
(Kuhn et al.,2007).

Molekuly dalSich dvou zminovanych latek maji velmi atypickou strukturu, protoze
jsou tvofeny bicyklickymi laktonovymi kruhy. Prvnim zéstupcem je pfirodni latka
Salinosporamid A znamy pod nazvem (NPI-0052) nebo Marizomib (obr. 8). Tato latka byla
izolovana z moiské bakterie (Salinispora tropica) a nyni se nachazi v prvni fazi klinickych
testll, protoze se jedna se o silny inhibitor proteazomu s moznym terapeutickym vyuzitim
proti celé fad¢é nadort. Klinické testy této latky probihaji proti mnohocetnému myelomu a
lymfomiim u pacientd, kteii prodélali neuspésnou 1écbu bortezomibem.

Rovnéz neni znam piesny mechanizmus ptusobeni této latky v bunice, ale vzhledem
ke schopnosti inhibovat proteazom se ptfedpokladd, Ze podobné jako bortezomib brani

aktivaci signalni drahy NF-xB (Ahn ef al., 2008).
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Mezi mikrobialni metabolity patii i lactacystin, coz je metabolicky produkt bakterii
rodu (Streptomyces). Na unikatni vlastnosti této latky se ptislo diky tomu, Ze potlacuje
bunécnou proliferaci. Nasledné byl zjistén i mechanizmus jeho plisobeni. Poté se
lactacystin stal Siroce pouzivanou latkou pfi funkénich studiich proteazomu zalozenych na

jeho inhibici. Byl rovnéz prvnim objevenym a velmi specifickym proteozomélnim

i)z
O

inhibitorem (Fenteany ef, Schreiber 1998).

obr.8- Strukturni vzorce klinicky testovanych proteozomalnich inhibitoru:
a) Salinosporamid A, b) Carfilzomib, ¢c) CEP-18770 (Potts et al., 2011)
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Zajimavé bylo také zjisténi, ze zeleny Caj obsahuje derivaty cathechin-3-gallatu
jejichz syntetické analogy siln€ inhibuji proteazom a vykazuji protinddorovou aktivitu in
vitro.Tyto G¢inky vSak nejsou ziejme dany pouze inhibici proteazomi. Zeleny Caj
vykazoval i v epidemiologickych studiich preventivni u¢inky vii¢i malignim onemocnénim.
Stejnych zavért bylo dosazeno i na zvifecich modelech, protoze obsahové latky zeleného
Caje zabranovaly rozvoji celé fady rakovin jako napft. ktize, plic, jater, zaludku, prsu ¢i
tlustého stfeva (Dou et al., 2008).

Dalsi skupinou polyfenolickych latek, které jsou toxické pro nadorové buiky a u
nichz byl prokazan vliv na proteazom jsou nékteré rostlinné flavonoidy napft. luteolin,
apigenin nebo chrysin (obr 9). O protektivnich ucincich flavonoidl bylo napsano jizZ mnohé
a to zejména o jejich antioxidacni aktivité (Dou et al.,2008). Schopnost inhibovat
proteazom miiZze byt podstatou jejich protektivnich G€inku, které byly prokazany
v epidemiologickych studiich tykajicich se vztahu vzniku rakoviny a konzumace ovoce a
zeleniny (Chen et al., 2005, Chen et al., 2007). Dalsi latkou, ktera mé inhibi¢ni U¢inky
Vvuci proteazomu je plisiovy metabolit gliotoxin (obr. 9), ktery inhibuje chymotrypsinovou
aktivitu 20S proteazomu vazbou na non-katalytické misto, zatimco vSechny vySe

zminované latky se vazou do katalytickych mist (Kisselev ez, Goldberg 2001).

b)

Obr.9- Strukturni vzorce dalSich pfirodnich proteozomalnich inhibitoru : a) gliotoxin dle
Kisseleva et, Goldberga (2001) b) luteolin, c) apigenin, d) chrysin dle Dou et a/.,(2008)
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6 CiL PRACE

Cilem mé diplomové prace bylo stanovit cytotoxicity dithiokarbamatovych
komplexli s médi a zinkem, urcit jejich €inek na signdlni drahu NF-kB a proteazom u

bunéénych linii A2780 a A2780cis odvozenych od rakoviny vajecniku.
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7 MATERIAL

7.1 Pouzité nadorové linie
Pro experimenty byly uzity linie odvozené od rakoviny vajecniku epitelidlniho

puvodu. Konkrétné se jednalo o adherentni linii A2780 a A2780CIS s navozenou rezistenci
viici cis-plating.

7.2 Chemikalie

Bortezomib, Millenium Pharmaceuticals

Komlexy diethyldithiokarbamatu Zn(EtDTC)2 a Cu(EtDTC)2, Mgr. Boris Cvek Ph.D.
Trypanova modf, T6146-256, Sigma-Aldrich

Medium RPMI 1640, penicilin/streptomycin a 10% fetalni bovinni sérum, Sigma-Aldrich
Bradfordovo ¢inidlo, B6916 S00ML, Sigma-Aldrich

40% bis Akrylamid, Lot: 080703, Bio BASIC INC.

Running pufr (1,5 Tris-HCI, pH = 8,8)

Cis-platina 479306-1G Sigma-Aldrich

10% APS, A3426, Sigma-Aldrich

TEMED, Bio BASIC INC.,TB0508

Stacking pufr (0,5 Tris-HCI, pH = 6,8)

izopropanol, 20037-ATO, Lach Ner

PVDF membrana, IPVH00010, Millipore

100 metanol, 30637, Lach Ner

Diethydithiokarbamatsodny trihydrat, 22,868-0 Sigma-Aldrich

Ponseau-S, P3504, Sigma-Aldrich

Triton-X 100,37240, Serva

L-glutamin G63921-VL Sigma-Aldrich

Penicilin streptomycin (100x) P11-010 PAA

5% mléko, Laktino, odtuénéné 1,3% tuku/hm, PROMIL
ZnCl2,96468-50G Sigma-Aldrich

CuCl2,307483-100G Sigma-Aldrich
Velikostni marker, Page Ruler Prest.Prot., Fermentas

Substrat pro kifenovou peroxidazu, Santa Cruz

SDS (Sodium dodecil sulfat) 1.3771-100G Sigma-Aldrich
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7.2.1 Protilatky
Anti-ubiquitin Lys 48- specific, clone Apu 2Rabbit monoclonal Lot#L.1409: NG 16389901
Actin (I-19) Lot#K 1408goat polyclonal IgG
NF-«B P65 (A)sc-109 Lot# A2610 Rabit polyclonal IgG
goat anti-rabit [lgG-HRP Lot#L 1409
rabbit-anti-goat IgG-HRP Lot#F2910

7.3 Pouzita média a roztoky

PBS 10x (pH7,4) NaCl 40g, KCl1 1g, Na,HPO, x12 H,O 16,05g, KH,PO, 0,1g

PBS 1x (pH7,4) NaCl 4g, KC10,1g, Na,HPO, x12 H,O 1,605g, KH,PO, 0,01g
Extrakéni pufr A 10x (100 mM HEPES (Ph 7,9), 100 mM KCI, 15 mM NaCl, 5 mM DTT,
(w/v) 1% NP-40

Extrakéni pufr B 1x 20 mM HEPES, 0,42 M NaCl, 0,2 mM EDTA, 1,5mM MgClz, ,5mM
LSB: 0,5 mM Tris (pH 6,8), 100 mM DTT, 2% SDS (w/v), 0,1% bromphenolova modft
(w/v), 10% glycerol

MTT roztok: 3 mg MTT/ml PBS

MTT rozpoustéci roztok: DMSO/ 1% NH3

Tris-glycine-SDS, pufr pro SDS-PAGE 1,92 mM Tris, 200 mM glycin, 0,1% (w/v)

SDS 10%, BIO BASIC INC.

Blotovaci pufr : 50 mM Tris ,40 mM glycin, 0,037% SDS (w/v), 20% methanol, BIO
BASIC INC.

Laemmliho puft: 2,5 ml 4x stacking puft, 4 ml 10% SDS, 2 ml glycerol, 2mg
bromophenolova modi. , BIO BASIC INC.

Barvici roztok s Ponceau S: 0,2% Ponceau S (w/v), 3% TCA, 3% 5-sulfosalicylova kys.
Pro ptipravu roztokl byla pouzita deionizovana voda pfistrojem (Aqua osmotic).
Stacking pufr (0,5 Tris-HCI, pH = 6,8)

Running pufr (1,5 Tris-HCI, pH = 8,8)

10% SDS, L3771 Sigma-Aldrich

10% APS, A3426, Sigma-Aldrich

Dezinfekce 1zorapid, Oro clean chemie

TBS 1x BIO BASIC INC.

Kultivaéni médium: RPMI 1640 + 10% FBS L-glutamin a 1% (Penicilin /Streptomycin)

40



TBS 1x/Tween: TBS 1x+ 0.05% Tween-20 (500ul / 1L)

Zmrazovaci médium: FBS /DMSO (9:1)

Zasobni roztok bortezomibu 3,5 mM/I (w/v) DMSO

Zasobni roztoky Cu(EtDTC)2a Zn(EtDTC)2 v DMSO (20 mM/1). Z divodu nizké stability
byly roztoky komplexi pfipravovany vzdy pred jednotlivymi experimenty z diivodu jejich

nizké stability.

7.4 Pristrojové vybaveni laboratore
Autoklav PS20A Chirana, Ceska republika

Box skiiovy mrazici (-80) SAN Sanyo, Japonsko
Ttepacka Reax top Heindolpoh

Centrifuga spectrafuge 5415R eppendorf, USA
Centrifuga Mini Labnet International, USA
Centrifuga MR221 Jouan, USA

Deep Freezer VXE 380 Jouan, Francie

Dri-blocks 2D Techne, UK

Elektroforéza Bio-rad, USA

Inkubator Contherm, Novy zeland

Laminarni box SafeFASTTop, faster, Italie

Lednice Calex, Ceska republika

Membranova pumpa, KNF-lab, Francie

Mikroskop T2 103411 Olympus, CR

Napétovy zdroj Power station 300, Labnet, USA
Spektrofotometr Tecan, Svicarsko

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

Pipeta multi-kanéalova (30-300 uM) Eppendorf, USA
Pipetovaci néstavec, Brand, Némecko

Pipetovaci néstavec, Labnet, USA

Piistroj na vyrobu deionizované vody, Aqua osmotic, Ceska republika
Spektrofotometr Tecan, Svicarsko

Sucha lazen Accublock, Labnet, USA

Ttepacka Heidolf, Némeck

Véhy KernABS, Némecko
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Viahy AFP 210L, USA

Vodni lazen LabTech, Ceska republika

Vyrobnik ledu F100 Compact, CR

Vyvolavaci automat rentgenovych snimk, Diirr XR 24PRO Diirrdental, Némecko
Zdroj, Labnet USA
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8 PRACOVNI POSTUPY
8.1 Kultivace ovarialnich bunéénych linii A2780 a A2780cis

Vzdy pracujeme ve sterilnich podminkach laminérniho boxu a rovnéz vSechny
pouzité roztoky musi byt taktéz sterilni. Médium a roztok PBS 1x pted praci vZdy ohiejeme

na fyziologickou teplotu 37 °C.

8.1.1 Rozmrazeni bunék

Nejdiive ohfejeme médium ve vodni 1azni na 37 °C, potom vyjmeme zamrazené
bunky z mrazéku (-80 °C) ¢i tekutého dusiku v ptipadé dlouhodobého skladovani. Pak si
odlijeme cca 10 ml média do sterilni falkonky a za pomoci pipety pfeneseme 1 ml média do
kryozkumavky a proplachovanim médiem postupné buiiky rozmrazujeme a prenasime do
malé kultivaéni lahve (25 cm?) a tu umistime do CO2 - inkubatoru (5% COz, 37 °C). Po 24

hodinach vyménime kultiva¢ni médium.

8.1.2 Pocitani bunék

Nejdiive se napipetuje 10 pl do malé eppendortky a poté ptidime 90 pl trypanové
modii. Pipetou promichame bunécnou suspenzi s trypanovou modii, pak odpipetujeme 10
ul do biirkerovy komtrky. Davame pozor, aby byla suspenze nanesena rovnomérné do
obou poli komirky a poté ji zakryjeme krycim sklickem a buiky spocitdime pod
mikroskopem. Nutné je spocitat nejméné 10 ¢tverct ohranic¢enych dvojitou Carou.
Napocitané buiiky v jednotlivych ¢tvercich si zaznamename. Kone¢ny vysledek ziskame
tak, ze soucet z jednotlivych deseti étvercti vydélime 10 a poté toto &islo vynasobime 107,

tak dostaneme pocet bun€k na 1ml.
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8.1.3 Pasazovani bunék

Nadorové linie byly pasaZzovany cca 3x tydné a to po dosazeni konfluence zhruba 90
% na dné kultiva¢ni nadoby. Miru konfluence bun¢k kontrolujeme pomoci inverzniho
mikroskopu. Z kultivaénich 14hvi odsajeme staré medium a proplachneme kultivaéni ldhev
priblizné 6 ml PBS 1x a nasledné vSe odsajeme. Do kultivaéni lahve, dle jejiho obsahu
napipetujeme 0,5 nebo 1 ml trypsinu a nechame 2 min pusobit v inkubatoru pti 37 °C. Pak
miru trypsinizace zkontrolujeme pod mikroskopem, poté na kultiva¢ni nadobu n€kolikrat
poklepeme, aby se podkladu pustily zbylé buiiky. Trypsin zneutralizujeme pfiddnim 4 nebo
9 ml média dle velikosti kultiva¢ni nadoby a resuspendujeme, aby se rozpadly zbylé shluky
a na zaver bunky spocitame. Trypsinizované bunky pireneseme do plastové zkumavky,
centrifugujeme 3 minuty pii 1500 rpm a buniky pouzijeme k experimentim nebo zamrazime
viz nize. Ke zbytku bun¢k v kultiva¢ni nadobé¢ piiddme médium a umistime do CO2
inkubatoru, kult. [dhve pro nebezpeci kontaminace ménime za nové zhruba kazdé tii

pasaze.

8.1.4 UdrZovani rezistence k cisplatiné

U nédorové linie A2780cis je uméle vypestovand snizena citlivost k cisplating,
abychom tuto vlastnost u bunék udrzeli, musime jednou tydné nebo po kazdé tieti pasazi
pfidavat do média v kultivaéni lahvi roztok cisplatiny (25mM) v DMSO, aby kone¢na

koncentrace této latky v médiu odpovidala 1 uM.

8.1.5 Zamrazovani bunék

Ze zkumavky s centrifugovanymi bunkami odsajeme médium a piidame roztok
FBS/DMSO (9:1), poté buniky rychle resuspendujeme a suspenzi co nejrychleji pfemistime
do kryozkumavek, které pfeneseme do mrazéku (-80 °C) nebo je dlouhodob¢ uchovavame

v tekutém dusiku.
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8.2 Stanoveni toxicit pomoci MTT testu

Je jednoduchéd metoda umoziujici detekovat toxicitu latek na bunécné
kultury.Studovana latka se pfidava k bunéénym liniim pfimo rozpusténa v kultivacnim
médiu, které musi byt sérové s ohledem na 24 hodinovou dobu inkubace. V bezsérovém
médiu by doslo k zastaveni bunééného cyklu a takto ziskané vysledky by byly nepiesné.
Podstatou tohoto testu je redukce MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl
tetrazolium bromid) na fialové krystalky formazanu, které jsou ve vod¢€ nerozpustné.
Tato reakce je v nitru bun€k zprostiedkovana dehydrogendzami dychaciho fetézce
mitochondrii. Formazan vznikly uvnitf zivych bunék, které zistaly na dné jamky je
rozpu$tén v DMSO s ptidavkem 1% NH?, coz je silné polarni rozpoustédlo, nasledné
rozpustény formazan spektofotometricky stanovime pfti vinové délce 570 nm. MTT je
redukovan pouze v metabolicky aktivnich butikach, proto hodnoty absorbance odpovidaji
mnozstvi zivych bun¢k, ¢im vyssi absorbance, tim vyssi podil zivych bunék. Tato
metoda vSak neumoziuje rozliSeni jednotlivych typt bunééné smrti
(Berridge et, Tan 1993).

Vysev bunék se provadi pomoci multikandlové pipety na 96 jamkovou mikrotitra¢ni
desticku v poctu cca. 25 000 bunek na jamku v 200 ul média, aby byl jejich pocet
v jamkéch pfiblizné stejny, proto musime médium s buiikami obcas promichat. Pro kazdou
koncentraci studované latky vysivame vzorek vzdy v tripletu. Desticku nechdme
v inkubatoru do druhého dne a zkontrolujeme pod mikroskopem, zda jsou buniky
rovnomérng vysety ve vSech jamkach.

Odsajeme staré¢ médium a ptidame 200 ul nového média se sledovanou latkou. Kromé
zajmovych latek se jesté provadi pozitivni a negativni kontrola, pak kontrola vlivu
pouzitého rozpoustédla. Jako pozitivni kontrolu pouzivame buiiky kultivované pouze
v médiu. Naopak do negativni kontroly pouzijeme 20% roztok Tritonu- X 100 ptidany do
kultivacniho média ve tfech jamkach (630 pl média + 70 pl 20% Tritonu). Poté provadime
kontrolu vlivu rozpoustédla tak, Zze k buiikam pfiddme samotné rozpoustédlo (H20,
DMSO), ve stejné koncentraci jako u vzorkl. Buiikky nechdme inkubovat 24 hodin a po
skonc¢eni inkubace vyklepneme z desti¢ek staré¢ médium, promyjeme 100 pul PBS1x a
nasledn¢ vyklepneme i PBS. Piidame 100 pl média s 10 x fedénym roztokem 3 mg/ml
MTT a nechame inkubovat cca jednu hodinu poté vyklepneme MTT roztok a ptiddme 100
ul smési DMSO + 1% NHs. Lehce proklepneme, aby se formazan 1épe rozpustil v roztoku a

zmétime absorbanci na spektrofotometru pti 570 nm.
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8.3 Priprava vzorku

8.3.1 Izolace nuklearnich extrakti

Izolace nuklearnich extraktl spo¢iva v postupném lyzovani bunék, nejdiive se
lyzuje plazmatickd membrana a nakonec i membrana jaderna. Behem prvniho dne byly
bunky vysazeny na 100 mm Petriho misky (10 ml). Idealni mnozstvi bun¢k pro detekci je
cca 5 miliond. Experimenty byly naplanovany vzdy s negativni kontrolou (netritované
bunky) a pozitivni kontrolou (TNF-a) a dale vzorky tritované sledovanymi latkami. Druhy
den odsajeme staré médium a misky se promyji cca 2 ml PBS 1x, ktery se odsaje. Na
kazdou misku se pfida 10 ml bezsérového média a trituje s adekvatnim mnozstvim
zkoumané latky. Misky se pak vlozi zpét do inkubatoru a nechaji se 20 minut inkubovat
poté se misky vyjmou, od této chvile se pracuje nesterilné¢ mimo prostredi boxu. Médium
se vylije a misky se promyji 2x ledové vychlazenym PBS 1x.

Dale se bunky z misek seskrabnou pomoci Skrabky do 1 ml ledové vychlazeného
PBS a prenesou se do ependorffek, od tohoto momentu provadime vSechny tkoly na ledu.
Vzorky centrifugujeme pii 4.500 rpm, 5 min, 4 °C. Diikladné odsajeme supernatant a
resuspendujeme vzniklé pelety ve 200 ul vychlazeného pufru A a nechdme je inkubovat 15
minut na ledu. Vzorky centrifugujeme pii 12.000 rpm po 10 min za teploty 4 °C. Pro
dikladnou purifikaci zopakujeme tento krok jesté 4-5x. Odsajeme supernatant a pelety
resuspendujeme v 100 pl vychlazeného B pufru, do kterého se tésné pied pouzitim pridava
PMSF (Phenyl Methyl Sulfonyl Fluorid), jedna se o nestabilni proteazovy inhibitor.
Nechame inkubovat 30 minut na ledu a obc¢as zvortexujeme a nakonec centrifugujeme pfi
12.000 rpm po 20 min za teploty 4 °C. Odsajeme supernatant, coz je pozadovana jaderna

frakce a pteneseme ji do nové ependorffky. Vzorky skladujeme v mrazéku piti -80 °C.
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8.3.2 Izolace cytoplazmatickych proteini

Izolace cytoplazmatickych proteinti probiha zlyzovanim plazmatické membrany.
Béhem prvniho dne byly buiiky rovnéz vysazeny na 100 mm Petriho misky (V=10 ml).
Oproti piedchazejicimu navodu byl vysev pro detekci ubikvitinovanach proteint
s cytoplazmatickych extrakti provadén v mnozstvi cca 450-500 tis. bun¢k na kultivacni
misku, aby bylo mozné stanovit rozdil mezi pozitivni a negativni kontrolou. Experimenty
byly navrzeny s negativni kontrolou (netritované bunky) a pozitivni kontrolou
(bortezomib), pak vzorky tritované sledovanymi latkami.

Druhy den odsajeme staré médium a misky se promyji cca 2 ml PBS 1x, ktery se
rovnéz odsaje. Na kazdou misku se pfida 10 ml (sérového) média dle potieby experimentu
a trituje s adekvatnim mnozstvim zkoumané latky. Misky se vlozi zpét do inkubatoru a
nechaji se 1-6 hodin inkubovat, od této chvile se pracuje nesteriln€ mimo prostiedi
laminarniho boxu. Médium se vylije a misky se 2x promyji ledové vychlazenym PBS 1x.
Misky byly vlozeny zpét do inkubatoru, kde se nechaji stanoveny ¢as inkubovat. Po 20
minutdch se misky vyjmou, od této chvile se pracuje nesterilné mimo prostfedi boxu.
Médium se vylije a misky se 2x promyji ledové vychlazenym PBS 1x. Buiiky se oddéli
z misek a seSkrabnou se do 1 ml ledové vychlazeného PBS 1x a ptenesou do ependorffek,
od této chvile jiz vSechny ukoly provadime na ledu. Vzorky centrifugujeme pii 4.500 rpm,
5 min, pfi 4 °C. Diikladné odsajeme supernatant a resuspendujeme vzniklé pelety ve 200 pl
vychlazeného pufru A a nechame inkubovat 15 minut na ledu. Poté vzorky centrifugujeme
pti 12.000 rpm po 10 min a teploté 4 °C. Odsajeme supernatant a pieneseme do nové

ependorffky. Vzorky skladujeme v mrazaku pii -80 °C.
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8.3.3 SDS-PAGE a western blot
Nejprve si ptipravime gel pro SDS-PAGE dle (Tab. 1), jako posledni vzdy

pfidavame APS, aby nedoslo k pfed¢asnému ztuhnuti. Po naliti d¢liciho gelu se zbavime
bublin za pomoci 20 pl izopropanolu, ktery nasledné vyplachneme deionizovanou vodou a
teprve poté nalijeme i zaostfovaci gel a do aparatury umistime hiebinek. Do jamek

v stacking gelu naneseme vyizolovatné proteiny ve stejném mnozstvi 45 pg (koncentrace
stanovena dle metody Bradfordové) a velikostni marker (Page Ruler) pro SDS-PAGE.

V dalsim kroku byl gel v aparatufe zalit migracnim pufrem a pfipojen k elektrickému

zdroji.

Tab. 1- Rozpis komponent na ptipravu 8% akrilamidového gelu pro SDS-PAGE

komponenta delici gel zaostfovaci gel
deionizovana voda 5,4 ml 2,56 ml
akrylamid (40%) 2 ml 0,4 ml
Running/stacking pufr 2,5 ml 1 ml

10% APS 100 pl 30 ul
10% SDS 100 pl 40 pul
TEMED 10 pl 6 ul

Nésledna separace probihala nejdiive pii napéti 350 V a proudu (10 mA/gel) mA za
10-15 minut byl nasledné proud zvySen na (20 mA/gel) mA po dobu ptiblizné¢ 70 minut. Po
ukonceni elektroforézy byly gely vyjmuty a vloZeny do blotovaci aparatury mezi dvé
dvojice filtranich papirt a podlozeny membranou, aby smétovala v aparature pro transfer
proteind k anod¢ na membranu. Membrana byla nejprve hydratovana v methanolu a
deoinizované vodé, a nakonec v transferovém pufru. Poté byla vlozena s gelem do

transferové aparatury chlazené ledem.
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Po zapojeni k zdroji pfenos probihal pti napéti 130 V a proudu 350 mA po dobu 75
minut. Na membrany s pfenesenymi proteiny byly naneseny nejdiive primarni protilatky v
5% suseném mléce rozpusténém v TBS/Tween na dobu 2-3 hodin inkubovény na tfepacce.
Po inkubaci byly membrany tiikrat promyvany, vzdy po dobu alesponi 10 minut v Cistém
TBS/Tween pufru. Nasledovala inkubace membran se sekundarnimi protilatkami
znacenymi kienovou peroxidazou v 2,5% mléce v TBS/Tween po dobu 1 hodiny a
opctovném trojnasobném promyti. Na membranu byly aplikovany chemoluminiscen¢ni
reagencie. Po 2 minutéch ptsobeni byl pfebyteény roztok odstranén a membrany byly
vloZeny mezi folie a uzavieny do specialnich neprithlednych desek. Vznikly signal byl
zobrazen pfes exponované rentgenové filmy, které byly v temné komote vyvolany ve
specidlnim pfistroji. Pro kontrolu, zda je ve vzorcich pfitomno stejné mnoZzstvi proteinti byl

soucastné se vzorky detekovan také B-aktin 43 kDa.
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9 VYSLEDKY

9. 1 Stanoveni cytotoxického cinku Cu(EtDTC)2, Zn(EtDTC)2 a
bortezomibu, CuClz2, ZnCl:2 a diethyldithiokarbamatu

Cytotoxicitu téchto latek jsem stanovil vii¢i ovaridlnim bunéénym liniim A2780 a
A2780 cis prosttednictvim MTT testu. Pied vlastnim stanovenim toxicity pfedchazela
kultivace bunék v kultivacnich lahvich tak, aby dosahly potfebné konfluence. V ptipadé
cisplating rezistentni linie musela byt navic udrzovana rezistence tim, ze k bunkam byla
vzdy po tieti pasazi ptidana cisplatina, aby jeji vysledné koncentrace v kultiva¢ni lahvi
dosahla (1 uM/1). K samotnému stanoveni toxicit k cisplating rezistentni linii byla vybrana
pasaz pred pridanim cisplatiny. Rozsah testovanych koncentraci pro dithiokarbamatové
komplexy byl zvolen dle doporuceni Borise Cveka od 1 do 15 pM/I. Po nasledném piidani
MTT byla absorbance odpovidajici zastoupeni zivych bun¢k v jamce zméfena na
spektrofotometru pii 570 nm. Jako pozitivni kontrola byly brany tfi jamky, ve kterych bylo
k buiikdm ptidano pouze rozpoustédlo, které bylo pouzito u vzorku. Pouze v takovém
fedéni, aby dosahovalo u vody maximalné 1% a v ptipadé DMSO 1%o roztoku, protoze by
vyssi koncentrace rozpoustédla mohla negativné ovlivnit experimenty. Aritmeticky pramér
téchto tfi jamek byl rovnéZz bran jako 100 % vici buitkam, které byly ovlivnény
testovanymi latkami. Rozdil mezi kontrolou pro rozpoustédlo a tripletem jamek, kde bylo
pfidano pouze médium se béhem experimenti pohyboval maximaln€ do 15 %.

Z tabulek (tab. 2 a 3) je patrné, Ze bortezomib a testované komplexy vykazuji silny
cytotoxicky efekt. K nejvétsimu snizeni variability doslo plisobenim bortezomibu pfi
nizkych koncentracich u obou ovarialnich liniich (A2780 = 0,99 uM/1, A2780cis = 0,7
uM/1). Také cytotoxické ptisobeni Cu(EtDTC)2, Zn(EtDTC):2 a bortezomibu bylo velmi
podobné u obou bunéénych linii. Pro srovnani zine¢naty komplex (IC50: A2780 = 4,4
uM/1, A2780cis = 6,2 pM/1) a poté nasledoval i komplex médi (IC50: A2780 = 5,2 uM/I,
A2780cis= 6,1 uM/1). Oproti tomu chloridy vykazovaly nesrovnateln¢ nizsi toxicity a u
dietyldithiokarbamatu se koncentrace IC50 nachéazela za hranici rozpustnosti této latky
v médiu (>200 uM/1), kterou jsem urcil jako koncentraci, pti niZ v jamkach mikrotitra¢nich
desticek po 24 hodinové kultivaci, vznikly krystaly nerozpusténé latky rozeznatelné

mikroskopem
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Tab. 2- Stanovené hodnoty (IC 50) v uM/1 po 24 hodinach inkubace s bunécnou linii

A2780 (ti1 nezavislé experimenty).

latka IC50 uM prGmér SD
disulfiram >200 >200 >200 - -
Zn(EtDTC)2 3 4.1 59 44 1,4
Cu(EtDTC)2 6 41 5,63 5,2 1
ZnCl2 467 533,5 568 523 51,3
CuCl2 416 437 543 465,3 68,2
bortezomib 0,77 1,23 0,98 0,99 0,2

Tab. 3- Stanovené hodnoty (IC 50) v uM/1 po 24 hodinach inkubace s bunécnou linii
A2780cis (tf1 nezavislé experimenty).

Latka IC50 uM primér SD
disulfiram >200 >200 >200 - -
Zn(EtDTC)2 6,6 7,5 4,6 6,2 1,5
Cu(EtDTC)2 4,8 57 7,8 6,1 1,6
ZnCl2 577 648 355 526,7 152,8
CuCl2 936 555 581 690,7 212,7
bortezomib 0,76 0,83 0,64 0,7 0,1
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9. 2 Nepiimé stanoveni inhibice proteazomu

Miru inhibice proteazomu jsem nepifimo stanovil na zaklad¢ akumulace
polyubikvitinovanych proteinti, které nebyly degradovany proteazomem v bunéénych
lyzatech. Polyubikvitinované proteiny byly detekovany z bunécnych lyzati pomoci
imunoblotu, pfi kterém byla pouzita specificka protilatka oproti (Lys48), ptes ktery jsou
navzajem vazany polyubikvitinové fetézce. Provedenym experimentim piedchézela dlouha
optimalizace, zejména co se tycCe pozitivni a negativni kontroly. Jako pozitivni kontrola byl
pouzit bortezomib v koncentraci 3,5 uM/1, jako negativni kontrola poslouzily ni¢im
netritované buiiky. Diky vysoké konfluenci bun¢k bylo i v negativni kontrole pfitomné
velké mnozstvi polyubikvitinovanach proteinti. Dale zalezelo i na koncentraci priméarnich a
sekundarnich protilatek, aby nedochazelo k nespecifickym vazbam. Jako nejlepsi se mi
ukézala koncentrace protilatek anti (Lys48) ubikvitin 2 000x v 5% suseném mléce
rozpu$téném v TBS/tween. Koncentrace sekundarni anti-rabit protilatky 2 000x v 2,5%
mléce rozpusténém v TBS/tween. Nejdiive se ubikvitinované proteiny hromadily, v ptipadé
bortezomibu, a to po jedné hoding (obr. 10). Znatelnou akumulaci jsem pozoroval u
Cu(EtDTC)2 po 4 hodinach(obr. 11) s nejlepSim vysledkem pii Sestihodinovém treatmentu
(obr.12). U Zn(EtDTC)2 je narust ubikvitinovanych proteinil vii¢i kontrole jen nepatrny.

. e s, Al tin

Tyto vysledky byly piiblizné shodné pro ob¢ linie.

a) b)

ZnET CuaET Kon. Bort.

ZnET CuET Kontrola Bortezomib

Obr. 10 - Akumulace ubikvitinovanych proteinti po 1 hodin¢ inkubace s bortezomibem,
Cu(EtDTC)2a Zn(EtDTC)2 o koncentracich (3,5 uM/1, 5 uM/1, 5 uM/1,) u nadorovych linii
a) A2780, b)A2780 cis
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Bort. Kontrola CuET ZnET
—— ——— — o TE1ID

ZnFr CoFT Komrola Bortezomib
Obr. 11 - Akumulace ubikvitinovanych proteinti po 4 hodinach inkubace s bortezomibem,

Cu(EtDTC)2a Zn(EtDTC)2 o koncentracich (3,5 uM/1, 5 uM/1, 5 uM/1,) u naddorovych linii
a) A2780, b)A2780cis

T ———

ZnET CuET Kontrola Bortezomib

Bortezomib Kontrola CuET ZnET

Obr. 12 - Akumulace ubikvitinovanych proteinii po 6 hodinach inkubace s bortezomibem,
Cu(EtDTC)2a Zn(EtDTC)2 o koncentracich (3,5 uM/L, 5 uM/1, 5 uM/1,) u nadorovych linii
a) A2780, b)A2780cis
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9. 3 Akumulace v ubikvitinovanych proteini v zavislosti na mnozstvi
bunék

Akumulaci ubikvitinovanych proteinil jsem urcil jako v pfedchozim piipad€é pomoci
imunoblotu. Rovnéz i fedéni protilatek bylo obdobné jako v pfedchazejicim experimentu.
Buiiky jsem ni¢im netravil a jenom jsem je vysel na kultiva¢ni misky v rizném poctu
(500tis. oproti 2 mil. bun€k) na kultiva¢ni misky o objemu 10 ml. Poté jsem po 24
hodinové¢ kultivaci buniky lyzoval stejné€ jako u vSech téchto experimenti pomoci A-B pufri
a zméfil koncentraci proteinti v lyzatu metodou bradfordové a za stejné koncentrace byly
naneseny na SDS-PAGE. Poté byly pomoci specifickych protilatek proti (Lys48)
detekovany rozdily v mnozstvi ubikvitinovanych proteinti u vzorkt s rtiznou konfluenci

bunék (obr.13).

Obr. 13- Akumulace ubikvitinovanych proteinti v zavislosti na koncentraci bun¢k na
kultivacni misce
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9.4 Vliv Cu(EtDTC)2 a Zn(EtDTC)2 na aktivaci signalni drahy NF-xB

Vliv na signalni drahu NF-kB byl stanoven z jadernych lyzat po 20 minutovém
pusobeni komplexii s kovy v bezsérovém médiu buiky. Jako pozitivni kontrola byl pouzit
TNF-o v mnozstvi (0,05 ng) a jako negativni kontrola slouzily ni¢im netreatované bunky.
Inducibilni faktor NF-kB byl posléze detekovan na imunoblotu pomoci specifické
protilatky proti proteinu p635, ktery je jako soucast diméru NF-kB translokovan do jadra pti
aktivaci této drahy. Rovnéz bylo zasadni optimalizovat si poméry fedéni primarni a
sekundarni protilatky, aby nebyl pfili§ slaby signal nebo nedochazelo k nespecifickym
vazbam. Jako nejlepsi se ukazalo fedéni protilatek anti-(p65) 500x v 5% mléce
rozpusténém v TBS/tween a koncentrace sekundarni anti-rabit protilatky 2 000x v 2,5%
mléce rozpusténém v TBS/tween. Po dvacetiminutové expozici komplextim prokazatelné
aktivoval signélni drdhu NF-xB pouze Zn(EtDTC):2 a pti koncentraci (5 pM) a to u obou
bunéénych linii (obr.14).

a) b)
« 72 KDa '-vﬁ = ‘rl I-Ir- 72 KDa
65 KDa . E e 65 KDa
- “ "
P v y ~ =55KDa
é NS
- Aktin
Aktin

TNFa FKontrola CuET ZnFT

TNFa Kontrola CaET ZnFT

Obr.14 - Aktivace signalni drahy NF-xB po 20 minutové inkubaci s komplexy
v bezsérovém médiu u nadorovych linii a) A2780, b) A2780cis
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9. 5 Inhibice signalni drahy NF-kB pomoci komplexii a bortezomibu
Inhibice signalni drahy NF-xB byla stanovena pomoci experimentd, pti kterych byly
buniky nejdfive po jednu hodinu vystaveny ptisobeni Cu(EtDTC)2, Zn(EtDTC)2 a
bortezomibu pfi koncentracich (5 uM/1, 5 uM/1, 3,5 uM/1) a po vymyti téchto latek PBS 1x.
Buiiky byly vystaveny po dvacet minut pisobeni TNF-a jako v pfedchozim experimentu.
Vysledky ukazaly, ze po hodinovém ptsobeni vSechny tyto latky dokazi zabranit jaderné
translokaci NF-kB (obr.15), kterou neni poté schopen vyvolat ani aktivator této signalni
drahy TNF-a. (0,05 ng). Koncentrace protilatek byly obdobné jako v predchozim piipadé.

Bohuzel z ¢asovych diivodii byl tento experiment proveden jen na linii A2780.

= 72 KDa
N - ¥Da

= 55 KDa

| n— | rrE—— | — e A ktin
ZnFT CaFET Bortezomib Kontrola
Obr.15 - Inhibice signalni drahy NF-«B po hodinové inkubaci s Cu(EtDTC)2, Zn(EtDTC)2

a bortezomibu v bezsérovém médiu, po kterém nésledovalo 20 minutové ptasobeni TNF-a
u nadorové linie A2780
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10. DISKUZE

V praktické ¢asti diplomové prace jsem stanovil toxicity pomoci MTT testu po 24
hodinovém piisobeni bortezomibu, diethyldithiokarbamatu sodného, dithiokarbamatovych
komplexti s kovy ( Cu(EtDTC)2, Zn(EtDTC)2) a chloridli (CuClz, ZnCl2) na bunééné linie
A2780 a A2780cis odvozené od rakoviny vajec¢niku. Poté byly ze zavislosti viability na
koncentracich testovanych latek stanoveny hodnoty IC50, ze kterych vyplyva, ze viici
obéma ovaridlnim liniim byl nejucinnéjs$i bortrezomib, nasledovéan dithiokarbamatovymi
komplexy zinku a médi tab. 1-3). Tyto dvé latky vykazovaly vysokou toxicitu oproti svym
prekurzoriim: chloridim (CuClz, ZnCl2) a diethyldithiokarbamatu sodného.

Z vysledkt také vyplyva, ze ziskana rezistence vici cisplating pfili§ neovliviiuje
toxicitu proteozomalnich inhibitord v porovnani mezi standardni linii A2780 a od ni
odvozené linie A2780cis rezistentni vii€i cisplatin€. Rezistence viici cisplatiné mtize byt
déana jednak refluxem molekul cisplatiny z bun¢k nebo zvySenym mnozstvim nékterych
sloucenin jako napft. glutathionu, ktery je schopny cisplatinu chemicky inaktivovat, ale také
zménou v expresi regulacnich proteinti (Kartalou ef Essigmann 2001). V této souvislosti je
znamo, ze klasicka chemoterapie kombinovana s proteozomalnimi inhibitory snizuje
uroven ziskané rezistence nadorovych bunék proti chemotherapii, a tim i zlepSuje ucinek
spolecné podavanych latek oproti monoterapii, jak publikovali napt. (Wagenblast et al.,
2008, Jandial ef al., 2009). V piipadé cisplatiny a disulfiramu byl publikovan i fakt, ze
disulfiram pii spolecném uzivani s cisplatinou snizuje jeji nefrotoxicitu. (Berry et al., 1900,
Bouvet et al., 2006). Tato vlastnost nemusi byt ddna pouze chemickou inaktivaci
disulfiramem, ale 1 schopnosti proteazomalnich inhibitora snizit trovei cisplatinou
vyvolané nefrotoxicity. Jak dokézal na molekularni trovni Liu et al, (2010), a proto by
nebylo vibec od véci ovétit jeho vysledky i v piipadé€ dithiokarbamatovych komplexi.

Ziskané vysledky naznacuji, ze testované proteozomalni inhibitory mohou byt
uzitené pii 1éCbe nadorh rezistentnich viici cisplating i dalsim chemoterapeutikiim, protoze
jsou schopny zvratit rezistenci viici chemoterapii zprostfedkovanou P- glykoproteinem
(Awada et al., 2008, Berenson et al., 2006, Fujita et al., 2005).

Nejvyssi cytoxicitu vici obéma liniim vykazoval bortezomib a byla zhruba 5x vyssi,
nez v piipadé studovanych komplexd, ale 1 pfes to mohu tvrdit, ze diky hodnoty IC50
bortezomibu i dithiokarbamétovych komplexti s médi a zinkem pohybuji v pfiznivych

terapeutickych koncentracich (DeGeorge ef al., 1998).
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Pro kontrolu jsem stanovil pomoci MTT testu i toxicity chloridi (CuClz, ZnCl2) a
diethyldithiokarbamatu sodného, coz jsou prekurzory diethyldithiokarbamétovych
komplext s kovy.Toxicita chlorida (CuClz, ZnCl2) ve srovnani s dithiokarbamatovymi
komplexy téchto kovl byla nesrovnatelné nizsi (tab. 2 a 3). Nepodafilo se mi stanovit
toxicitu diethyldithiokarbaméatu sodného, protoze hodnota IC50 této latky lezi za hranici jeji
rozpustnosti v médiu.

O tvorbe¢ terapeuticky zajimavych organokomplexi v télnich tekutinach svédci napf.
zvySena toxicita disulfiramu v médiu obohaceném médi (Cen et al., 2004ab, Brar et al.,
2004). Nebo schopnost Cu(EtDTC):2 prostupovat hematoencefalickou bariéru
(Suzuki et al, 1997).

Miru inhibice proteazomu jsem stanovil nepiimo pomoci detekce akumulovanych
ubikvitinovanych proteinli western blotem. Zasadni problém jsem béhem experimenti mél
s kontrolami, protoze v negativni kontrole bylo stale pfitomno velké mnozstvi
ubikvitinovanych proteinti, diky nimz neslo rozlisit negativni od pozitivni kontroly.

Ke stejnym zavértim jsem dospél 1 v ptipad¢ jinych bunécénych linii. Tento problém
s kontrolami se mi po ¢ase podafilo odstranit vysevem malého poctu bunék (450-500 tis.)
na kultiva¢ni misky.

V dalsich experimentech, které vsak jiz nebyly pfedmétem mé diplomové prace
jsem rovnéz pozoroval variabilni hladiny polyubikvitinaci proteinti v riznych lidskych
nadorovych liniich (A2780, LS174T, Skhepl, HepG2), ale i zavislost mnozstvi
ubikvitinovanych proteinti na poc¢tech vysévanych bunék. U jaterni linie HepG2, ktera
roste jakoby v trsech jsem dokonce diky vysoké hladin€ ubikvitinovanych proteint nebyl
schopen viibec detekovat rozdil mezi pozitivni a negativni kontrolou. Domnivam se, ze
pfi€ina, pro¢ se mi nedafilo ur€it miru inhibice proteazomu, nejen u bunééné linie HepG2 je
zavislost mnozstvi ubikvitinovavanych proteinti na konfluenci bunék, coz ziejmé souvisi
s regulaci buné¢ného ristu. Rovnéz by bylo do budoucna zajimavé porovnat ubikvitinovy

patern lidskych tkani ve srovnani s malignitami totozného tkanového ptivodu.
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Co se tyCe experimentt s ovaridlnimi liniemi, nejvyssi mira akumulace
ubikvitinovanych proteinti byla pozorovana u bortezomibu, nizsi hladiny
polyubikvitinovanych proteind byly pfitomny u Cu(EtDTC)2 a pouze nepatrny nartst byl
pozorovan u Zn(EtDTC)2. Po hodinovém ptisobeni této latky byl nartist mnozstvi
polyubikvitinovanych proteina patrny pouze v piipadé bortezomibu, zatimco u méd’natého
komplexu doslo k podstatné slabsi akumulaci polyubikvitinovanych proteint teprve po
ctyfech hodinach. Naopak u zine¢natého komplexu nebyla akumulace pozorovana takika
vubec ani v delSich ¢asovych intervalech. Tyto vysledky jsou opét shodné pro obé bunécné
linie.

Bohuzel z téchto vysledki nemohu dokazat, zda je skute¢né v ptipad€ bortezomibu
inhibovana chymotrypsinova aktivita proteazomu, nebo Ze komplexy dle predpokladu
Cveka et al, (2008) intereaguji s JAMM doménou enzymu vika proteazomu, a tim ho
inhibuji. Rozdily v intenzité signalu bortezomibu a méd’natého komplexu mtizou byt
zpusobeny odlisSnym ucinkem obou latek na 26S proteazom. Rovnéz se nabizi otdzka, zda
v pripad¢ dithiokarbamatovych komplext i bortezomibu nemuize byt inhibovana i jind nez
»chymotrypsin like* aktivita proteazomu, protoze vyse uvedené vysledky nasvédcuji, bud’
rozdilnému piisobeni téchto sloucenin na 26S proteazom, anebo Cu(EtDTC)2 mize
inhibovat 20S proteazom podobné jako bortezomib, ale pouze s mnohem niz§i afinitou k
20S.

Otazkou zlistava, pro¢ se ubikvitinované proteiny hromadi nejdiive po piisobeni
bortezomibu. Cvek et al., (2008) uvadi, ze oba komplexy inhibuji u¢innéji 26S proteazom
nez samotny 208, a proto je mozné, Ze bortezomib naruSuje strukturu proteazomu daleko
vice a diky tomu se i rychleji hromadi polyubivitinované proteiny néz v ptipadé
Cu(EtDTC)2. Vysvétleni vidim ve schopnosti disulfiramu inhibovat ubikvitin ligazy (E3)
obsahujici RING domény, jejz inhibice miize zptisobovat niz§i akumulaci
ubikvitinovanych proteinti oproti bortezomibu (Kona et al., 2011)

Jaderna translokace inducibilniho faktoru NF-«kB (p65) byla aktivovana u obou linii
po 20 minutovém pusobeni Zn(EtDTC)2. V téchto vysledcich se shoduji s Cvekem et al.,
(2007). Zjisténa skutecnost, ze zineCnaty komplex aktivuje signdlni drahu NF-kB odporuje
obecné piedstaveé o inhibi¢nim plsobeni proteozomalnich inhibitori na NF-kB (Cvek et

Dvorak 2007). Jaderna translokace po jeho dvaceti minutovém ptisobeni Zn(EtDTC)2
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nemusi znamenat iniciaci exprese cilovych geni a odpovida i zjisténi, ze cela fada

chemoterapeutik zplisobuje jadernou translokaci NF-xB (Bharti er Aggarwal 2002).

Vyznamnéj$im faktem je, Ze po hodinovém pusobeni Zn(EtDTC):2 se nepodaftilo
signalni drahu NF-kB aktivovat ani naslednym dvacetiminutovym ptisobeni TNF-a, coz
pravdépodobné svéd¢i o tom, Ze zine¢naty komplex inhibuje proteazom (Cvek ef al., 2008)
a diky tomu blokuje jadernou translokaci NF-kB (Cvek et Dvorak 2007).

Naproti tomu Cu(EtDTC)2 po 20 minutové expozici jadernou translokaci NF-xB
nespoustél a pii hodinové expozici nasledovanou pisobenim TNF-a se nepodafilo spustit
jadernou translokaci stejné€ jako v ptipadé Zn(EtDTC)2. Tyto vysledky se shoduji se zavéry
Yipa et al., (2011), ktery pomoci disulfiramu pfidaného do média obohacené¢ho médi
inhiboval signalni drahu NF-kB u bunécné linie s jeji konstitutivni aktivitou.

Nemohu také zodpovédet otazku, pro¢ se ubikvitinované proteiny nehromadi po
expozici ovarialnich bun€k zine¢natému komplexu, ktery dle vlivu na NF-kB 1 dle zavért
Cveka et al., (2008) proteazom inhibuje. Burger et al., (2005) vSak dokazal, ze disulfiram je
schopen inhibovat 1 ubikvitin ligazy E3 obsahujicich ve své struktufe RING doménu.
Domnival se vSak, ze tato vlastnost je zptisobena chelataci zinku z bunék.

JestliZze by zine¢naty komplex inhiboval ubikvitin ligazy (E3) obsahujici RING
domény, tak by prace Burgera et al., (2005) mohla ¢astecné vysvétlovat, pro¢ se v buiikach
nehromadily ubikvitinované proteiny v dlisledku inhibice proteazomu. Bohuzel diky
velkému poctu nejriznéjsich ubikvitin ligdz (E3) nemusi inhibice jedné skupiny téchto
enzymu blokovat signalni drahu NF-«xB ani vést k akumulaci polyubikvitinovanych
proteint.

Diivod, pro¢ se nepodatilo po piisobenim Zn(EtDTC):2 aktivovat signédlni drahu NF-
kB pomoci TNF-a mize byt zptisoben i inhibici ubikvitin ligaz (E1), které prokazatelné
inhibuje chemicky blizké sloucenina dimethyldithiokarbamat zine¢naty, coz by mohlo
vysvétlovat, pro€ se v disledku inhibice proteazomu nehromadily polyubikvitinované
proteiny (Choua et al., 2008).

Pokud by Zn(EtDTC)2 zabranoval pouze procesu ubikvitinace, mé¢lo by to na
signalni drahu NF-«B stejny dusledek jako v ptipadé inhibice proteazomu. Nehromadily by
se ubikvitinované proteiny a v disledku snizené ubikvitinace by nebyly degradovany [-kB a
proto by nedochézelo k jaderné translokaci NF-kB (Shembade et a/.,2010). Vliv

Zn(EtDTC)2 na ubikvitina¢ni kaskadu by se dal dokazat nizsi pfitomnosti ubikvitinovanych
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proteinti po ovlivnéni bunék Zn(EtDTC)z2, nasledovanym piisobeni proteozomalniho

inhibitoru napft. bortezomibu.
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11 ZAVER

V ramci diplomové prace byly splnény nésledujici cile: vypracovani literarni reSerse
na téma proteazom, proteazomalni inhibitory, jejich vliv na signalni dréhu NF-kB a pouziti
pfi terapii nddorovych onemocnéni se zaméfenim na rakovinu vajecniku.

V praktické ¢asti byly otestovany dithiokarbamatové komplexy se zinkem a médi,
bortezomib, diethyldithiokarbamét sodny a chloridy ptislusnych kovii (CuClz, ZnCl2) na
ovarialnich nadorovych liniich A2780 a A2780cis. Jejich cytotoxické ucinky byly
porovndny navzjem a také s bortezomibem. Tyto latky vykazovaly rizny cytotoxicky
ucinek, ale v porovnani mezi liniemi A2780 a A2780cis se témér nelisily. Nejvyssi
cytoxicitu pro ob¢ ovaridlni linie vykazoval bortezomib, jehoz IC 50 ¢inila (A2780 = 0,99
uM/1, A2780cis = 0,7 uM/1). Poté nasledoval zine¢naty komplex (IC 50: A2780 = 4,4 uM/I,
A2780cis = 6,2 uM/l) a méd’naty komplex (IC 50: A2780 = 5,2 uM/1, A2780cis= 6,1
uM/1). Jako kontrolu toxicity kovi, které jsou soucasti testovanych komplexi jsem kvili
rozpustnosti pouzil chlorid zine¢naty a méd’naty. Chloridy vykazovaly cytotoxicky ucinek
pro obé bunééné linie az pii vysokych koncentracich: ZnCl2 (IC 50: A2780 = 523 uM/I,
A2780cis = 526,7 uM/1), CuCl2 (IC 50: A2780 =458 uM/1, A2780cis = 690,7 uM/1). Jako
druhou slozku komplext jsem testoval diethydithiokarbamat sodny, ktery samovolné
vytvaii komplexy s kovy, ale samostatné nevykazuje cytotoxicky efekt ani do hranice své
rozpustnosti v médiu (200 pM/1).

Dale byl ur¢en vliv dithiokarbamatovych komplexti s kovy na signdlni drahu NF-xB
respektive na (p65), jehoz jadernou translokaci po 20 minutovém ptisobeni aktivoval u
obou bunéénych linii pouze Zn(EtDTC)2 pti koncentraci (5 pM/I). Naproti tomu po
hodinovém piisobeni komplexti a bortezomibu na buiiky nasledovanou 20 minutovou
expozici TNF-a, byl NF-kB pfitomen jen v jadie u pozitivni kontroly (bun¢k ovlivnénych
pouze TNF-a), coz naznacuje schopnost obou komplext inhibovat proteazom.

Nakonec jsem nepiimo stanovil aktivitu 26S proteazomu pomoci detekce akumulace
polyubikvitinovanych proteinli imunoblotem po ovlivnéni bun¢k komplexy kovl a
bortezomibem. Zjistil jsem, ze k nahromadéni ubikvitinovanych proteinit dochazi
v piipade bortezomibu (3,5 uM/1), mirngjs$i akumulace byla pozorovana u Cu(EtDTC)2 pfi
(5 uM/1) a pouze nepatrnou akumulaci ubikvitinovanych proteinli jsem zaznamenal pfti
stejné koncentraci u Zn(EtDTC)2. Nejlepsich vysledka bylo dosazeno po 6 hodinach
treatmentu a tyto vysledky se mezi liniemi prakticky neliSily, cozZ mize byt dano jejich

vzajemnou blizkosti. Méd’naty komplex, ktery vykazoval lepsich vysledk pfi nepfimém
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stanoveni miry inhibice proteazomu je v soucastné dob¢ zatazen do klinickych test

probihajicich v USA.
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12 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ALDH - Aldehyd dehydrogenéza

APS - Amoniumpersulfat

ATP - Adenosintrifosfat

BRCAI - breast cancer type 1

BRCAZ2 - breast cancer type 2

CA-125 - cancer antigen 125

CEP-18770 - Cephalon

CT - Computed Tomography, vypocetni tomografie

Cu(EtDTC):2 - Diethyldithiokarbamat médnaty

DMSO - Dimethylsulfoxid

DNA - Deoxyribonukleové kyselina

EBV- Virus Epstein-Barrové

EMEA - European Medicines Agency, Evropska agentura pro 1éCiva
FBS - Fetélni bovinni sérum

FDA - Food and Drug Administration

HECT - homologous to E6-AP C-terminus, Rodina ubiquitin ligaz (E3)
HER-2/neu - Human epidermal growth factor receptor 2, receptor pro epidermalni rastovy
faktor 2

HTLV-I - Human T-lymphotropic virus type I

IC50 - inhibition concentration at 50 %, koncentrace 50% inhibice
ICAM - Intracellular adhesion molecule, intrabunécna adhesivni molekula
IEX-1 - immediate early response gene X-1, gen indukovany stresem

IL - Interleukin

IkB - Inhibitor jaderného transkrip¢niho faktoru kappa B

IKK - Inhibitor Kappa-B kindza

kDa - Kilodalton

MAPK - Mitogenem aktivované protein kinazy

MEK- MAP kinase kinase,

MDM2-The murine double minute,

MHC - major histocompatibility complex Hlavni histokompatibilni komplex
MTT - 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid
NEMO - NF-kB essential modulator, regula¢ni podjednotka IKK kinazy
NF-kB - Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
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PAGE - polyakrylamidova gelova elektroforéza

PBS - Fosfatovy fyziologicky roztok

Pohl - Pad one homolog 1, deubikvitinaza

Ras - RAt Sarcoma, protein z rodiny malych GTPaz

Rb - Retinoblastoma protein

Rpm - Rotation per minute, Otacky za minutu

RING - Really interesting new gene, doména ubikvitin ligaz

RPMI - Roswell park memorial institute, zkratka pro misto kde bylo médium namichano
Rpnl1 - Proteasome regulatory subunit, regulacni podjednotka proteazomu
SDS - Sodiumdodecylsulfat

SV40 - Simian virus 40

Uch-L1 - ubiquitin carboxyl-terminal esterase L1, ubikvitin c-koncova esterdza
UBD - ubiquitin-binding domain, ubikvitin vazebna doména

USA - Spojené staty americké

TRAF1-2 Tumor necrosis factor receptor-associated factor 1-2, asociované faktory
s receptorem pro tumor nekrotizujici faktor

Ubp6 - ubiquitin specific protease 6, ubikvitin specifickd protedza 6

UPS - Ubikvitin proteazom systém

TAT - tyrosine aminotransferase, tyrozin aminotransferaza

TEMED - Tetramethylethylendiamin

TNF o - Tumor necrosis factor o, tumor nekrotizujici faktor a

UCH- Ubiquitin c-terminal hydrolasa, ubikvitin c-koncova hydrolaza

Ubls - Ubiquitin-like Modifiers, proteiny podobné ubikvitinu

VCAM-1 Vascular cell adhesion molecule-1, adhezivni molekula vaskularnich
bun¢kXIAP- X-linked inhibitor of apoptosis protein

Zn(EtDTC):2 - Diethyldithiokarbamat zine¢naty
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