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Abstrakt

Maligni melanom je nejvice smrticim druhem rakoviny kize. ZvySujici se
incidence melanomu a jeho $patna progndza jsou padnymi divody k objevovani novych
1é¢iv. Pii hleddni novych terapii se vynofuji obavy tykajici se finan¢nich otdzek

financovani vyzkumu a vyvoje.

Objevuji se dikazy, ze kovové komplexy disulfiramu zabijeji rakovinné bunky,
aniz by poskozovaly bunky zdravé. Bezpe€nost pro pacienty byla demonstrovana
dekadami bezpe&ného pouzivani disulfiramu v anti-averzni terapii alkoholiktl. Uginnost
disulfiramovych komplexi s Cu®* nebo Zn** byla prokdzanana testovanim na
melanomovych bunéénych liniich, na mySich a u pacientky s metastdzovanym
melanomem. Cena disulfiramové 1é¢by neptevysSuje 1 az 2 dolary za jednu tabletu.
Nizka cena ¢ini tento 1ék dostupny také pro pacienty z rozvojovych zemi. Disulfiram

byl proto navrzen jako pilotni projekt neziskového 1éciva.
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Abstract

Malignant melanoma is the deadliest kind of skin cancer. The rising incidence of
melanoma and its poor prognosis in advanced stages are compelling reasons to discover
novel drugs. Along with the quest to find new therapies, there are concerns related to

the financial questions of drug research and development.

There is emerging evidence that metal complexes of disulfiram kill cancer cells
without harming normal cells of a body. Safety for patients has been demonstrated by
decades of safe use of disulfiram in anti-aversion therapy for alcoholics. The
effectiveness of disulfiram complexes with Cu** or Zn** has been shown by testing it on
melanoma cell lines, on mice and on a patient with metastasized melanoma. The cost of
the disulfiram treatment does not exceed $1-2 per pill. The low cost makes this drug
affordable also for patients from developing countries. Disulfiram has been, therefore,

proposed as a pilot case of non-profit drug.
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1 UvOD

Maligni melanom je zavazny druh rakoviny ktize, jehoz incidence se za posledni
dekady mnohonasobné zvysila. Casna stadia melanomu lze dobie 1é&it chirurgickym
odstranénim. V ptipadé pozdnich stadii, kdy melanom jiz metastazoval do jinych
organd, je prognodza velmi Spatna. Celosveétoveé podporovana snaha vytvofit nova léciva
se zatim napliila jen zcasti. Na oba nové Iéky ipilimumab a vemurafenib schvalené
v roce 2011 se objevuje rezistence. Skute¢né vyléCeni pacientd s melanomem je proto

velkou vyzvou do budoucna.

V moji bakalafské praci se zabyvadm inhibitory proteazomu jako jednou
z moznosti 1é¢by maligntho melanomu. Naplni praktické ¢asti budou MTT testy
riznych inhibitort proteazomu na bunééné linii odvozené od melanomu. Inhibitor
proteazomu bortezomib se navzdory slibnym vysledkiim na bunéénych liniich a mysich
xenograftech u pacientl ukazal neté¢innym. V antiaverzni terapii alkoholikt se pouziva
Iék disulfiram, ktery dosahl podobné optimistickych vysledkt jako inhibitor proteazomu
na bunéénych liniich i u myS$i a zpusobil kompletni remisi u pacientky s ocnim
melanomem. Ptidanim médi do potravy léCenych pacienti se ucinek disulfiramu

zvysuje.

Bylo by Zadouci provést klinické testy disulfiramu smédi proti riznym
rakovindm. Disulfiram byl navrzen jako pilotni projekt neziskového 1é¢iva, protoze jeho

nizka cena by umoznila zlepSeni onkologické péce i pro obcany rozvojovych zemi.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Melanom

2.1.1 Epidemiologie

Melanom je zavazny, vzacné se vyskytujici, druh rakoviny kiize. Ve Spojenych
statech americkych zplsobuje 75 % tmrti na rakovinu kize [1], ackoli se vyskytuje
pouze u 4 % diagnostikovanych piipad koznich malignit. Cetnost vyskytu melanomu
se béhem 20. stoleti mnohonasobn¢ zvysila. Zatimco v roce 1935 byla pravdépodobnost
rozvinuti melanomu u jednoho z 1500 nové narozenych Ameri¢and, v roce 1993 nemoc
pfipadala na jednu osobu ze 105. [2] Incidence melanomu je nejvyssi v Australii, na
Novém Zeélandu a v Severni Americe. [3] Na rozdil od jinych rakovin kuze, které
postihuji pfevazné starsi populaci, je ¢etnost vyskytu melanomu nejvétsi mezi 25. az 40.
rokem zivota, pficemz 50 % melanomt se nachazi u lidi mladSich 55 let. [2]
V rozvinutych zemich se pocet novych pfipadi odhaduje pro rok 2008 na 85300 muzi a
81600 Zen. [4] Tloustka tumoru, mitoticky index, ulcerace ¢ili tvorba viedi a
anatomicka lokace na hlavé a krku jsou spojeny s imrtim na melanom. [5] Mitoticky
index neni nezavisly prognosticky faktor, nybrz je té€sné propojen s tlouStkou a ulceraci

tumoru. [6]

Incidence melanomu je ve srovnani s béznou populaci mnohem vyssi u jedinct s
onemocnénim xeroderma pigmentosum. Pacientim s touto chorobu chybé&ji opravné
mechanismy DNA. Maligni melanom byl nalezen u 15,8 % pacientti s rakovinou kize

trpicich poruchou xeroderma pigmentosum. [7]

Pomér incidence a mortality nemocnych muzii/zen se mirné 1i$i v jednotlivych
evropskych zemich. V Ceské republice pomér incidence muzi/zeny dosahuje hodnot
0,9, pomér mortality 1,3. [8] Zeny vykazuji v porovnani s muzi del§i dobu preziti a
tumory s niz§im sklonem tvofit metastazy. [9] Anatomické umisténi se u obou pohlavi
lisi. U muzt je vétSina tumort lokalizovana na trupu, zatimco u Zen je nejcastéjSim

mistem dolni koncetina. [10]

Historicky prvni varovani o potencialné Skodlivych u€incich slune¢niho svétla
byly zaznamenany v roce 1894 Paulem Unnou. [11] Popsal degenerativni zmény v ktzi
namoinikl a ptipisoval je pobytu na slunci. Na rozdil od jinych rakovin kiize melanom

neni spojen s dlouhodobym kumulativnim efektem slune¢niho zafeni. Riziko je zvySeno
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pfi obCasném intenzivnim vystaveni se slune€nimu zareni (intermittent sun exposure).
[12] V souvislosti se slune¢nim zafenim byl zkouman vztah melanomu a vitaminu D.
Draha 1,25-dihydroxyvitaminu D3 (1,25(0OH),;D3) mutze chemopreventativné pusobit
proti melanomu. [13] Antiproliferativni a prodiferencia¢ni ucinky vitaminu D byly
demonstrovany u nékterych bunéénych melanomovych linii [14] a na xenograftech u
imunodeficientnich mysi [15]. Vysoké davky vitaminu D piijimané v potravé vSak

neposkytuji ochranu proti melanomu u lidskych pacienti. [16]

2.1.2 Melanocyty

Rakovina vznikd diky nahromadéni mutaci v kliCovych genech, které tidi
bunécné déleni, diferenciaci a smrt buiiky. Pfi¢inou vzniku melanomu je fada poskozeni
DNA melanocytti, které postupné vedou k ziskdni schopnosti jejich neomezeného
déleni. Biologickym poslanim melanocytii je tvorba melaninu a jeho distribuce

keratinocytim. [17] K tomuto ucelu maji melanocyty zvlastni vybézky, melanozomy.

Melanosomes
In Motion

Obrazek ¢. 1 — Melanocyt, ptevzato z [18]



Melanin zabezpecuje ochranu pfed svétlem absorpci ultrafialového zéfeni, jehoz
energii pieménuje na teplo. [19] Hnédo-Cerna forma melaninu, eumelanin, je takto
schopen pfeménit na teplo vice nez 99,9 % absorbovaného UV zafeni. [20] Proces se

oznacuje jako disipace energie melanocyty.

Melanocyty se v lidském téle nachazeji pievazné v pokozce. Ve spodni vrstvé
pokozky (stratum basale) se nalézd nejvétsi pocet melanocytl. Jejich hustota kolisa
v rozpéti od 1000 melanocyti na 1 mm? na stehnech, paZich a piedlokti do 2000 az
4000 na 1 mm? na krku a v obliceji. [21] Rozdily v barvé kize jsou zplsobeny
vyluCovanym mnozstvim, typem a makromolekularnim uspofddanim melaninu, pocet
melanocytil u vSech lidskych ras zlstava konstantni. [22] Kone¢ny pocet melanocytl
v ktzi je ovlivnén vékem a mirou vystaveni pokozky slunecnimu zafeni. [23] Kromé
pokozky, vlasovych vacki a o¢ni Zivnatky (uvey) se melanocyty vyskytuji na dalSich
mistech, kde plni fadu, prozatim zcela neobjasnénych, funkci. [24] Byly nalezeny
Vv riznych orgénech, naptiklad ve slinnych Zlazach. [25] Melanomy mohou vzniknout
v kterékoli ¢asti téla, kde se vyskytuji melanocyty. Kozni melanomy maji tendenci
metastdzovat do gastrointestinalniho traktu. Metastdzy v tenkém stievé jsou casté,

zatimco primarni intestinalni melanom je extrémné vzacny. [26]
2.1.3 Rizikové faktory

Na vzniku melanomu se podili faktory vrozené i enviromentalni. Hlavnim
vrozenym rizikovym faktorem je barva kize. [27] Cim je kiize svétlejsi, tim je riziko
melanomu vys$s§i. VEtSi mnozstvi piipadi spaleni pokozky od slunce v raném détstvi
souvisi hlavné s povrchové se $ificim melanomem spiSe nez s jinymi variantami. [28]
Barva vlasti a pfitomnost velkych asymerickych név na nohou jsou silné spojeny
S vys§im rizikem melanomu, pficemz riziko dale zvySuje spaleni kiize od slunce a
pouzivani solarii. [29] Nejohrozengjsi skupinou jsou lidé s rezavymi vlasy, mensi riziko
predstavuje Zluta, nejniz§i hnéda a ernd barva vlast. Casté navitévy solarii zvysuji

riziko melanomu bez ohledu na typ pouzitého zatizeni. [30]

Opalovaci krémy by mély byt jen doplikem k vSeobecné redukci vystaveni
slune¢nimu zateni jako je vyhybani se pobytu na slunci v polednich hodinach, pouziti
ochrannych odévu a vyhledavani stinu. [31-32] Pravidelné a dlouhodobé pouzivani
opalovacich krému poskytuje ochranu proti dlazdicobunéénému karcinomu kaze [33],

jejich pouziti k ochrané proti melanomu je vysoce kontroverzni. [34] Autofi ¢lanku [34]

4



dosli k zé&véru, Ze opalovaci krémy plsobi preventivné a snizuji riziko melanomu.
Naproti tomu studie [35-36] neprokazaly zadny vztah mezi vznikem melanomu a
pouzivanim opalovacich krému. Opalovaci krémy nezabranuji spaleni pokozky a
zaroven prodluzuji dobu pobytu na slunci. FaleSny pocit bezpeci pii jejich pouzivani
muze vést k rizikovéjsimu chovani a nasledné k vyssi incidenci melanomu. [37] Autor
[38] poukazuje na nedostatek pacientt ve studii [34] nutny K dosaZeni statistické
signifikance. Diky nejasnostem a protichidnym vysledkim klinickych testi zastava

otazka ochrany proti melanomu pouzitim opalovacich krémt zatim nezodpovézena.

Lidé s melanomem maji vyss$i riziko rozvinuti dal§iho melanomu nebo jiné
rakoviny. Riziko nasledného melanomu je u pacient 9 krat vyssi ve srovnani s béznou
populaci, z ostatnich rakovin se nejéastéji objevuje ne-Hodgkiniv lymfom, rakovina

prsu a prostaty. [39]
2.1.4 Genetika

Rodinnd historie naddoru je jeden z vyznamnych rizikovych faktort. [40]
Srovnani tradi¢ni klinicko-patologické klasifikace melanomu s klasifikaci zaloZenou na
charakteru somatickych mutaci vykazuje napadné podobnosti. [41] Vyzkum nékolika
rodin s vyskytem melanomu prokazal, Ze zvySena predispozice k tomuto onemocnéni
souvisi s mutaci v genu pro transkripéni faktor spojeny s mikroftalmii, MITF. [42]
Protein MITF kédovany timto genem je jeden z hlavnich regulator vyvoje melanocyti.
[43] S vyssim rizikem vyskytu melanomu je rovnéZ spojena mutace v genu CDKN2A,
inhibitoru cyklin-dependentni kinazy 2A. [44] Pramémé 39 % rodin s vyskytem
melanomu mé néjakou formu mutace v tomto genu, piicemz hodnoty kolisaji od 20 %

v Austrdlii pres 45 % v Severni Americe az k 57 % v Evropé. [45]

Mutace v genu BRAF, v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1, ktera
ma za nasledek zafazeni Spatné aminokyseliny v proteinovém produktu, se vyskytuje u
66 % piipadi melanomu a s niz§i frekvenci také u jinych rakovin. [46] Samotna
aktivace RAS/RAF/MAPK drahy fizena nefunkénim BRAF neni dostate¢na pro rozvoj
névu v maligni melanom, ale vyzaduje dal$i molekularni defekty. [47] Melanomy
bélochu s kiuzi bez chronického poskozeni zpusobeného sluncem maji ¢asté mutace
v genu BRAF a casté ztraty chromozomu 10, zatimco s melanomy kiiZze s chronickym
poskozenim indukovanym slunecnim zafenim casto vykazuji zvySeny pocet kopii
CCND1 genu pro cyklin D1 a standardni BRAF. [48] BRAF mutace jsou
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charakteristickym rysem vice nez 80 % non-CSD melanomt (melanomt bez
chronického poskozeni zptsobeného sluncem) u jedinc s dvéma variantnimi alelami
MC1R, melanokortinového receptoru 1, ale pouze u 30 % lidi se standardnim MCI1R.
[49] Spojeni mutace v genu BRAF a MC1R u non-CSD melanomu bylo potvrzeno [50],
nicméné studie provedené u australské populace [51] a v Severni Karoliné [52] na

vzajemny vztah neukazuji.

U 84 % metastastazujicich tumorti o¢niho melanomu byla identifikovana mutace
v genu pro BRCALl-associated protein 1 (BAP1). [53] Dostupna data nasvédcuji na
vztah mezi mutaci v receptoru pro vitamin D (1,25- dihydroxyvitamin D3), Bsml VDR
polymorfismem a rizikem melanomu. [54] Varianta Taql t pfedstavuje ochrannou alelu,

zatimco Fokl f riziko zvySuje. [55]

KIT, v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog, byl
identifikovan jako onkogen a potencialni terapeuticky cil v melanomech sliznic, klize
okrajovych c¢asti téla a kize chronicky poSkozené slune¢nim zafenim. [56] 23 %
akralnich a 15,6 % slizni¢nich melanomti ma mutaci v genu KIT. [57] Kromé&é mutaci
v kodujici oblasti proteinu mohou vznikat mutace i v regulacnich oblastech gent.
Piikladem je nedavno objevena mutace v promotoru genu pro telomerdzovou revezni
transkriptazu. [58-59]

2.2 Lé¢ba melanomu

Existuje mnoho zplsobii 1écby maligniho melanomu. MoZné terapie jsou
chirurgické odstranéni tumoru, chemoterapie, radiacni terapie, imunoterapie a terapie
pomoci monoklondlnich protilatek. Lécba zavisi na umisténi tumoru, stddiu nemoci a

celkovém zdravotnim stavu pacienta.

K potvrzeni klinické diagn6zy na melanom je provedena biopsie. Pokud se jedna
opravdu o maligni melanom, prvnim krokem je chirurgické odstranéni maligniho névu.
Jiz v roce 1840 Samuel Cooper poznamenal v dile [60], Zze jedina Sance na vyléceni
melanomu je vcasny chirurgicky zakrok. Bohuzel 1 pfes uplynulych 170 let je
chirurgické odstranéni tumoru stdle nejucinn€j$i pouzivanou IéCebnou strategii.
Melanomy v prvnim stadiu s tloustkou do 1 mm jsou dobie 1é¢itelné. V zavislosti na

ulceraci tumoru a mitotickém indexu je ocekavana primérna doba celkového pieziti



vys$$i nez 10 let u 88 % az 99 % pacientl. [61] Jakmile vSak tumor dosdhne pokrocilych

stadii, je extrémn¢ obtizné ho 1€Cit.

Nadorové butiky se mohou vyskytovat i v okoli névu, vzdy je proto nutné
vytiznout i tsek kiize kolem postizeného matetského znaménka. Bézna tloustka tumoru
je od jednoho do ¢tyf milimetrii. Pro tumory bézné tloustky by mélo byt vytiznuto okoli

tumoru o praméru 2 cm. [62]

Nejcast¢jSim druhem melanomu in situ je lentigo maligna. Standardné je u
podtypu lentigo maligna provedeno chirurgické odstranéni tumoru s okraji 5 mm.
Lentigo maligna se nejcastéji vyskytuje na hlavé a krku, je proto snaha o co mozna
nejmensi plochu odstraniovaného mista bez rizika rekurence. Pro podtyp lentigo maligna
se Smm okraj zad byt nedostateCny a mé by byt zvétSen na 6 az 9 mm u tumord

S primérem do 2 cm, u vétSich praméri az na 8 az 12 mm. [63]

U pacientd s o¢nim melanomem, ktefi neméli tumor vcas diagnostikovan, je
Casto nutné¢ provést enukleaci (odstranéni) oc¢niho bulbu. [64] Metastdzy z o¢niho
melanomu se vyskytuji z 80 % v jatrech, dalSimi organy jsou plice, lymfatické uzliny,
ktze a kosti. Primérné doba trvani od kompletniho chirurgického odstranéni metastaz

o¢niho melanomu do vyskytu prvni rekurence choroby je 8 let. [65]

V zavislosti na stadiu je provedena biopsie sentinelové uzliny. Sentinelova
uzlina je prvni uzlina, do které odtéka miza z oblasti primarniho nadoru. Pfi biopsii
sentinelové uzliny vSak muze dojit k falesn¢ pozitivnim vysledkim a autor [66] ji
nedoporucuje. Podle novéjsich tidaji je biopsie sentinelové uzliny vhodné pro pacienty
s melanomy stfedni tloustky, u jinych ji lze doporudit pouze, kdyz klinicky benefit

prevazi rizika procedury. [67]

Po odstranéni primarniho tumoru muaze ndsledovat pomocné, adjuvantni terapie.
Adjuvantni terapie interferonem a-2a se ukazala byt net¢innou. Po péti letech 1écby
zemielo v kontrolni skupiné 31 % pacientl oproti 24 % Umrti pfi 1é€b€ interferonem a-

2a. Relaps choroby se objevil u 49 % kontrolnich a 41 % lécenych pacienti. [68]

Diive se klécbeé melanomu vyuzivala radiac¢ni terapie. Melanom je jeden
Z nejvice radiorezistentnich tumord. K navozeni odpovédi na 1é€bu muselo byt uzito
velkych davek radia¢niho zafeni. [69] Nevyhodou radia¢ni terapie byla mald doba

preziti pacienti. Pacienti s mozkovymi metastdzami plivodem z melanomu, ktefi
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podstoupili radiacni terapii, se dozivali primérné¢ pouze 10 az 14 tydnd. [70] Pro
zesileni Uc¢inku se radiacni terapie kombinovala s hypertermii. [71] Radiacni terapie

muzZe snizit riziko mistni rekurence, ale doba pieziti se pii jejim pouziti neméni. [72]

Léky na rakovinu jsou tradicn¢ fazeny do Ctyf kategorii: chemoterapie,
hormonalni terapie, imunoterapie a cilena 1é¢ba. Chemoterapie zahrnuje velkou skupinu
cytotoxickych 1éka, které narusuji proces bunééného déleni a syntézy DNA. Melanom
je téméf univerzalné rezistentni na chemoterapii. Receptory pro faktor nddorové
nekrdzy, pro tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing a Fas receptory hraji

dilezitou roli pii ziskani rezistence melanocytu k apoptoze. [73]

Jako chemoterapie se od 70 let. 20. stoleti pouziva latka dacarbazin. Dacarbazin
ni¢i rakovinné builkky navazanim alkylovych skupin na jejich DNA. Nevyhodou je
intravendzni podani a nutnost podavani 1€kd proti zvraceni, protoze dacarbazin je
vysoce emetogenni. [74] Mezi dalsi vedlejsi Géinky patii leukopénie, trombocytopénie,
anémie a neutropénie. [75] Nadto zpisobuje dacarbarzin objektivni odpovéd’ tumoru u
pouhych 13 az 20 % pacientil a témét ve vSech ptipadech je odpovéd pouze Céastecna.
[76-77] Dacarbazin byl proto testovan v kombinaci s mnoha dal§imi latkami.
Dacarbazin uc¢inkuje 1épe v kombinaci ipilimumabem a sorafenibem. Primérna doba
celkového pieziti pfi uzivani samotného dacarbazinu je 9,1 mésice, v kombinaci
s ipilimumabem 11,2 mésict. [78] Primérna doba pieziti bez progrese byla u pacientl
léCenych samostatnym dacarbazinem 11,7 tydnl, pii kombinaci sorafenibu a

dacarbazinu to jiz bylo 21,1 tydnd. [79]

Temozolomid vykazuje srovnatelnou aktivitu s ve srovnéni s dacarbazinem.
Vyhodou termozolomidu je oralni podani, které umoziuje proniknuti u¢inné latky skrze

hematoencefalickou bariéru. [80]

K 1é¢bé melanomu se vyuziva kombinace ¢tyf chemoterapeutik, znaima pod
zkratkou BOLD - bleomycin, oncovin (= vincristine), lomustin (= CCNU) a dacarbazin.
Byla pozorovana kompletni remise melanomu s metastazami v mozku u pacienta, ktery
podstoupil chemoterapii BOLD a byl zaroven 1é¢en hormonem G-CSF (granulocyty
stimulujici faktor) kvili souc¢asnému nedostatku bilych krvinek, leukopénii. Kombinace
BOLD a G-CSF navozuje u nékterych pacienti kompletni remisi a zda se byt vskutku

efektivni, nanestésti v§ak pouze u malé skupiny pacientu (3 z 8). [81]



Léky pfi hormonélni terapii ovliviluji signalizaci rlstu skrze hormondlni
receptory na rakovinnych burnikach. Jako hormondlni terapie se u melanomu pouziva
tamoxifen. Bylo prokazano, Ze tamoxifen navozuje apoptézu u melanomovych linii
invitro. [82] Tato latka rovnéZ inhibuje buné¢nou migraci, invazi a metastdzovani u
mySich modelt. [83] Ukazalo se vsak, ze zpocatku slibnd terapie tamoxifenem
nefunguje u lidskych pacientd. Tamoxifen by nemél byt diky jeho neucinnosti dale

pouzivan samostatné ani v kombinaci s chemoterapeutiky. [84—85]

Cilem imunoterapie je vytvoieni a/nebo posileni imunitni odpovédi organismu
proti rakoving. V bieznu 2011 byl americkym Utadem pro kontrolu potravin a 1é&iv
(Food and Drug Administration, FDA) schvalen ipilimumab, lidska& monoklonalni
protilatka specifickd pro cytotoxicky T-lymfocytarni antigen 4 (CTLA-4) pro 1é¢bu
neodstranitelného nebo metastazujiciho melanomu. Melanom je povazovan za jeden z
nejvice imunogennich pevnych tumord diky jeho schopnosti podstupovat spontanni
regresi. [86] Ipilimumab, samostatné ¢i v kombinaci s melanomovym antigenem gp100,
mirné prodluzuje dobu pieziti (10 mésict pfi 1é€b¢ ipilimumabem vs. 6,4 mésict u
kontrolni skupiny). [87] Pouzivani ipilimumabu ma vSak vedlejsi Géinky. Testy anti-
CTLA-4 protilatek v klinice prokédzaly novy syndrom autozanétlivych a autoimunitnich

uc¢ink pii jejich pouzivani. [88]

Malé molekuly a protilatky jsou inhibitory kinaz, které fosforyluji specifické
proteiny zahrnuté v signalizaci ristovych drah rakovinnych bunék, coz je podstatou
cilené terapie. Latka PLX4032 je byla vytvoiena na zakladé znalosti struktury cilového
proteinu (structure-based drug design). [89] PLX4032 je silny inhibitor onkogenni B-
RAF kinazové aktivity a pozdéji se zacal oznaCovat vemurafenib. Vice nez 50 %
pacientii nesoucich mutaci BRAF V600E uspésné reagovalo na 1é€bu vemurafenibem.
Nevyhodou lé¢by vemurafenibem jsou vedlejsi ucinky. 38 % pacientii musela byt
upravena davka léku kvuli jeho toxicité. [90] Melanomy s mutaci genu BRAF V600E
mohou ziskat rezistenci na vemurafenib. Rezistence neprob&éhne skrze sekundarni
BRAF V600OE mutace, ale wvznikd cestou receptorové tyrozin kinazy RTK-
zprostiedkované aktivace alternativnich drah pro pfeziti nebo aktivované RAS-
zprostfedkované reaktivace MAPK drahy. [91] Autofi [92] navrhli algoritmus pro
pofadi pouziti 1€kl ipilimumabimu a BRAF inhibitori pro melanomy pozitivni na
BRAF V600 mutaci. Je-li u melanomu pfitomen maximalné jeden rizikovy faktor a je

pfedpokladan pomaly rozvoj choroby, optimalnim klinickym postupem je 1é¢it pacienta
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BRAF inhibitorem a nasledn¢ ipilimumabem. Pokud ma pacient dva a vice rizikovych
faktorii a je pfedpokladan rychly pribéh onemocnéni, nejlepsim feSenim je pouzit prvni
ipilimumab a nésledné¢ pokracovat v 1ébé BRAF inhibitorem, napiiklad
vemurafenibem. [92] St¥idani vysokych a nizkych davek vemurafenibu je jednou

z moznosti, jak se zabranit vyskytu rezistence na vemurafenib. [93]

Na zékladé racionalniho navrhu 1é¢iv byla pro rakoviny s mutaci v genu Ber-Abl
vytvofena latka imatinib. Imatinib byl zamyslen pro pouziti na o¢ni melanom, ale neni
ucinny navzdory vysokeé expresi KIT a stem cell faktoru (SCF) u tohoto typu

onemocnéni. [94]

Cilenda terapie u melanomu je obrovskym piinosem po dekadach stagnace ve
vyvoji novych léciv. V soucasné dobé probihaji desitky klinickych testi rGznych
cilenych terapii a jejich kombinaci pro 1écbu maligniho melanomu. Z ¢asovych divodu

je zde nelze vSechny uvadét, jejich prehled Ize najit v [95].

Melanom u star$ich lidi (nad 65 let) je spojen s horsi prognézou. Miry mortality
v evropskych zemich u starSich pacientt stale stoupaji v disledku zvySujici se incidence
melanomu. [96] Se starnutim populace miZzeme proto oéekavat zvySeni nakladi na
1é¢bu a zatizeni vefejného zdravotniho systému. [97] Béhem posledniho desetileti bylo
dosazeno v 1é¢bé melanomu velkych pokroku. Publikované klinické testy faze Il
zahrnujici interleukin-2, ipilimumab a vemurafenib vytvaii nové moznosti standardni
péce pro metastazujici melanom a prodluzuji dobu pteziti ve srovnani s dacarbazinem.
[98] Bohuzel i na nové patentovana 1é¢iva jako je vemurafenib se objevuje rezistence na
1é¢bu. Zavazné vedlejsi ucinky 1é¢iv a jejich neucinnost jsou hlavnimi divody pro nové

strategie v 1é¢bé melanomu.
2.3 Inhibice proteazomu

Novym piistupem k 1é€bé melanomu je inhibice proteazomu. Inhibitor
proteazomu bortezomib v koncentraci 0,1 pg/ml zna¢né snizuje rust melanomovych
linii in vitro a to na hodnoty 1 az 13 % kontroly. Rosiglitazon efektivitu bortezomibu
dale umociiuje. [99] Kombinace bortezomibu s gossypolem inhibuje rdst metastaz
bunéénych linii SK-Mel-103 and SK-Mel-147 u imunodeficientnich mysi. [100] Jina
studie [101] rovnéz prokazuje inhibici ristu melanonomovych linii in vitro pfi pouziti

bortezomibu a zesilenou uc¢innost pii kombinaci s temozolomidem. Pfi testovani na
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mySich modelech byla u testovanych zvifat navozena kompletni remise hmatatelnych
tumort jiz po 30 dnech 1é¢by. Remise trvala po dobu vice nez 200 dni. [101] Jako
inhibitor proteazomu je bortezomib ucinné;jsi nez peptidovy aldehyd karbobenzoxyl-L-
leucyl-L-leucyl-L-leucinal, MG132. [102]

I kdyz 1é¢ba samotnym interferonem alfa pacientim nepiinasi zadny piinos
[103], interferon alfa kombinovany s bortezomibem byl efektivni v navozeni apoptozy u
malignich melanocytt. Signifikantni antitumorova aktivita kombinace interferonu alfa a
bortezomibu byla potvrzena na mySich modelech B16 a mysi s implantovanymi A375

melanomovymi xenografty. [104]

Klinické testy bortezomibu u lidskych pacientli dopadly netGspéchem. Proti
melanomu neni G¢inny samostatny bortezomib [105] ani kombinace bortezomibu
s temozolomidem. [106] Dalsi klinické testy bortezomibu v kombinaci s jinymi leky
probihaji nyni. [107]

Inhibitory proteazomu lze nalézt i v béznych potravinach. Hlavni polyfenol
obsazeny v zeleném ¢aji, epigalokatechin-3-galat a jeho syntetické analogy ptsobi jako
silné inhibitory proteazomu s moznym potencialem vyvoje jako novych 1ékd proti
rakoviné. [108-110] Epigalokatechin-3-galat, zpusobuje apoptézu u melanomovych
linii in vitro, pfi¢emz neovlivituje normalni melanocyty. [111] Kombinace
epigalokatechin-3-galatu s dacarbazinem silné inhibuje pocet metastaz, rist primarniho

tumoru a zlepSuje dobu preziti u mysi s melanomovymi xenografty. [112]

Salinosporamid A puisobi jako velmi silny inhibitor proteazomu. U testované
melanomové linie SK-Mel-28 dosahovala 50% letalni koncentrace LCsy hodnot nizsich
nez 10 nmol/l. [113] Zajimavosti je, ze salinosporamid A byl izolovan z bakterie zijici
V usazeninach na motském dné, na navrh autorti [113] byl rod pozdé&ji pojmenovan

Salinospora.
2.4 Ubikvitin-proteazomovy systém

2.4.1 Ubikvitin-proteazomovy systém jako terapeuticky cil

V soucasné dob¢ je zkoumana fada novych latek k 1é¢bé maligniho melanomu 1
jinych rakovin. V této Casti bych chtéla popsat, jakym mechanismem funguji 1é¢iva,

kterd v bunkach inhibuji ubikvitin-proteazomovy systém (UPS).

11



V prubéhu Zivota kazdé bunky jsou neustéle syntetizovany nové a degradovany
staré ¢i nepotfebné proteiny. Za hlavni zptsob likvidace proteinii byla v minulosti
povazovana lyzozomarni degradace. Nezralé ¢ervené krvinky, retikulocyty, jsou buiiky,
které¢ lyzozomy nemaji, ale pfesto jsou schopny se zbavovat proteini. Objev
retikulocytli naznacoval, ze kromé lyzozomli musi existovat jeSté jiny zpusob, jak
nalozit s nezadoucimi proteiny. [114] Timto mechanismem je ubikvitinem
zprostifedkovana degradace proteind, za jejiz objev byla v roce 2004 udélena Nobelova
cena za chemii tfem védcim - Aaronu Ciechanoverovi, Avramu Hershkovi a lrwinu
Roseovi. [115]

Proteazomy lze najit u vSech tfi domén zivota. Eukaryotické proteazomy se od
prokaryotickych lisi zavislosti degradace na ubikvitinu a ptitomnosti proteazomového
vika. [116] Aktinobakterie a archea také pripojuji k malé proteiny k degradovanym
proteinim. Tyto proteiny se u prokaryot nazyvaji prokaryotic ubiquitin-like protein

(Pup) a u archei hovoiime o small archaeal modifier proteins (Samps). [117]

Ubikvitin-proteazomovy systém je v eukaryotickych bunkach primarni
mechanismus pro odstraiiovani nepotiebnych nebo Spatné poskladanych intracelularnich
proteint. [118] Tvorba novych i odstranovani starych nepotiebnych proteint je piisné
regulovdno. Mnozstvi jednotlivych proteini v pribéhu casu méni a dynamika jejich
obratu je v proteomickych studiich opomijena. [119] Jednou z cest, jak uméle navodit
proteazomovou degradaci, je navazani malé hydrofobni molekuly k nezidoucimu
proteinu. [120-121]

UPS reguluje mnozstvi cyklind a ovliviiuje tim klicové body bunécného cyklu.
[122] Zdravé bunky se s nefunkénim proteazomem dokazi vypotadat, buniky nadorové
po jeho inhibici hynou. [123] Pro¢ je inhibice proteazomu letalni pro rakovinné buriky
bylo dlouho zahadou. Autofi [124] zjistili, Ze buiiky s inhibovanym proteazomem hynou
v dusledku nedostatku aminokyselin. Pfi akutnim nedostatku aminokyselin v buiikach je
dodani pottebnych aminokyselin pro proteosyntézu zajisténo degradaci starSich proteinti
V proteazomu, pfiemz noveé vytvorené proteiny jsou pied degradaci z velké casti
chranény. [125] Proteazomova degradace proteinti v bunkach hostitele také poskytuje

potiebné aminokyseliny pro intracelularni rast bakterii. [126]

Jako mozné cile v boji proti rakoviné byl navrzen ubikvitin-proteazomovy

systém [127-134] i lyzozomy. [135] ZvySena autofagie pomoci lyzozomu poskytuje

12



rakovinnym bunkam dostatek zivin pro rust. [136] Maligni melanocyty diky zvysené
autofagii prezivaji a proliferuji i za podminek metabolického stresu, kyselého pH a

pusobeni chemoterapeutik. [137]
2.4.2 Struktura proteazomu

Proteazomy eukaryot se vyskytuji v cytoplazmé i v buné¢ném jadre. [138-139]
Proteazom tvofi valcovitou strukturu skladajici se ze stfedové casti (20S proteazom)
a dvou 19S proteazomovych vik ulozenych na obou koncich 20S proteazomu. Celkova
struktura ma sedimenta¢ni koeficient 26S, [140] obrazek ¢. 2 znazorfiuje soucasny

model 26S proteazomu.

Obrazek ¢. 2 — Model 26S proteazomu eukaryot, ptevzato z [141]

20S proteazom je slozen ze 14 o a 14 P podjednotek usporadanych ve
¢tyfech homoheptamerickych kruzich. [142] Sestaveni proteazomu je slozity proces
vyzadujici mnozstvi pomocnych proteint, chaperont. [143-146] Maturace sav¢ich 20S
proteazomtl se UcCastni proteasome assembling chaperone-1 (PAC1) a PAC2. [147]
Usporadani proteazomovych ATP4az je tizeno skrze deleci jejich karboxylovych konci.
[148]
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2.4.3 Ubikvitinace

Ubivitinace je postranslacni modifikace, kdy je maly protein ubikvitin pfipojen
k akceptorové aminoskuping, nejc¢astéji k lysinu substratu ur¢eného k degradaci. [149]
Aby byly proteiny oznac¢eny k degradaci v proteazomu, musi obsahovat nejméné Ctyii
ubikvitiny spojené skrze lysin 48. [150] Existuji ovSem vyjimky. Regula¢ni komplex
PA28 (11S, REG) se vaze na 20S proteazom a umoziuje ATP-independentni degradaci
kratkych neubikvitinovych peptidi. [151] Polyubikvitinovy fetézec navazany pres lysin
63 muze také slouzit jako signal pro degradaci 26S proteazomem. [152] Pro degradaci
oxidovanych proteinli neni nutna ubikvitinace ani hydrolyza ATP. [153] Enzym ornithin
dekarboxylaza je degradovéana 26S proteazomem bez piedchozi ubikvitinace. [154]

Kaskéady polyubikvitinace cilového proteinu se ucastni tfi skupiny enzymu.
Prvnim krokem je aktivace ubikvitinu ubikvitin-aktivaénim enzymem E1, nasleduje
konjugace, kterou vykonava ubikvitin-konjugac¢ni enzym E2 a ligace uskute¢fiovana
ubikvitin-ligazou E3. [155] Ptenos ubikvitinu z ubikvitin-konjuga¢niho enzymu E2 na
lysin cilového proteinu katalyzuji RING E3 enzymy. [156] RING (Really Interesting
New Gene) je strukturalni doména E3 ligaz obsahujici zinkovy prst se dvéma
zineCnatymi kationty. [157-159] RING doména je nutna pro zprostfedkovani pienosu
ubikvitinu z E2 ubikvitin-konjuga¢niho enzymu na koneény substrat. [160-161]
Jednotlivé ubikvitiny jsou na substrat pfidavany postupné jeden za druhym. [162]
Nejvétsi zndmou skupinou ubikvitin E3 ligdz jsou Cullin—RING ligazy. [163] RING
domena listerin E3 ubikvitin-ligdzy 1 (Ltnl) oznacuje ubikvitinem proteiny, které

pochazeji z chybné exprimované mRNA postradajici stop kodon. [164]

Funkei ubikvitinu neni jen oznaCovani proteinti urenych k degradaci, ale je také
dulezity pti endocytoze, v bunécné signalizaci [165] a regulaci transkripce. [166] Cileni
proteinii do organel nebo ven z bunky je pfes Bag6 komplex propojeno s jejich

degradaci, proteiny vyskytujici se mimo ur¢ena mista jsou tak ihned degradovany. [167]
2.4.4 Deubikvitinace a degradace

Substraty proteazomu jsou rozpoznany regulacni Castici a nasledné
V rozvolnéném stavu piemistény k degradaci do stfedové ¢asti proteazomu (core particle
— CP). [168] Rozpoznani polyubikvitinového degrada¢niho signalu je zprostfedkovano

proteazomovou ATP-azovou podjednotkou S6’ (také znamou pod nazvem tat-binding
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protein 1 nebo Rtp5). [169] Deubikvitinace a degradace proteinu jsou pevné sprazené
dgje, které zajistuje podjednotka proteazomového vika Rpnll. [170] Proteazomovéa
podjednotka Rpnll se oznaduje také Pohl a je Zn?*-dependentni protedza. [171]
Neposkozeny zinek obsahujici JAMM motiv (JAB1/MPN/Mov34 metaloenzym) lidské
deubikvitindzy Pohl je nezbytny pro funkci 26S proteazomu a zivotaschopnost buné¢k.
[172] Krom¢ 19S regulaéni ¢astice mize byt 20S proteazom aktivovan interakci s
Cdc48 ATPazou neboli proteinem p97. [173] Tento mechanismus byl objeven u archeii
i eukaryotickych bun¢k. [173-175]

Sav¢i proteazomy obsahuji téi deubikvitina¢ni enzymy: Rpnll, Uch37 a Uspl4.
[176] Ubikvitinované proteiny po navdzani k26S proteazomu interaguji
s podjednotkami Ubp6/Usp14 nebo Uch37, ¢imz spusti hydrolyzu ATP a podpoii tak
svou vlastni destrukci. [177] Inhibice ubikvitin karboxyl-terminalni hydrolazy 14 Uspl4
aktivitu proteazomu zvySuje. [178] Podjednotka proteazomového vika Rpnl3 je

receptor rozpoznavajici ubikvitinem oznacené substraty. [179]

Podjednotka vika Ubp6 odstépuje polyubikvitinovy fetézec smérem od jeho
distalniho konce. [180] Substraty putuji skrze uzkou $térbinu (a-annulus) do aktivniho
mista centralni ¢asti proteazomu, kde se odehrava vlastni proces proteolyzy. [181] Pred
vlastnim vstupem do katalytického mista jsou proteiny v dutiné vika udrZzovany
jako neposkladané fetézce aminokyselin. [182] Mechanismus rozpoznani a

deubikvitinace substratu vikem proteazomu je znazornén na obrazku ¢. 3.
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Obrazek ¢. 3 — Mechanismus rozpoznani a deubikvitinace substratu, ptevzato z [183]

Proteiny jsou proteazomem degradovany na peptidy dlouhé 2 az 24
aminokyselinovych zbytkd, pfi¢emz néjCastéjsi velikost peptidi je sedm az osm
aminokyselin. [184-186] Vzniklé peptidy jsou v buiice ihned degradovany na

aminokyseliny za u¢asti enzymi aminopeptidaz. [187-191]

Existuje velké mnoZstvi zplsobil, jak zabranit degradaci proteind. Exprese
specifického deubikvitina¢niho enzymu EBV-DUB odvozeného z viru Epstein-Barrove
zabranuje degradaci pfed¢asnou deubikvitinaci proteinu. [192] Pokud dojde k navazani
ubistatind na protein oznaceny fetézcem ubikvitini spojenych ptes lysin 48, degradace

tohoto proteinu je inhibovana. [193]
2.4.5 Bortezomib

Prvnim inhibitorem proteazomu Vv klinické 1é¢bé byla latka bortezomib.
Americky Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv (Food and Drug Administration, FDA),
schvalil bortezomib v roce 2003 pro 1é€bu mnohocetného myelomu [194] a znovu

v roce 2006 pro [é¢bu pacientti s lymfomem plastovych bunék. [195]
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U bunék anaplastického velkobunééného lymfomu bortezomib zplsobuje
apoptdzu inhibici 26S proteazomu. [196] Cilem bortezomibu je B5 podjednotka
(chymotrypsin-like) centralni Castice proteazomu, kromé ni jsou lékem ovlivnény i

podjednotky B1 a 2. [197]

Jinym biologickym uc¢inkem Iéku je zména celkovych hladin peptidi v buice.
[198] Podstatou rezistence k bortezomibu je mutace v genu pro B5 podjednotku, ktera
znemoznuje navazani 1éfiva a/nebo  overexprese t¢hoz genu. [199-201]

Epigalokatechin-3-galat i¢inek bortezomibu snizuje. [202]

Krom¢ rezistence na bortezomib je dal$Sim problémem vyskyt vedlejSich u¢inkd.
U vice nez 30 % pacientli s mnohoCetnym myelomem bortezomib indukuje periferalni
vazbou léku na dal§i proteiny v bunice a tento mechanimus probihd nezavisle na

proteazomu. [207]
2.4.6 Jaderny faktor NFxB

Jaderny faktor NFkB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells) je udrzovan v inaktivnim stavu asociaci s jednim ze tfi [kB proteind. Po stimulaci
IxkB kindza (IKK) fosforyluje na NFkB navdzané proteiny a tim je oznacuje pro
degradaci skrze ubikvitin-proteazomovy systém. [208] Inhibice NF«xB byla spojovéana
s protirakovinnymi G¢inky proteazomovych inhibitorta, [209-211] pozdé&ji se vSak
zjistilo, Ze bortezomib jaderny faktor NF-kB u bun¢k mnohocéetného myelomu aktivuje.
[212] NFkB muze byt degradovan i nezavisle na proteazomu. Sekre¢ni proteaza typu Ill
NleC patogenni Escherichia coli degraduje NF«xB nezavisle na proteazomu a zpisobuje

tak potlac¢eni vrozené imunity v buiikach hostitele. [213-215]

NF«xB indukujici kinaza (NIK) je vysoce exprimovana u malignich melanocytl a
aktivita NIK spojend s IKK je u nich zesilena ve srovnani s normalnimi bunikami. [216]
NF«B indukujici kinaza moduluje tumorogenezi melanomu pomoci regulace exprese
faktori pro preziti skrze B-kateninovou drahu. [217] Dithiokarbamaty inhibuji aktivaci
NF-«B. [218]
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2.5 Disulfiram

Disulfiram je pouzivan jiz desitky let v protialkoholni 1é¢bé pod obchodnim
nadzvem Antabus a své misto v 1é¢bé alkoholizmu ma dodnes. [219] Enzym aldehyd
dehydrogenaza je disulfiramem inhibovan, coz ma za nasledek nepiijemné pocity po
poziti alkoholu. [220] Déavka 200 mg/den je dostacujici k vyvolani disulfiram-
alkoholové reakce, maximalni davka doporuc¢ena FDA je 500 mg/den. [221] Disulfiram

pusobi anti-protozoalné [222-223] a je zndm svou schopnosti inhibovat proteazom.

Disulfiram je levny a bezpeény inhibitor proteazomu, oproti bortezomibu také
poskytuje vyhodu oralniho podani. NejcastéjSim vedlejsim ucinkem indukovanym
disulfiramem je hepatotoxicita, kterd ro¢n¢ zptisobuje jedno tmrti na kazdych 30 000
pokratovano i pies disulfiramem indukované jaterni poSkozeni, [225] mylné
ptisuzované alkoholu. [226] Dalsi nezadouci reakce jsou neurologické, kozni a

psychiatrické, ale vyskytuji se méné Casto. [227]

Metabolity disulfiramu, dithiokarbamaty, jsou pomérné reaktivni slouceniny,
které  tvofi komplexy skovy. NejbéznéjSim kovovym  komplexem je
diethyldithiokarbamat méd’naty. [228—229] Mechanismus vzniku méd’'natého komplexu

je na obrazku ¢. 4.

)
S—S : S
— / N — n the body — y
N—C'\\ //,C'—N - 2 N—C'\ o
tetracthylthivram disulfide (Antabuse) diethyldithiocarbamate (Ditiocarb)
S S. S
, TN copper(1l) e e
2 — N— u —1
e \.Se e \5' SN c_;/ N
diethyldithiocarbamate (Ditiocarb) Antabuse complex with copper

Obrazek ¢. 4 — Mechanismus vzniku diethyldithiokarbamatového komplexu s médi,

prevzato z [230]
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Dithiokarbamatové komplexy s kovy pravdépodobné inhibihuji JAMM doménu
v Pohl podjednotcel9S proteazomu. [231-232] Kromé toho ovliviiuji kovové

komplexy dithiokarbamati celou fadu dal$ich buné¢nych proteind. [233]

Prvni pozorovani protirakovinné aktivity disulfiramu bylo vymizeni metastaz u
pacientky s rakovinou prsu. [234] Signifikantni proapoptoticka aktivita disulfiramu byla
pozorovana na n¢kolika melanomovych liniich, [235-236] pfi¢emz ucinek je znacné
zesilen pfidanim médi do zivného média. [235] Disulfiram v pfitomnosti médi inhibuje
bunééné déleni a indukuje apoptézu u bunéénych linii odvozenych od nodularniho a
povrchove se §ifictho melanomu v koncentracich dosazitelnych pii oralnim podani (50—

500 nmol/l). [237]

Testy na bunéénych liniich byly potvrzeny in vivo. Disulfiram inhibuje rist a
angiogenezi melanomu u mysi a jeho Gginek je dale posilen p¥idanim Zn®* do potravy
testovanych zvifat. Kombinace disulfiramu s glukondtem =zinecnatym navodila
Klinickou remisi u pacientky s jaterni metastdzou z o¢niho melanomu. Remise trvala
vice nez 53 mésict. [238] Na zaklad¢ této publikované ptipadové studie je nyni veden
Klinicky test disulfiramu s glukonatem méd’natym k 1é¢b¢ refraktornich pevnych tumort
postihujicich jatra. [239] V oblasti je nutny dal$i vyzkum, protoZe neni jasné, zda
disulfiram bude U¢inny vic¢i metastdzam z ocniho melanomu postihujicich jiné organy
¢i proti ostatnim formdm melanomu. V soucasné dob¢€ probiha klinicky test kombinace
disulfiramu s oxidem arsenitym a samostatného disulfiramu k 1é¢bé metastazujiciho

melanomu. [240]
2.6 Disulfiram jako neziskovy lek

Cena vyvoje nového 1éku byla 802 miliond americkych dolarit v roce 2000,
[241] dnes jiz cena dosahuje sumy pies jednu miliardu dolart. [242-243] Autofi jiné
studie hovoti o ¢astce mezi 500 miliony az 2 miliardami, v zavislosti na druhu 1é¢iva.
[244] Jedna se pouze o odhady, protoze piesna data nejsou k dispozici védcim ani
kontrolnim organum. [245] T pfes zavratné Castky investované do vyzkumu a vyvoje
stagnuje pocet novych Iékt schvalenych FDA. [246] Pfi¢inou malého poctu novych

1é¢iv mohou byt omezeni sou¢asného modelu vyzkumu a vyvoje. [247]

Mnohem horsi vSak je nejen nizky pocet schvalenych 1¢ékd, ale i jejich mala

ucinnost. Pocet netispéSnych latek ve tieti fazi klinickych testd je v onkologii nejvyssi,
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bunéénych linii a mySich modeld, které dobie necharakterizuji situaci v lidském
organismu [250] a vedou ke zkreslenym vysledktim, [251] takze vétSina vysledka
publikovanych v biomediciné je nespravnych. [252] Farmaceutické firmy museji
provést nadkladné a drahé testy, aby ptivedly na trh 1€k, ktery oproti starému poskytuje
pouze malé vyhody. [253] Extrémnim ptikladem je erlotinib, ktery oproti standardni
1é¢bé prodluzuje dobu doziti o pouhych 10 dni. [254] Vysoka cena za vyvoj se promita
do kone¢né ceny léku. Cetuximab je 1ék, ktery prodlouzi dobu doziti o pouhé 1,2
meésice, pfi¢emz cenal,2 mésice trvajici 1écby u jednoho pacienta je neuvéfitelnych
80 000 dolard. [255] Vysoké ceny léCiv nejsou problémem pouze v zemich tfetiho

svéta, ale ohrozuji dostupnost onkologické péée i v rozvinutych statech. [256]

Moznosti, jak uSetfit penize, by mély byt hledany v pribehu celého procesu
vyzkumu a vyvoje nového léku. [257] Krom¢ negativnich vedlejsich u¢inki 1é¢iv by
mély byt monitorovany i pozitivni u¢inky. [258] Vazba latky na mnoho buné¢nych
proteinti je jev mnohem &astdj$i, neZ se piedpokladalo. [259] Rada vypodetnd
navrzenych interakci ligandt s proteiny byla experimentalné potvrzena, [260] interakce
s nezadoucimi proteiny byva spojena s toxicitou [261] a vedlejsimi G¢inky. [262] Latky,
které se vazou vyhradné na jediny protein, mohou byt mén¢ G¢inné nez latky ovliviujici
fadu bunéénych cild. [263-264] Hledani riznych biologickych cili a moznych vyuziti
starych 1ékd je jeden ze zadméri Narodniho centra pro rozvoj translacnich véd
amerického Narodniho institutu zdravi. [265-266] Pouzivané léky by mély byt
podrobeny rutinnimu zkoumani pro dal$i mozné cile v organismu a pro potencialni

vyuziti pfi 1é¢bé€ jiné nemoci. [267]

Jednou z nespornych vyhod pro pacienty je ovéfend bezpe€nost 1éku [268] a
nizka cena. [269] Dostat nepatentovatelna 1é¢iva do klinickych testa je cil neziskové
organizace GlobalCures. [270] Disulfiram byl navrzen jako pilotni projekt neziskového
1é¢iva v onkologii. [271] Disulfiram pfedstavuje levny 1€k, jehoZ cena se pohybuje mezi
laz 2 dolary na jednoho pacienta denn¢ a zda se byt aktivni 1 proti pevnym tumordm.
[272] V ramci prosazeni disulfiramu jako neziskového 1éku proti rakoviné bude nutna
Sirokd mezinarodni podpora, ptipadny uspéch by mohl piispét ke zméné spolecenského

klimatu smérem k podpofe vyzkumu neziskovych 1éka. [273]
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3 CiL PRACE

Cilem mé bakalatské prace je literarni reSerSe 0 melanomu a soucasnych moznostech
jeho 1é¢by. Z rozli¢nych forem pouzivané terapie se zaméfuji na inhibitory proteazomu
a jejich pouziti k 1é¢bé melanomu. V zavérecné ¢asti teoretické ¢asti se vénuji otazkam
efektivity a ceny pii vyvoji nového 1é¢iva. V praktické ¢asti budu testovat bortezomib,
bis-(diethyldithiokarbamat) méd’naty komplex a jeho strukturni komponenty na buné¢né

linii odvozené od melanomu.
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Biologicky material
Bunécna linie G-361, 88030401, Health Protection Agency Culture Collections.

K testim byla pouzita bunééna linie G-361. Melanomova linie G-361 byla
izolovana z kozniho melanomu 31-letého muze, bélocha. Rakovinné bunky ¢asto
vykazuji genetickou nestabilitu. [274-275] Je tomu tak i v pfipadé melanomové linie G-

361, protoze tyto buiiky jsou triploidni a nemaji chromozom Y. [276]

4.2 Chemikalie

Bortezomib, Millenium Pharmaceuticals

bis-(diethyldithiokarbamét) méd’naty komplex Cu(EtDTC),, Mgr. Boris Cvek, PhD.
chlorid méd’naty dihydrat 307483-100G, Sigma-Aldrich

Triton-X 100, 37240, Serva

McCoy's 5A Medium, with GlutaMAX™I, without L-glutamine, 0030126DK, Life
Technologies

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

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

L-glutamin, G63921-VL, Sigma-Aldrich

Trypanova modf, T6146-256, Sigma-Aldrich

Dimethylsulfoxide (DMSO), D8418-100ML, Sigma-Aldrich

PBS (Phosphate buffered saline) 1x (pH 7,4) NaCl 4g, KCI 0,1g, Na,HPO4x12 H,0O

1,605g, KH,PO, 0,01g
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MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid), Sigma-Aldrich
MTT roztok: 3 mg MTT/ml PBS

MTT rozpoustéci roztok: DMSO/1% NHjs

deionizovana voda (pomoci ptistroje Aqua Osmotic)

dezinfekce Izorapid

4.3 Pristrojové vybaveni

Autoklav PS20A Chirana, CR

Box skiinovy mrazici (-80 °C) Sanyo, Japonsko

Inkubator Contherm, Novy Zéland

Laminarni box SafeFASTTop, Faster, Italie

Lednice Calex, CR

Mikroskop T2 103411 Olympus, CR

Spektrofotometr Tecan (program I-Control), Svycarsko

Sada pipet (0,1-2,5 pl, 0,5-10 pl, 2-20 pl, 10-100 pl, 50-200 pl, 100-1000 pl) Eppendorf
Pipeta multikanalova (30-300 ul) Proline Plus, Biohit

Piistroj na vyrobu deionizované vody, Aqua Osmotic, CR

Véahy Kern ABS 80-4, Némecko

pH metr PL600RK, G.O.N Electronic

Centrifuga Mini Labnet International, USA

Vodni lazen LCB 11D Thermo-circulator, LabTech

Invertovany mikroskop NIB-100 Nanjing Jiangnan Novel Optics, Cina

Ttepacka Reax Top Heidolf, Némecko
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Membréanova vyvéva, KNF Lab, Francie

4.4 Material

1,5ml mikrozkumavky (Tubes for you)

0,5ml mikrozkumavky (Tubes for you)

2ml mikrozkumavky (Tubes for you)

Kultiva¢ni desti¢ky 96-jamkové (Orange Scientific)
Kultivaéni desticky 24-jamkové (Orange Scientific)
Kultivaéni 1ahev 75 cm?, filter cap (Orange Scientific)
Stiikacka plastova z PP pro jednordzové pouziti 2ml (Chirana)
Stiikacka plastova z PP pro jednorazové pouziti 20ml (Chirana)
epTIPS 50 - 1 000 pl, 2 x 500 $picek (Eppendorf)

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

epTIPS 2 - 200 pl, 2 x 500 Spicek (Eppendorf)

4.5 Kultivace bunééné linie G-361

Veskerd manipulace sbunéénou kulturou byla provadéna ve sterilnich
podminkach laminarniho boxu. Bunky byly kultivovany v kultiva¢nich nadobach o
objemu 75 ml umisténych v inkubatoru pii 37 °C a koncentraci CO; 5 %. Ke kultivaci
bylo pouzito McCoy's 5A Medium, k médiu byl ptidan penicillin-streptomycin, fetalni
hovézi sérum a L-glutamin. Kone¢na koncentrace penicillin-streptomycinu v médiu

byla 1 %, koncentrace fetalniho hovéziho séra 10 % a L-glutaminu 1 %.

Bunééné linie se dlouhodobé uchovavaji zamrazené pii -80 °C. K vlastnimu
pokusu jsem pouzila jiz pfedem rozmrazenou a pfipravenou melanomovou linii.

Veskeré roztoky, které pfisly do kontaktu s buikami, byly sterilizovany a ohfaty na
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37 °C. Z75ml kultivaéni nadoby jsem pomoci membranové vyvévy odsdla staré
médium a ptidala 7 ml fosfatového pufru PBS. Pufr jsem ihned opét odsala a k buikdm

pridala 1 ml trypsinu.

Trypsin se nechal pusobit pfiblizné dvé minuty. Buiikky se b&hem pusobeni
trypsinu oddélily od dna kultivaéni nadoby a nasledné se k nim ptidalo asi 8 ml ¢istého
média. Cca 90% roztoku bunék se odebralo do plastové zkumavky a pouzilo k MTT
testim. Zbytek bunék se po pfidani Cerstvého média premistil k dalsi kultivaci do

inkubatoru.
4.6 Pocitani bunék

V ziskaném roztoku bunék v médiu bylo nutné stanovit koncentraci bunék. Bylo
odebrano 10 pl meédia s buikami do plastové mikrozkumavky a do ni se dale ptidalo
90 pul trypanové modfi. Roztok byl promichan. Odebralo se z n& 10 ul, pfeneslo do
Biirkerovy komitrky a buiiky byly spocitiny pod mikroskopem. Z poctu bunck v 10
velkych ctvercich Biirkerovy komurky se vypocital aritmeticky pramér. Praimér se

vynasobil 10° a ziskané &islo odpovidalo po&tu bunék v jednom mililitru média.

Bunky byly vysety na 96 jamkovou desticku. Pfed vysetim byly buiiky nafedény
do pozadované koncentrace tak, aby v kazdé jamce bylo 200 ul média obsahujiciho

20 000 bunek. Takto piipravena mikrotitracni desticka se prenesla zpét do inkubatoru.

4.7 Urceni vlivu testovanych latek na bunky

Po uplynuti 24 hodin se pod mikroskopem zkontrolovala hustota a morfologie
bun€k na mikrotitra¢ni desticce. Bylo odsato staré médium a ptiddno 200 pl ¢istého
media s obsazenou testovanou latkou v pozadované koncentraci. Kazda latka byla
testovana ve Ctyfech koncentracich a kazdd koncentrace pouZita ve tfech jamkach
mikrotitra¢ni desti¢ky. Navic byla provedena pozitivni a negativni kontrola a kontrola
vlivu rozpoustédla. Negativni kontrolou byl 20% Triton-X dale ziedény médiem (630 pl
média na 370 pl Tritonu). Cisté médium bez piidani jinych latek slouzilo jako pozitivni

kontrola.
4.8 Kontrola vlivu rozpoustédla

Cu(EtDTC); komplex a bortezomib jsou nepolarni latky, které se ve vod¢é Spatné
rozpoustéji. Byly rozpusStény v dimethylsulfoxidu (DMSO). K ovéfeni, jestli neni

25



DMSO pro bunky toxicky, byl proto ptidan 1 ul DMSO k 999 pl média a hodnota
viability takto oSetfenych bun€k byla porovnana s buiikami kultivovanymi pouze
v médiu. Ke kazdému pokusu byl vzdy namichan novy roztok Cu(EtDTC), komplexu a

bortezomibu.

Diethyldithiokarbaméat (DDTC) a CuCl; byly rozpustény ve vodé. Obé latky jsou
dostatecné stabilni, proto byl pouzivan stejny zasobni roztok pro vSechny MTT testy.
Vliv vody na viabilitu bun¢k testovan nebyl, protoze voda tvofi pfevaznou cast média.
Piidani 1 pl vody na 999 pl média je zanedbatelné mnozstvi, které vyrazné neovlivni

pH ani osmolalitu roztoku.
4.9 Detekce zivych bunék pomoci MTT testu

Kazdy pokus byl proveden ve tfech nezavislych opakovanich. Po uplynuti
24 hodin inkubace s testovanou latkou bylo odstranéno staré médium. Buiky byly
proplachnuty 100 pl PBS/jamka a bylo k nim pfidano 100 pl média s MTT soli. 3 mg
MTT soli byly rozpustény v 1 ml PBS a roztok byl 10x nafedén médiem.

Zluta MTT sal (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid) je
redukovana na tmav¢ fialovy formazan. Redukce MTT soli probihd pouze v Zivych
buikach, mnozstvi vytvoteného fialového produktu je pfimo umérné poctu zivych
bunék v roztoku. [277] Bunky se nasledné nechaly inkubovat 45 minut v inkubatoru pfi

37 °C. Nasledné byl formazan detekovan spektrofotometrem pii vinové délce 570 nm.
4.10 Statistické vyhodnoceni

Pfi ovéfovani vlivu latek na buiiky se nejdiive stanovi nulova a alternativni
hypotéza. Nulova hypotéza tik4, Ze mezi pozorovanymi jevy neni zadny vztah.
Alternativni hypotéza je opak nulové hypotézy, tedy Ze mezi pozorovanymi jevy

zavislost existuje.

Ptiklad nulové hypotézy Ho: Bunky kultivované po dobu 24 hodin v ptitomnosti DDTC
0 koncentraci 10 umol/l dosahuji stejnych hodnot viabilit jako buiiky péstované pouze

V pfitomnosti média.

Alternativni hypotéza Hj: Burky kultivované po dobu 24 hodin v ptitomnosti DDTC
0 koncentraci 10 umol/I se v hodnotach viability li§i od kontroly.
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Pii pokusech porovnavame viabilitu kontrolnich bunc¢k kultivovanych
v samotném médiu a viabilitu buné¢k po 24 hodinové inkubaci s testovanou latkou.
Pomoci t-testu uréime, s jakou pravdépodobnosti ma dana latka vliv na viabilitu bungk.
Viabilita bunék v médiu je 100 %. Pokud budou naméiené viability testované latky
napiiklad 98 %, 99%, a 97 %, je pravdépodobné, ze dana latka nema na Zivotnost bunék
zadny vliv a rozdily jsou zptsobeny pouze nahodou. Jestli budou namétené hodnoty
naopak velmi nizké, napiiklad 1 %, 10 %, a 5%, testovana latka s velkou

pravdépodobnosti zptisobuje snizeni Zivotaschopnosti bun¢k.

Rozdil dvou populaci testovanych bunék hodnotime neparovym t-testem za
pomoci statistickych softward. Pfi vypoctu pifedem stanovime hladinu statistické
vyznamnosti o, v piipadé MTT testu zvolime a = 0,05. Pokud je vypocitana p-hodnota

niz8i nez 0,05, zamitdme nulovou hypotézu ve prospéch alternativni hypotézy.

4.11 Urc€eni hodnot ICsj a zjisténi morfologie bunék

Pomoci linearni regrese byla v programu ED50plus v1.0. spoc¢itana polovi¢ni
hodnota maximalni inhibi¢ni koncentrace (half maximal inhibitory concentration, 1Cxsp).
ICs0 udava koncentraci noxy, pfi niz se zivotaschopnost bunék snizi na polovinu. Bunky
byly vysazeny na 24-jamkovou desti¢ku a inkubovany po 24 hodin pti ICso koncentraci

kazdé latky. Nasledné byly bunky vyfoceny inverznim mikroskopem s kamerou.
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5 VYSLEDKY
5.1 Urceni vlivu zkoumanych latek na bunky

5.1.1 Vliv DMSO na bunky

V jednotlivych pokusech s pfidanym 1 pl DMSO byly ureny nasledujici
hodnoty viabilit: 102,49 %; 86,69 %; 109,44 %; 94,17 %; 99,36 %; 98,72 %. Primérna
hodnota viability byla 98,48%. Hodnoty viabilit DMSO a média byly porovnany
v programu Statistica verze 10. Neparovym t-testem bylo ovéfeno, Ze DMSO nema

zivotnost bun€k zadny vliv. Vypocitana p-hodnota byla vyssi nez 0,05.

5.1.2 Vliv koncentrace DDTC na viabilitu bunék

Buiiky byly vystaveny ptsobeni diethyldithiokarbamétu o koncentracich 200,
100, 50 a 10 pumol/l. DDTC zptisobuje signifikantni snizeni viability od koncentrace

50 pumol/l. Souhrnné vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢. 1 a v grafu €. 1.

Tabulka ¢. 1 — Viabilita bunék pii inkubaci s DDTC po dobu 24 hodin

viabilita bunék [%]

koncentrace
DDTC oL smérodatna
1. test 2. test 3.test Prumer p-hodnota
[umol/I] odchylka
200 26,30 17,05 22,76 22,03 4,67 0,000008
100 57,12 36,61 15,42 36,38 20,85 0,006151
50 66,81 35,66 35,36 45,94 18,07 0,006602
10 63,77 100,32 82,26 82,11 18,28 0,165
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Graf ¢. 1 — Zavislost viability bunék (0sa y) na koncentraci DDTC (inkubace 24 hodin)

5.1.3 VIliv koncentrace CuCl, na viabilitu bunék

Pouzité koncentrace CuCl, byly 1; 0,5; 0,25 a 0,1 mmol/l. Méd’ byla pro bunky

toxicka pouze Vv nejvyssi testované koncentraci 1 mmol. Souhrnné vysledky jsou

uvedeny v tabulce ¢. 2 a v grafu ¢. 2.

Tabulka ¢. 2 — Viabilita bunek pfi inkubaci s CuCl, po dobu 24 hodin

koncentrace

CUClz

1. test
[mmol/I]

1 0,60
0,5 67,57
0,25 85,45
0,1 77,27

viabilita bunék [%]

2. test 3.test Pramér

2,17 6,35 3,04
115,25 105,47 96,10
130,69 104,69 106,94
132,02 99,09 102,79

smérodatna

odchylka

2,97
25,18
22,71
27,56

p-hodnota

0,000001
0,802
0,624
0,869
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Graf ¢. 2 — Zavislost viability buné€k (osa y) na koncentraci CuCl, (inkubace 24 hodin)

5.1.4 Vliv koncentrace Cu(EtDTC), komplexu na viabilitu bunék

Cu(EtDTC), komplex byl ptivodné testovan pii koncentracich 15; 10; 5 a
1 umol/l. Cu(EtDTC), komplex byl pro burky toxicky ve vSech pivodné pouzitych
koncentracich a z nékterych vysledki (zde nepublikovanych) nebylo mozné stanovit
ICs0 kvili nizkym hodnotam viability. Koncentraci Cu(EtDTC); jsem proto snizila na
10; 5; 1 a 0,1 umol/l.

S vyjimkou nejnizsi testované koncentrace 0,1 pumol/l se viabilita Cu(EtDTC),
komplexu statisticky vyznamné liSila od kontroly ve vSech pouzitych koncentracich.
Souhrnné vysledky pii testovani vlivu Cu(EtDTC), komplexu na viabilitu bunék jsou

uvedeny v tabulce ¢. 3 a v grafu ¢. 3.
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Tabulka ¢. 3 — Viabilita bunék pii inkubaci s Cu(EtDTC), komplexem po dobu 24 hodin

viabilita bunék [%]

koncentrace
Cu(EtDTC), Lo smérodatnd
1. test 2. test 3. test prumer p-hodnota
[umol/I] odchylka
15 7,66
10 6,52 6,61 27,57 13,57 12,13 0,000247
> 31,73 2,38 30,92 21,68 16,71 0,001254
1 68,33 61,46 28,09 52,62 21,53 0,018908
01 138,92 103,51 121,22 25,04 0,354
160.00%
T 140.00%
120.00%

100.00%

L \
\ 80.00%
T\ 60.00%

I 40.00%
N‘\%\‘ 20.00%
I T T T T 0-00%
0.1 1 5 10 15
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Graf ¢. 3 — Zavislost viability bun¢k (osa y) na koncentraci Cu(EtDTC), komplexu
(inkubace 24 hodin)

5.1.5 Vznik Cu(EtDTC), komplexu

Byl pouzit synteticky Cu(EtDTC), komplex, ktery v testovanych koncentracich

zpusobil signifikantni sniZeni viability. Bylo nutné ovéfit, jestli tento komplex vznika
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Vv kultiva¢nim médiu z jeho strukturnich komponent (médi a diethyldithiokarbamatu).
Buiky byly proto inkubovany s CuCl, a DDTC v nejnizsi koncentraci, kterd byla
pouzita v pfedchozich MTT testech.

Testovand koncentrace CuCl, byla 0,1 mmol/l a koncentrace DDTC
0,01 mmol/l. K ovéfeni vzniku Cu(EtDTC), komplexu v kultivaénim médiu se do
mikrozkumavky s médiem pfidalo mnozstvi roztoku obou latek, tak aby tato
mikrozkumavka obsahovala CuCl, o koncentraci 0,1 mmol/l a zaroven DDTC o

koncentraci 0,01 mmol/I.

Pii statistickém zhodnoceni byla v neparovém t-testu porovnana hodnota viabilit
bungk testovanych s CuCl, a DDTC a bunék inkubovanych v pfitomnosti obou latek
dohromady. Viabilita bun€k samostatné testovanych latek se statisticky vyznamné lisila
od jejich kombinace. Primérna hodnota viability samostatnych latek byla mezi 80 a
90 %, pramér viability kombinace CuCl, a DDTC byl 8,41 %. Na zaklad¢ desetkrat
niz8§i viability kombinace CuCl, a DDTC miZeme proto usoudit, ze Cu(EtDTC),
komplex v kultivaénim médiu vznikad. Souhrnné vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢. 4 a

v grafu . 4.

Tabulka ¢. 4 — Viabilita bunék pii inkubaci s CuCl,, DDTC a jejich kombinace
(24 hodin)

viabilita bunék [%]

latka a jeji
koncentrace o smérodatna *
1. test 2. test 3.test ~ Prumer p-hodnota
[mmol/I] odchylka
CuCl 0,1 g9 79 94,79 78,23 87,44 8,43
DDTCO,01 11598 80,77 57,70 84,82 29,35
kombinace 1,05 7,39 16,79 8,41 7,92 0,000334

*p-hodnota pfi srovnani viabilit bunék testovanych s CuCl, a DDTC vac¢i bunkam

vystavenych jejich kombinaci
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5.1.6 Vliv koncentrace bortezomibu na viabilitu bunék

V teoretické c¢asti jiz bylo uvedeno, Ze bortezomib zpisobuje velké snizeni
viability melanomovych bunéénych linii. Z tohoto diivodu a také kvili vysoké cené této
latky byly testované koncentrace velmi nizké. Pouzité koncentrace bortezomibu byly 1;
0,1; 0,01 a 0,001 umol/l. Koncentrace 1 a 0,1 umol/l zplsobily statisticky signifikantni
snizeni viability, koncentrace 0,01 a 0,001 umol/I viabilitu bunék neovlivnily. Vysledky
MTT testu bortezomibu jsou shrnuty v tabulce ¢. 5 a v grafu €. 5.
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Tabulka ¢. 5 — Viabilita bunék pfti inkubaci s bortezomibem po dobu 24 hodin

viabilita bunék [%]

koncentrace
bortezomibu . smérodatna
1. test 2. test 3.test Prumer p-hodnota
[umol/I] odchylka
1 23,60 21,92 43,04 29,52 11,74 0,000483
0,1 29,39 22,13 55,33 35,62 17,45 0,003080
0,01 108,25 42,13 55,86 68,75 34,89 0,196
0,001 110,31 111,86 97,69 106,62 7,77 0,214
140.00%
120.00%

d T 100.00%
\ 80.00%
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Graf ¢. 5 — Zavislost viability bunék (osa y) na koncentraci bortezomibu (inkubace 24
hodin)

5.2 Hodnoty ICsq pro zkoumané latky

ICso bortezomibu byla ze vsech testovanych latek nejnizsi (0,45 pmol/l).
Cu(EtDTC), komplex mél koncentraci 1Csy ptiblizné desetkrat vyssi. DDTC i CuCl,
byly latky pro bunky malo toxické. Hodnota ICso DDTC byla 116,07 pmol/l, 1Csg
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chloridu méd’natého byla nejvyssi ze vsech testovanych latek (660,95 pmol/l). Vsechny
hodnoty ICsp byly shrnuty do ptehledné tabulky ¢. 6.

Tabulka ¢. 6 — ICsp vSech testovanych latek (inkubace 24 hodin)

testovana latka hodnota ICso [umol/I]
DDTC 116,07
CuCl, 660,95
Cu(EtDTC), komplex 4,04
bortezomib 0,45
5.3 Morfologie bunék

Bunky kultivované v médiu mély po 24 hodinach kultivace vétSinou podélny
tvar a husté pokryly dno jamky. Byla porovnana hustota a morfologie bunék kontrolnich
a bun€k rostoucich v pfitomnosti testované latky o koncentraci ICsq po dobu 24 hodin.
Hustota bunék rostoucich v pfitomnosti CuCl, 0 koncentraci 660,95 umol/l, byla nizsi

nez u kontroly, tvar ani velikost bun¢k se nezménily.

Burky rostouci v ptitomnosti DDTC, Cu(EtDTC), komplexu a bortezomibu
prodélaly morfologické zmény. V ptitomnosti kazdé z téchto tii latek buiky ziskaly
kulaty tvar a jejich hustota se vyrazné sniZila. Buiiky péstované v pfitomnosti DDTC
mély tendenci ke shlukovani. Fotografie bunék pofizené invertovanym mikroskopem

S kamerou jsou na obrazcich €. 6 az 10.
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Obrazek ¢. 7 — Buiiky inkubované po dobu 24 hodin v médiu s CuCl, o koncentraci
660,95 umol/l, zvétseni 200x
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Obrazek ¢. 8 — Bunky inkubované po dobu 24 hodin vmédiu s DDTC o

koncentracil16,07 pmol/l, zvétseni 200x

Obrazek ¢. 9 — Bunky inkubované po dobu 24 hodin v médiu s Cu(EtDTC), komplexem
0 koncentraci 4,04 pmol/l zvétseni 200x
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Obrazek ¢. 10 — Bunky inkubované po dobu 24 hodin v médiu s bortezomibem o

koncentraci 0,45 pumol/l, zvétseni 200x
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6 DISKUZE

V praktické ¢asti bakalaiské prace byl zkouman vliv bortezomibu, bis-
(diethyldithiokarbamat) ~ meéd’natého komplexu,  chloridu  mé&dnatého a

diethyldithiokarbamétu na melanomové bunééné linii G-361.

ICso bortezomibu byla 0,45 pmol/l. Koncentrace 1 a 0,1 umol/l zpisobily
statisticky signifikantni sniZzeni viability, koncentrace 0,01 a 0,001 umol/l viabilitu
bunék neovlivnily. Autofi [99] pouzili stejnou melanomovou linii G-361, ale dosahli
vétsiho snizeni viability. Pti pouziti 0,1 pg/ml bortezomibu byla jimi naméfena viabilita
1-13% kontroly, ICsp moji buné&tné linie byla 0,17 pg/ml. Rozdil je zpisoben delsi
dobou inkubace. Autofi [99] bunky inkubovali s testovanou latkou po dobu 48 hodin,
doba moji inkubace byla poloviéni (24 hodin). Bortezomib bych jako Iék proti
malignimu melanomu nedoporucila, protoZze neni U€inny proti pevnym tumorim.
Navzdory vS§em uspéchiim bortezomibu na buné¢nych liniich i xenograftech musel byt
Klinicky test na pacientech s melanomem pied¢asné ukonéen z dtivodu netéinnosti.
[105-106]

ICso0 Cu(EtDTC), komplexu byla 4,04 pmol/l. Cu(EtDTC), komplex
pravdépodobné vznika z diethyldithiokarbamatu a meédi v kultivaénim médiu.
Disulfiram v kombinaci s glukonatem méd'natym bych doporucila ke klinickym testim
pro 1écbu pacientii s malignim melanomem. Faze, kdy melanom jiz metastazoval do
jinych organt, je v soucasné dobé nevylécitelna. U pacientky s jaterni metastazou
z o¢niho melanomu doslo k vymizeni tumoru a zna¢nému zlep$eni kvality zivota. [238]
Pacientka uzivala kromé disulfiramu i zinek ve formé potravinového dopliiku, coz vedlo
Kk tvorbé Gcinnych kovovych komplext dithiokarbaméatu. Klinické testy disulfiramu
proti riznym formam melanomu by zodpovédé€ly otazku, které formy melanomu jsou
citlive na tento lék. V piipad¢ uspésného schvaleni disulfiramu jako 1éku proti
melanomu by byly usetieny velké naklady za onkologickou 1é¢bu, ktera je v soucasnosti

obrovskou finan¢ni zaté€zi zdravotnickych systémd.

Mym zavéreCnym doporucenim plynoucim z bakalaiské prace je duraz na
prevenci melanomu v populaci. U 0sob mezi 25 a 29 lety je melanom nejcastéjsi

rakovinou. [278] Vysoka incidence je pfipisovana ¢astému uzivani solarii v této vékové
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skuping. [279] Jako prevenci melanomu bych doporucila vyhnuti se vSem formam
umélého opalovani a spaleni klize od slunce. V ptipadé podezieni na melanom by méli
lidé ihned kontaktovat praktického 1ékaie nebo dermatologa. Vcasné chirurgické

odstranéni melanomu vede k uplnému vyléCeni bez jakychkoli nasledk do budoucna.
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7 ZAVER

Cilem prace bylo vypracovat literarni reSerSi o melanomu a soucasnych
moznostech jeho 1é¢by. Maligni melanom je zavazny druh rakoviny kuaze, ktery
zpusobuje 75 % umrti na tuto rakovinu. Vyhybéanim se zatizenim umélého opalovani by
se mohla zna¢né snizit incidence, pfedevsim u mladych zen. U osob mezi 25 a 29 lety
véku je melanom nejcastéjsi rakovinou, coz je davano do souvislosti s ¢astymi
navstévami solarii. Pokud je nemoc zachycena vcas, dd se melanom zcela vylécit

chirurgickym odstranénim.

Stadia, kdy jiz nemoc metastazovala, jsou zatim nelécitelnd. Melanom se 1&¢i
pomoci klasické chemoterapie, ktera ma fadu nezadoucich ucinkd. V roce 2011 byly
FDA schvéleny dva nové léky ipilimumab a vemurafenib, na obé& 1é¢iva se u pacientl
vytvaii rezistence. Ve svoji bakalafské praci jsem se zaméfila na inhibitory proteazomu

jako novy zpiisob 1é€by melanomu.

Naplni praktické ¢asti byly MTT testy bortezomibu, bis-(diethyldithiokarbamat)
méd’natého komplexu a jeho strukturnich komponent na buné¢né linii G-361. Méd’ i
diethyldithiokarbamat ovlivnily viabilitu bun¢k pouze ve vysokych koncentracich. 1Cso
bortezomibu byla velmi nizka (0,45 pmol/l), Cu(EtDTC), komplex mél koncentraci
ICs ptiblizné desetkrat vyssi (4,04 pmol/l).

Inhibitor proteazomu bortezomib byl Gspésné testovan na bunéénych liniich a
mysich xenograftech, ale na pevné tumory pacienti bohuzel nefunguje. Disulfiram se
uziva v 1écbé alkoholismu jiz desitky let, ale mohl by byt vyuzit jako inhibitor
proteazomu proti ruznym rakovinam. Za protirakovinou aktivitou disulfiramu je
pravdépodobné inhibice JAMM domény Pohl podjednotky 19S proteazomu
komplexem diethyldithiokarbamatu s kovy.

Disulfiram v kombinaci s glukonatem zine¢natym bych doporucila do klinickych
testll pro 1é¢bu melanomu. Disulfiram je bezpe¢ny, levny inhibitor proteazomu, ktery
navodil kompletni remisi u pacientky s metastdzou z oéniho melanomu. Diky nizké
cené nepfevySujici 1 az 2 dolary za jednou tabletu byl disulfiram navrzen jako pilotni
projekt neziskového 1é¢iva. Dalsi vyzkum by se mél proto zaméfit na klinické testy

disulfiramu proti melanomu i jinym rakovinam.

41



8 LITERATURA

[1] Jerant AF, Johnson JT, Sheridan CD, Caffrey TJ. Early detection and treatment
of skin cancer. Am Fam Physician. 2000; 62(2): 357-68.

[2] Gloster HM, Brodland DG. The epidemiology of skin cancer. Dermatol Surg. 1996;
22: 217-26.

[3] Parkin DM, Bray F, Ferlay J, Pisani P. Global cancer statistics, 2002. CA Cancer J
Clin. 2005; 55(2): 74-108.

[4] Jemal A, Bray F, Center MM, Ferlay J, Ward E, Forman D. Global cancer statistics.
CA Cancer J Clin. 2011; 61(2): 69-90.

[5] Berwick M, Armstrong BK, Ben-Porat L, Fine J, Kricker A, Eberle C, et al. Sun

exposure and mortality from melanoma. J Natl Cancer Inst. 2005; 97(3): 195-9.

[6] Attis MG, Vollmer RT. Mitotic rate in melanoma: a reexamination. Am J Clin
Pathol. 2007; 127(3): 380-4.

[7] Takebe H, Nishigori C, Tatsumi K. Melanoma and other skin cancers in xeroderma
pigmentosum patients and mutation in their cells. J Invest Dermatol. 1989; 92(5 Suppl):
236S-238S.

[8] De Vries E, Bray FI, Coebergh JW, Parkin DM. Changing epidemiology
of malignant cutaneous melanoma in Europe 1953-1997: rising trends in incidence and
mortality but recent stabilizations in western Europe and decreases in Scandinavia. Int J
Cancer. 2003; 107(1): 119-26.

[9] Joosse A, de Vries E, Eckel R, Nijsten T, Eggermont AM, Holzel D, et al. Gender
differences in melanoma survival: female patients have a decreased risk of metastasis. J
Invest Dermatol. 2011; 131(3): 719-26.

[10] Leiter U, Garbe C. Epidemiology of melanoma and nonmelanoma skin cancer—
the role of sunlight. Adv Exp Med Biol. 2008; 624: 89-103.

[11] Unna PG 1894, citovano v Randle HW. Suntanning: differences in perceptions
throughout history. Mayo Clin Proc. 1997; 72(5): 461-6.

42



[12] Markovic SN, Erickson LA, Rao RD, Weenig RH, Pockaj BA, Bardia A, et al.
Malignant melanoma in the 21st century, part 1: epidemiology, risk factors, screening,
prevention, and diagnosis. Mayo Clin Proc. 2007; 82(3): 364-80.

[13] Osborne JE, Hutchinson PE. Vitamin D and systemic cancer: is this relevant
to malignant melanoma? Br J Dermatol. 2002; 147(2): 197-213.

[14] Reichrath J, Rech M, Moeini M, Meese E, Tilgen W, Seifert M. In vitro
comparison of the vitamin D endocrine system in 1,25(OH)2D3-responsive and -
resistant melanoma cells. Cancer Biol Ther. 2007; 6(1): 48-55.

[15] Eisman JA, Barkla DH, Tutton PJ. Suppression of in vivo growth of human cancer
solid tumor xenografts by 1,25-dihydroxyvitamin D3. Cancer Res. 1987; 47(1): 21-5.

[16] Asgari MM, Maruti SS, Kushi LH, White E. A cohort study of vitamin D intake
and melanoma risk. J Invest Dermatol. 2009; 129(7): 1675-80.

[17] Tolleson WH. Human melanocyte biology, toxicology, and pathology. J Environ
Sci Health C Environ Carcinog Ecotoxicol Rev. 2005; 23: 105-161.

[18] Cover photo, J Cell Biol. 2001; 152(4).

[19] Ortonne JP. Photoprotective properties of skin melanin. Br J Dermatol. 2002; 146
Suppl 61: 7-10.

[20] Meredith P, Riesz J. Radiative relaxation quantum yields for synthetic eumelanin.
Photochem Photobiol. 2004; 79(2): 211-6.

[21] Szab6 G. The number of melanocytes in human epidermis. Br Med J. 1954,
1(4869): 1016-7.

[22] Rees JL. Genetics of hair and skin color. Annu Rev Genet. 2003; 37: 67-90.

[23] Hoath SB, Leahy DG. The organization of human epidermis: functional epidermal
units and phi proportionality. J Invest Dermatol. 2003; 121(6): 1440-6.

[24] Plonka PM, Passeron T, Brenner M, Tobin DJ, Shibahara S, Thomas A, et al. What
are melanocytes really doing all day long...? Exp Dermatol. 2009; 18(9): 799-819.

43



[25] Takeda Y. Existence and distribution of melanocytes and HMB-45-positive cells
in the human minor salivary glands. Pathol Int. 2000; 50(1): 15-9.

[26] Lens M, Bataille V, Krivokapic Z. Melanoma of the small intestine. Lancet Oncol.
2009; 10(5): 516-21.

[27] Marks R. Epidemiology of melanoma. Clin Exp Dermatol. 2000; 25(6): 459-63.

[28] Naldi L, Altieri A, Imberti GL, Gallus S, Bosetti C, La Vecchia C, et al. Sun
exposure, phenotypic characteristics, and cutaneous malignant melanoma. An analysis
according to different clinico-pathological variants and anatomic locations (ltaly).
Cancer Causes Control. 2005; 16(8): 893-9.

[29] Veiergd MB, Adami HO, Lund E, Armstrong BK, Weiderpass E. Sun and solarium
exposure and melanoma risk: effects of age, pigmentary characteristics, and nevi.
Cancer Epidemiol Biomarkers Prev. 2010; 19(1): 111-20.

[30] Lazovich D, Vogel RI, Berwick M, Weinstock MA, Anderson KE, Warshaw EM.
Indoor tanning and risk of melanoma: a case-control study in a highly exposed
population. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev. 2010; 19(6): 1557-68.

[31] Rivers JK. Is there more than one road to melanoma? Lancet. 2004; 363(9410):
728-30.

[32] Diffey B. Sunscreen isn't enough. J Photochem Photobiol B. 2001; 64(2-3): 105-8.

[33] Green A, Williams G, Neale R, Hart V, Leslie D, Parsons P, et al. Daily sunscreen
application and betacarotene supplementation in prevention of basal-cell and squamous-
cell carcinomas of the skin: a randomised controlled trial. Lancet. 1999; 354(9180):
723-9.

[34] Green AC, Williams GM, Logan V, Strutton GM. Reduced melanoma after regular
sunscreen use: randomized trial follow-up. J Clin Oncol. 2011; 29(3): 257-63.

[35] Huncharek M, Kupelnick B. Use of topical sunscreens and the risk of malignant
melanoma: a meta-analysis of 9067 patients from 11 case-control studies. Am J Public
Health. 2002; 92(7): 1173-7.

44



[36] Dennis LK, Beane Freeman LE, VanBeek MJ. Sunscreen use and the risk
for melanoma: a quantitative review. Ann Intern Med. 2003; 139(12): 966-78.

[37] Goldenhersh MA, Koslowsky M. Increased melanoma after regular sunscreen use?
J Clin Oncol. 2011; 29(18): e557-8.

[38] Lebwohl M. ACP journal club. Regular sunscreen use reduces invasive but not
overall melanoma in white adults. Ann Intern Med. 2011; 154(10): JC5-12.

[39] Bradford PT, Freedman DM, Goldstein AM, Tucker MA. Increased risk of second
primary cancers after a diagnosis of melanoma. Arch Dermatol. 2010; 146(3): 265-72.

[40] Hayward NK. Genetics of melanoma predisposition. Oncogene. 2003; 22(20):
3053-62.

[41] Scolyer RA, Long GV, Thompson JF. Evolving concepts in melanoma
classification and their relevance to multidisciplinary melanoma patient care. Mol
Oncol. 2011; 5(2): 124-36.

[42] Yokoyama S, Woods SL, Boyle GM, Aoude LG, MacGregor S, Zismann V, et al.
A novel recurrent mutation in MITF predisposes to familial and sporadic melanoma.
Nature. 2011; 480(7375): 99-103.

[43] Levy C, Khaled M, Fisher DE. MITF: master regulator of melanocyte development
and melanoma oncogene. Trends Mol Med. 2006; 12(9): 406-14.

[44] Hayward N. New developments in melanoma genetics. Curr Oncol Rep. 2000;
2(4): 300-6.

[45] Goldstein AM, Chan M, Harland M, Hayward NK, Demenais F, Bishop DT, et al.
Features associated with germline CDKN2A mutations: a GenoMEL study

of melanoma-prone families from three continents. J Med Genet. 2007; 44(2): 99-106.

[46] Davies H, Bignell GR, Cox C, Stephens P, Edkins S, Clegg S, et al. Mutations
of the BRAF gene in human cancer. Nature. 2002; 417(6892): 949-54.

[47] Pollock PM, Harper UL, Hansen KS, Yudt LM, Stark M, Robbins CM, et al. High
frequency of BRAF mutations in nevi. Nat Genet. 2003; 33(1): 19-20.

45



[48] Curtin JA, Fridlyand J, Kageshita T, Patel HN, Busam KJ, Kutzner H, et al.
Distinct sets of genetic alterations in melanoma. N Engl J Med. 2005; 353(20): 2135-47.

[49] Landi MT, Bauer J, Pfeiffer RM, Elder DE, Hulley B, Minghetti P, et al. MC1R
germline variants confer risk for BRAF-mutant melanoma. Science. 2006; 313(5786):
521-2.

[50] Fargnoli MC, Pike K, Pfeiffer RM, Tsang S, Rozenblum E, Munroe DJ, et al.
MCIR variants increase risk of melanomas harboring BRAF mutations. J Invest
Dermatol. 2008; 128(10): 2485-90.

[51] Hacker E, Hayward NK, Dumenil T, James MR, Whiteman DC. The association
between MC1R genotype and BRAF mutation status in cutaneous melanoma: findings
from an Australian population. J Invest Dermatol. 2010; 130(1): 241-8.

[52] Thomas NE, Kanetsky PA, Edmiston SN, Alexander A, Begg CB, Groben PA,
et al. Relationship between germline MC1R variants and BRAF-mutant melanoma in
a North Carolina population-based study. J Invest Dermatol. 2010; 130(5): 1463-5.

[53] Harbour JW, Onken MD, Roberson ED, Duan S, Cao L, Worley LA, et al.
Frequent mutation of BAP1 in metastasizing uveal melanomas. Science. 2010;
330(6009): 1410-3.

[54] Mocellin S, Nitti D. Vitamin D receptor polymorphisms and the risk of cutaneous

melanoma: a systematic review and meta-analysis. Cancer. 2008; 113(9): 2398-407.

[55] Li C, Liu Z, Zhang Z, Strom SS, Gershenwald JE, Prieto VG, et al. Genetic
variants of the vitamin D receptor gene alter risk of cutaneous melanoma. J Invest
Dermatol. 2007; 127(2): 276-80.

[56] Curtin JA, Busam K, Pinkel D, Bastian BC. Somatic activation of KIT in distinct
subtypes of melanoma. J Clin Oncol. 2006; 24(26): 4340-6.

[57] Beadling C, Jacobson-Dunlop E, Hodi FS, Le C, Warrick A, Patterson J, et al. KIT
gene mutations and copy number in melanoma subtypes. Clin Cancer Res. 2008;
14(21): 6821-8.

46



[58] Horn S, Figl A, Rachakonda PS, Fischer C, Sucker A, Gast A, et al. TERT
promoter mutations in familial and sporadic melanoma. Science. 2013; 339(6122): 959-
61.

[59] Huang FW, Hodis E, Xu MJ, Kryukov GV, Chin L, Garraway LA. Highly
recurrent TERT promoter mutations in human melanoma. Science. 2013; 339(6122):
957-9.

[60] Cooper S. First lines of theory and practice of surgery, p. 363, Longman,
Orme & Co. London, 1840.

[61] Balch CM, Gershenwald JE, Soong SJ, Thompson JF, Atkins MB, Byrd DR, et al.
Final version of 2009 AJCC melanoma staging and classification. J Clin Oncol. 2009;
27(36): 6199-206.

[62] Balch CM, Urist MM, Karakousis CP, Smith TJ, Temple WJ, Drzewiecki K, et al.
Efficacy of 2-cm surgical margins for intermediate-thickness melanomas (1 to 4 mm).
Results of a multi-institutional randomized surgical trial. Ann Surg. 1993; 218(3): 262-
9.

[63] Erickson C, Miller SJ. Treatment options in melanoma in situ: topical and radiation
therapy, excision and Mohs surgery. Int J Dermatol. 2010; 49(5): 482-91.

[64] Damato EM, Damato BE. Detection and time to treatment of uveal melanoma
in the United Kingdom: an evaluation of 2,384 patients. Ophthalmology. 2012; 119(8):
1582-9.

[65] Aoyama T, Mastrangelo MJ, Berd D, Nathan FE, Shields CL, Shields JA, et al.
Protracted survival after resection of metastatic uveal melanoma. Cancer. 2000; 89(7):
1561-8.

[66] Thomas JM.Prognostic false-positivity of the sentinel node in melanoma. Nat Clin
Pract Oncol. 2008; 5(1): 18-23.

[67] Wong SL, Balch CM, Hurley P, Agarwala SS, Akhurst TJ, Cochran A, et al.
Sentinel lymph node biopsy for melanoma: American Society of Clinical Oncology and
Society of Surgical Oncology joint clinical practice guideline. J Clin Oncol. 2012;
30(23): 2912-8.

47



[68] Grob JJ, Dreno B, de la Salmoniére P, Delaunay M, Cupissol D, Guillot B, et al.
Randomised trial of interferon alpha-2a as adjuvant therapy in resected primary
melanoma thicker than 1.5 mm without clinically detectable node metastases. Lancet.
1998; 351(9120): 1905-10.

[69] Kim JH, Hahn EW, Tokita N. Combination hyperthermia and radiation therapy for
cutaneous malignant melanoma. Cancer. 1978; 41(6): 2143-8.

[70] Carella RJ, Gelber R, Hendrickson F, Berry HC, Cooper JS. Value of radiation
therapy in the management of patients with cerebral metastases from malignant
melanoma: Radiation Therapy Oncology Group Brain Metastases Study | and II.
Cancer. 1980; 45(4): 679-83.

[71] Overgaard J, Gonzalez Gonzalez D, Hulshof MC, Arcangeli G, Dahl O, Mella O,
et al. Randomised trial of hyperthermia as adjuvant to radiotherapy for recurrent or
metastatic malignant melanoma. European Society for Hyperthermic Oncology. Lancet.
1995; 345(8949): 540-3.

[72] Bastiaannet E, Beukema JC, Hoekstra HJ. Radiation therapy following lymph node
dissection in melanoma patients: treatment, outcome and complications. Cancer Treat
Rev. 2005; 31(1): 18-26.

[73] Ivanov VN, Bhoumik A, Ronai Z. Death receptors and melanoma resistance
to apoptosis. Oncogene. 2003; 22(20): 3152-61.

[74] Herrstedt J, Dombernowsky P. Anti-emetic therapy in cancer chemotherapy:
current status. Basic Clin Pharmacol Toxicol. 2007; 101(3): 143-50.

[75] Eggermont AM, Kirkwood JM. Re-evaluating the role of dacarbazine in metastatic

melanoma: what have we learned in 30 years? Eur J Cancer. 2004; 40(12): 1825-36.

[76] Luikart SD, Kennealey GT, Kirkwood JM. Randomized phase IlI trial
of vinblastine, bleomycin, and cis-dichlorodiammine-platinum versus dacarbazine in
malignant melanoma. J Clin Oncol. 1984; 2(3): 164-8.

[77] Chapman PB, Einhorn LH, Meyers ML, Saxman S, Destro AN, Panageas KS, et al.
Phase Il multicenter randomized trial of the Dartmouth regimen versus dacarbazine
in patients with metastatic melanoma. J Clin Oncol. 1999; 17(9): 2745-51.

48



[78] Robert C, Thomas L, Bondarenko I, O'Day S, M D JW, Garbe C, et al. Ipilimumab
plus dacarbazine for previously untreated metastatic melanoma. N Engl J Med. 2011,
364(26): 2517-26.

[79] McDermott DF, Sosman JA, Gonzalez R, Hodi FS, Linette GP, Richards J, et al.
Double-blind randomized phase 1l study of the combination of sorafenib and
dacarbazine in patients with advanced melanoma: a report from the 11715 Study Group.
J Clin Oncol. 2008; 26(13): 2178-85.

[80] Quirt I, Verma S, Petrella T, Bak K, Charette M. Temozolomide for the treatment
of metastatic melanoma: a systematic review. Oncologist. 2007; 12(9): 1114-23.

[81] Bottoni U, Bonaccorsi P, Devirgiliis V, Panasiti V, Borroni RG, Trasimeni G, et al.
Complete remission of brain metastases in three patients with stage 1V melanoma
treated with BOLD and G-CSF. Jpn J Clin Oncol. 2005; 35(9): 507-13.

[82] Kanter-Lewensohn L, Girnita L, Girnita A, Dricu A, Olsson G, Leech L, et al.
Tamoxifen-induced cell death in malignant melanoma cells: possible involvement of
the insulin-like growth factor-1 (IGF-1) pathway. Mol Cell Endocrinol. 2000; 165(1-2):
131-7.

[83] Matsuoka H, Tsubaki M, Yamazoe Y, Ogaki M, Satou T, Itoh T, et al. Tamoxifen
inhibits tumor cell invasion and metastasis in mouse melanoma through suppression of
PKC/MEK/ERK and PKC/PI3K/Akt pathways. Exp Cell Res. 2009; 315(12): 2022-32.

[84] Lens MB, Reiman T, Husain AF. Use of tamoxifen in the treatment of malignant
melanoma. Cancer. 2003; 98(7): 1355-61.

[85] Beguerie JR, Xingzhong J, Valdez RP. Tamoxifen vs. non-tamoxifen treatment for

advanced melanoma: a meta-analysis. Int J Dermatol. 2010; 49(10): 1194-202.

[86] Maire C, Vercambre-Darras S, Devos P, D'Herbomez M, Dubucquoi S, Mortier L.
Metastatic melanoma: spontaneous occurrence of auto antibodies is a good prognosis

factor in a prospective cohort. J Eur Acad Dermatol Venereol. 2013; 27(1): 92-6.

[87] Hodi FS, O'Day SJ, McDermott DF, Weber RW, Sosman JA, Haanen JB, et al.
Improved survival with ipilimumab in patients with metastatic melanoma. N Engl J
Med. 2010; 363(8): 711-23.

49



[88] Weber J. Ipilimumab: controversies in its development, utility and autoimmune
adverse events. Cancer Immunol Immunother. 2009; 58(5): 823-30.

[89] Bollag G, Hirth P, Tsai J, Zhang J, Ibrahim PN, Cho H, et al. Clinical efficacy of
a RAF inhibitor needs broad target blockade in BRAF-mutant melanoma. Nature. 2010;
467(7315): 596-9.

[90] Chapman PB, Hauschild A, Robert C, Haanen JB, Ascierto P, Larkin J, et al.
Improved survival with vemurafenib in melanoma with BRAF V600E mutation. N Engl
J Med. 2011; 364(26): 2507-16.

[91] Nazarian R, Shi H, Wang Q, Kong X, Koya RC, Lee H, et al. Melanomas acquire
resistance to B-RAF(V600E) inhibition by RTK or N-RAS upregulation. Nature. 2010;
468(7326): 973-7.

[92] Ascierto PA, Simeone E, Giannarelli D, Grimaldi AM, Romano A, Mozzillo N.
Sequencing of BRAF inhibitors and ipilimumab in patients with metastatic melanoma:

a possible algorithm for clinical use. J Transl Med. 2012; 10: 107.

[93] Das Thakur M, Salangsang F, Landman AS, Sellers WR, Pryer NK, Levesque MP,
et al. Modelling vemurafenib resistance in melanoma reveals a strategy to forestall drug
resistance. Nature. 2013; 494(7436): 251-5.

[94] Hofmann UB, Kauczok-Vetter CS, Houben R, Becker JC. Overexpression of
the KIT/SCF in uveal melanoma does not translate into clinical efficacy of imatinib
mesylate. Clin Cancer Res. 2009; 15(1): 324-9.

[95] Gray-Schopfer V, Wellbrock C, Marais R. Melanoma biology and new targeted
therapy. Nature. 2007; 445(7130): 851-7.

[96] Erdmann F, Lortet-Tieulent J, Schiiz J, Zeeb H, Greinert R, Breitbart EW, et al.
International trends in the incidence of malignant melanoma 1953-2008-are recent
generations at higher or lower risk? Int J Cancer. 2013; 132(2): 385-400.

[97] Tsai S, Balch C, Lange J. Epidemiology and treatment of melanoma in elderly
patients. Nat Rev Clin Oncol. 2010; 7(3): 148-52.

[98] Sondak VK, Flaherty LE. Targeted therapies: Improved outcomes for patients with
metastatic melanoma. Nat Rev Clin Oncol. 2011; 8(9): 513-5.

50



[99] Freudlsperger C, Thies A, Pfuller U, Schumacher U. The proteasome inhibitor
bortezomib augments anti-proliferative effects of mistletoe lectin-1 and the PPAR-
gamma agonist rosiglitazone in human melanoma cells. Anticancer Res. 2007; 27(1A):
207-13.

[100] Wolter KG, Verhaegen M, Fernandez Y, Nikolovska-Coleska Z, Riblett M, de la
Vega CM, et al. Therapeutic window for melanoma treatment provided by selective
effects of the proteasome on Bcl-2 proteins. Cell Death Differ. 2007; 14(9): 1605-16.

[101] Amiri KI, Horton LW, LaFleur BJ, Sosman JA, Richmond A. Augmenting
chemosensitivity of malignant melanoma tumors via proteasome inhibition: implication
for bortezomib (VELCADE, PS-341) as a therapeutic agent for malignant melanoma.
Cancer Res. 2004; 64(14): 4912-8.

[102] Yerlikaya A, Erin N. Differential sensitivity of breast cancer and melanoma cells
to proteasome inhibitor Velcade. Int J Mol Med. 2008; 22(6): 817-23.

[103] Lens MB, Dawes M. Interferon alfa therapy for malignant melanoma:

a systematic review of randomized controlled trials. J Clin Oncol. 2002; 20(7): 1818-25.

[104] Lesinski GB, Raig ET, Guenterberg K, Brown L, Go MR, Shah NN, et al. IFN-
alpha and bortezomib overcome Bcl-2 and Mcl-1 overexpression in melanoma cells by

stimulating the extrinsic pathway of apoptosis. Cancer Res. 2008; 68(20): 8351-60.

[105] Markovic SN, Geyer SM, Dawkins F, Sharfman W, Albertini M, Maples W, et al.
A phase Il study of bortezomib in the treatment of metastatic malignant melanoma.
Cancer. 2005; 103(12): 2584-9.

[106]
http://www.clinicaltrials.gov/ct2/show/study/NCT00512798?term=bortezomib+melano
ma&rank=2 (tijen 2012)

[107]

http://www.clinicaltrials.gov/ct2/results?term=bortezomib+melanoma&Search=Search
(fijen 2012)

[108] Nam S, Smith DM, Dou QP. Ester bond-containing tea polyphenols potently
inhibit proteasome activity in vitro and in vivo. J Biol Chem. 2001; 276(16): 13322-30.

51



[109] Smith DM, Wang Z, Kazi A, Li LH, Chan TH, Dou QP. Synthetic analogs of
green tea polyphenols as proteasome inhibitors. Mol Med. 2002; 8(7): 382-92.

[110] Osanai K, Landis-Piwowar KR, Dou QP, Chan TH. A para-amino substituent on
the D-ring of green tea polyphenol epigallocatechin-3-gallate as a novel proteasome
inhibitor and cancer cell apoptosis inducer. Bioorg Med Chem. 2007; 15(15): 5076-82.

[111] Nihal M, Ahmad N, Mukhtar H, Wood GS. Anti-proliferative and proapoptotic
effects of (-)-epigallocatechin-3-gallate on human melanoma: possible implications for

the chemoprevention of melanoma. Int J Cancer. 2005; 114(4): 513-21.

[112] Liu JD, Chen SH, Lin CL, Tsai SH, Liang YC. Inhibition of melanoma growth
and metastasis by combination with (-)-epigallocatechin-3-gallate and dacarbazine in
mice. J Cell Biochem. 2001; 83(4): 631-42.

[113] Feling RH, Buchanan GO, Mincer TJ, Kauffman CA, Jensen PR, Fenical W.
Salinosporamide A: a highly cytotoxic proteasome inhibitor from a novel microbial
source, a marine bacterium of the new genus salinospora. Angew Chem Int Ed Engl.
2003; 42(3): 355-7.

[114] Etlinger JD, Goldberg AL. A soluble ATP-dependent proteolytic system
responsible for the degradation of abnormal proteins in reticulocytes. Proc Natl Acad
Sci U S A. 1977; 74(1): 54-58.

[115] Oficialni stranky Nobelovy ceny, http://www.nobelprize.org/ (leden 2013)

[116] Voges D, Zwickl P, Baumeister W. The 26S proteasome: a molecular machine

designed for controlled proteolysis. Annu Rev Biochem. 1999; 68: 1015-68.

[117] Maupin-Furlow J. Proteasomes and protein conjugation across domains of life.
Nat Rev Microbiol. 2011 Dec; 10(2): 100-11.

[118] Hershko A, Ciechanover A. The ubiquitin system. Annu Rev Biochem. 1998; 67:
425-79.

[119] Pratt JM, Petty J, Riba-Garcia I, Robertson DH, Gaskell SJ, Oliver SG, et al.
Dynamics of protein turnover, a missing dimension in proteomics. Mol Cell Proteomics.
2002; 1(8): 579-91.

52



[120] Neklesa TK, Crews CM. Chemical biology: Greasy tags for protein removal.
Nature. 2012; 487(7407): 308-9.

[121] Neklesa TK, Tae HS, Schneekloth AR, Stulberg MJ, Corson TW, Sundberg TB,
et al. Small-molecule hydrophobic tagging-induced degradation of HaloTag fusion
proteins. Nat Chem Biol. 2011; 7(8): 538-43.

[122] King RW, Deshaies RJ, Peters JM, Kirschner MW. How proteolysis drives
the cell cycle. Science. 1996; 274(5293): 1652-9.

[123] Adams J, Palombella VJ, Sausville EA, Johnson J, Destree A, Lazarus DD, et al.
Proteasome inhibitors: a novel class of potent and effective antitumor agents. Cancer
Res. 1999; 59(11): 2615-22.

[124] Suraweera A, Minch C, Hanssum A, Bertolotti A. Failure of amino acid
homeostasis causes cell death following proteasome inhibition. Mol Cell. 2012; 48(2):
242-53.

[125] Vabulas RM, Hartl FU. Protein synthesis upon acute nutrient restriction relies on
proteasome function. Science. 2005; 310(5756): 1960-3.

[126] Price CT, Al-Quadan T, Santic M, Rosenshine I, Abu Kwaik Y. Host proteasomal
degradation generates amino acids essential for intracellular bacterial growth. Science.
2011; 334(6062): 1553-7.

[127] Orlowski RZ, Kuhn DJ. Proteasome inhibitors in cancer therapy: lessons from
the first decade. Clin Cancer Res. 2008; 14(6): 1649-57.

[128] Adams J. The proteasome: a suitable antineoplastic target. Nat Rev Cancer. 2004;
4(5): 349-60.

[129] Mitchell BS. The proteasome--an emerging therapeutic target in cancer. N Engl J
Med. 2003; 348(26): 2597-8.

[130] Rajkumar SV, Richardson PG, Hideshima T, Anderson KC. Proteasome
inhibition as a novel therapeutic target in human cancer. J Clin Oncol. 2005; 23(3): 630-
9.

53



[131] Almond JB, Cohen GM. The proteasome: a novel target for cancer chemotherapy.
Leukemia. 2002; 16(4): 433-43.

[132] Voorhees PM, Dees EC, O'Neil B, Orlowski RZ. The proteasome as a target for
cancer therapy. Clin Cancer Res. 2003; 9(17): 6316-25.

[133] Richardson PG, Mitsiades C, Hideshima T, Anderson KC. Proteasome inhibition
in the treatment of cancer. Cell Cycle. 2005; 4(2): 290-6.

[134] Adams J, Palombella VJ, Elliott PJ. Proteasome inhibition: a new strategy in
cancer treatment. Invest New Drugs. 2000; 18(2): 109-21.

[135] Fehrenbacher N, Jaatteld M. Lysosomes as targets for cancer therapy. Cancer Res.
2005; 65(8): 2993-5.

[136] Rabinowitz JD, White E. Autophagy and metabolism. Science. 2010; 330(6009):
1344-8.

[137] Marino ML, Pellegrini P, Di Lernia G, Djavaheri-Mergny M, Brnjic S, Zhang X,
et al. Autophagy is a protective mechanism for human melanoma cells under acidic
stress. J Biol Chem. 2012; 287(36): 30664-76.

[138] Peters JM, Franke WW, Kleinschmidt JA. Distinct 19 S and 20 S subcomplexes
of the 26 S proteasome and their distribution in the nucleus and the cytoplasm. J Biol
Chem. 1994; 269(10): 7709-18.

[139] Reits EA, Benham AM, Plougastel B, Neefjes J, Trowsdale J. Dynamics of
proteasome distribution in living cells. EMBO J. 1997; 16(20): 6087-94.

[140] Walz J, Erdmann A, Kania M, Typke D, Koster AJ, Baumeister W. 26S
proteasome structure revealed by three-dimensional electron microscopy. J Struct Biol.
1998; 121(1): 19-29.

[141] Forster F, Lasker K, Nickell S, Sali A, Baumeister W. Toward an integrated
structural model of the 26S proteasome. Mol Cell Proteomics. 2010; 9(8): 1666-77.

[142] Groll M, Ditzel L, Léwe J, Stock D, Bochtler M, Bartunik HD, et al. Structure of
20S proteasome from yeast at 2.4 A resolution. Nature. 1997; 386(6624): 463-71.

54



[143] Saeki Y, Toh-E A, Kudo T, Kawamura H, Tanaka K. Multiple proteasome-
interacting proteins assist the assembly of the yeast 19S regulatory particle. Cell. 2009;
137(5): 900-13.

[144] Madura K. Cell biology: The proteasome assembly line. Nature. 2009; 459(7248):
787-8.

[145] Ramos PC, Dohmen RJ. PACemakers of proteasome core particle assembly.
Structure. 2008; 16(9): 1296-304.

[146] Roelofs J, Park S, Haas W, Tian G, McAllister FE, Huo Y, et al. Chaperone-
mediated pathway of proteasome regulatory particle assembly. Nature. 2009;
459(7248): 861-5.

[147] Hirano Y, Hendil KB, Yashiroda H, lemura S, Nagane R, Hioki Y, et al.
A heterodimeric complex that promotes the assembly of mammalian 20S proteasomes.
Nature. 2005; 437(7063): 1381-5.

[148] Park S, Roelofs J, Kim W, Robert J, Schmidt M, Gygi SP, et al. Hexameric
assembly of the proteasomal ATPases is templated through their C termini. Nature.
2009; 459(7248): 866-70.

[149] Pickart CM. Mechanisms underlying ubiquitination. Annu Rev Biochem. 2001,
70: 503-33.

[150] Thrower JS, Hoffman L, Rechsteiner M, Pickart CM. Recognition of the
polyubiquitin proteolytic signal. EMBO J. 2000; 19(1): 94-102.

[151] McCutchen-Maloney SL, Matsuda K, Shimbara N, Binns DD, Tanaka K,
Slaughter CA, et al. cDNA cloning, expression, and functional characterization of PI31,
a proline-rich inhibitor of the proteasome. J Biol Chem. 2000; 275(24): 18557-65.

[152] Saeki Y, Kudo T, Sone T, Kikuchi Y, Yokosawa H, Toh-e A, et al. Lysine 63-
linked polyubiquitin chain may serve as a targeting signal for the 26S proteasome.
EMBO J. 2009; 28(4): 359-71.

[153] Shringarpure R, Grune T, Mehlhase J, Davies KJ. Ubiquitin conjugation is not
required for the degradation of oxidized proteins by proteasome. J Biol Chem. 2003;
278(1): 311-8.

55



[154] Murakami Y, Matsufuji S, Kameji T, Hayashi S, Igarashi K, Tamura T, et al.
Ornithine decarboxylase is degraded by the 26S proteasome without ubiquitination.
Nature. 1992; 360(6404): 597-9.

[155] Dye BT, Schulman BA. Structural mechanisms underlying posttranslational
modification by ubiquitin-like proteins. Annu Rev Biophys Biomol Struct. 2007; 36:
131-50.

[156] Tyers M, Willems AR. One ring to rule a superfamily of E3 ubiquitin ligases.
Science. 1999; 284(5414): 601, 603-4.

[157] Borden KL, Freemont PS. The RING finger domain: a recent example of
a sequence-structure family. Curr Opin Struct Biol. 1996; 6(3): 395-401.

[158] Lovering R, Hanson IM, Borden KL, Martin S, O'Reilly NJ, Evan GlI, et al.
Identification and preliminary characterization of a protein motif related to the zinc
finger. Proc Natl Acad Sci U S A. 1993; 90(6): 2112-6.

[159] Deshaies RJ, Joazeiro CA. RING domain E3 ubiquitin ligases. Annu Rev
Biochem. 2009; 78: 399-434.

[160] Budhidarmo R, Nakatani Y, Day CL. RINGs hold the key to ubiquitin transfer.
Trends Biochem Sci. 2012; 37(2): 58-65.

[161] Plechanovova A, Jaffray EG, Tatham MH, Naismith JH, Hay RT. Structure of
aRING E3 ligase and ubiquitin-loaded E2 primed for catalysis. Nature. 2012;
489(7414): 115-20.

[162] Pierce NW, Kleiger G, Shan SO, Deshaies RJ. Detection of sequential
polyubiquitylation on a millisecond timescale. Nature. 2009; 462(7273): 615-9.

[163] Petroski MD, Deshaies RJ. Function and regulation of cullin-RING ubiquitin
ligases. Nat Rev Mol Cell Biol. 2005; 6(1): 9-20.

[164] Bengtson MH, Joazeiro CA. Role of a ribosome-associated E3 ubiquitin ligase in
protein quality control. Nature. 2010; 467(7314): 470-3.

[165] Mukhopadhyay D, Riezman H. Proteasome-independent functions of ubiquitin in
endocytosis and signaling. Science. 2007; 315(5809): 201-5.

56



[166] Conaway RC, Brower CS, Conaway JW. Emerging roles of ubiquitin in
transcription regulation. Science. 2002; 296(5571): 1254-8.

[167] Hessa T, Sharma A, Mariappan M, Eshleman HD, Gutierrez E, Hegde RS. Protein
targeting and degradation are coupled for elimination of mislocalized proteins. Nature.
2011; 475(7356): 394-7.

[168] Finley D. Recognition and processing of ubiquitin-protein conjugates by the
proteasome. Annu Rev Biochem. 2009; 78: 477-513.

[169] Lam YA, Lawson TG, Velayutham M, Zweier JL, Pickart CM. A proteasomal
ATPase subunit recognizes the polyubiquitin degradation signal. Nature. 2002;
416(6882): 763-7.

[170] Verma R, Aravind L, Oania R, McDonald WH, Yates JR 3rd, Koonin EV, et al.
Role of Rpnll metalloprotease in deubiquitination and degradation by the 26S
proteasome. Science. 2002; 298(5593): 611-5.

[171] Yao T, Cohen RE. A cryptic protease couples deubiquitination and degradation
by the proteasome. Nature. 2002; 419(6905): 403-7.

[172] Gallery M, Blank JL, Lin Y, Gutierrez JA, Pulido JC, Rappoli D, et al. The
JAMM motif of human deubiquitinase Pohl is essential for cell viability. Mol Cancer
Ther. 2007; 6(1): 262-8.

[173] Barthelme D, Sauer RT. Bipartite determinants mediate an evolutionarily
conserved interaction between Cdc48 and the 20S peptidase. Proc Natl Acad Sci U S A.
2013 Feb 11.

[174] Barthelme D, Sauer RT. Identification of the Cdc4820S proteasome as an ancient
AAA+ proteolytic machine. Science. 2012; 337(6096): 843-6.

[175] Matouschek A, Finley D. Cell biology. An ancient portal to proteolysis. Science.
2012; 337(6096): 813-4.

[176] Koulich E, Li X, DeMartino GN. Relative structural and functional roles of
multiple deubiquitylating proteins associated with mammalian 26S proteasome. Mol
Biol Cell. 2008; 19(3): 1072-82.

57



[177] Peth A, Kukushkin N, Bosse M, Goldberg AL. Ubiquitinated proteins activate the
proteasomal ATPases by binding to Usp14 or Uch37. J Biol Chem. 2013 Jan 22.

[178] Lee BH, Lee MJ, Park S, Oh DC, Elsasser S, Chen PC, et al. Enhancement of
proteasome activity by a small-molecule inhibitor of USP14. Nature. 2010; 467(7312):
179-84.

[179] Husnjak K, Elsasser S, Zhang N, Chen X, Randles L, Shi Y, et al. Proteasome
subunit Rpn13 is a novel ubiquitin receptor. Nature. 2008; 453(7194): 481-8.

[180] Hanna J, Hathaway NA, Tone Y, Crosas B, Elsasser S, Kirkpatrick DS, et al.
Deubiquitinating enzyme Ubp6 functions noncatalytically to delay proteasomal
degradation. Cell. 2006; 127(1): 99-111.

[181] Wenzel T, Baumeister W. Conformational constraints in protein degradation by
the 20S proteasome. Nat Struct Biol. 1995; 2(3): 199-204.

[182] Ruschak AM, Religa TL, Breuer S, Witt S, Kay LE. The proteasome antechamber
maintains substrates in an unfolded state. Nature. 2010; 467(7317): 868-71.

[183] Lander GC, Estrin E, Matyskiela ME, Bashore C, Nogales E, Martin A. Complete
subunit architecture of the proteasome regulatory particle. Nature. 2012; 482(7384):
186-91.

[184] Niedermann G, King G, Butz S, Birsner U, Grimm R, Shabanowitz J, et al. The
proteolytic fragments generated by vertebrate proteasomes: structural relationships to
major histocompatibility complex class | binding peptides. Proc Natl Acad Sci U S A.
1996; 93(16): 8572-8577.

[185] Kisselev AF, Akopian TN, Woo KM, Goldberg AL. The sizes of peptides
generated from protein by mammalian 26 and 20 S proteasomes. Implications for
understanding the degradative mechanism and antigen presentation. J Biol Chem. 1999;
274(6): 3363-71.

[186] Emmerich NP, Nussbaum AK, Stevanovic S, Priemer M, Toes RE, Rammensee
HG, et al. The human 26 S and 20 S proteasomes generate overlapping but different sets
of peptide fragments from a model protein substrate. J Biol Chem. 2000; 275(28):
21140-8.

58



[187] Reits E, Neijssen J, Herberts C, Benckhuijsen W, Janssen L, Drijfhout JW, et al.
A major role for TPPII in trimming proteasomal degradation products for MHC class |
antigen presentation. Immunity. 2004; 20(4): 495-506.

[189] Reits E, Griekspoor A, Neijssen J, Groothuis T, Jalink K, van Veelen P, et al.
Peptide diffusion, protection, and degradation in nuclear and cytoplasmic compartments
before antigen presentation by MHC class I. Immunity. 2003; 18(1): 97-108.

[190] Beninga J, Rock KL, Goldberg AL. Interferon-gamma can stimulate post-
proteasomal trimming of the N terminus of an antigenic peptide by inducing leucine
aminopeptidase. J Biol Chem. 1998; 273(30): 18734-42.

[191] Saric T, Graef Cl, Goldberg AL. Pathway for degradation of peptides generated
by proteasomes: a key role for thimet oligopeptidase and other metallopeptidases. J Biol
Chem. 2004; 279(45): 46723-32.

[192] Ernst R, Claessen JH, Mueller B, Sanyal S, Spooner E, van der Veen AG, et al.
Enzymatic blockade of the ubiquitin-proteasome pathway. PLoS Biol. 2011; 8(3):
€1000605.

[193] Verma R, Peters NR, D'Onofrio M, Tochtrop GP, Sakamoto KM, Varadan R,
et al. Ubistatins inhibit proteasome-dependent degradation by binding the ubiquitin
chain. Science. 2004; 306(5693): 117-20.

[194] Kane RC, Bross PF, Farrell AT, Pazdur R. Velcade: U.S. FDA approval for the
treatment of multiple myeloma progressing on prior therapy. Oncologist. 2003; 8(6):
508-13.

[195] Kane RC, Dagher R, Farrell A, Ko CW, Sridhara R, Justice R, et al. Bortezomib
for the treatment of mantle cell lymphoma. Clin Cancer Res. 2007; 13(18 Pt 1): 5291-4.

[196] Bonvini P, Zorzi E, Basso G, Rosolen A. Bortezomib-mediated 26S proteasome
inhibition causes cell-cycle arrest and induces apoptosis in CD-30+ anaplastic large cell
lymphoma. Leukemia. 2007; 21(4): 838-42.

[197] Appel A. Drugs: More shots on target. Nature. 2011; 480(7377): S40-2.

59



[198] Gelman JS, Sironi J, Berezniuk I, Dasgupta S, Castro LM, Gozzo FC, et al.
Alterations of the intracellular peptidome in response to the proteasome inhibitor
bortezomib. PLoS One. 2013; 8(1): €53263.

[199] Oerlemans R, Franke NE, Assaraf YG, Cloos J, van Zantwijk I, Berkers CR, et al.
Molecular basis of bortezomib resistance: proteasome subunit beta5 (PSMB5) gene
mutation and overexpression of PSMBS5 protein. Blood. 2008; 112(6): 2489-99.

[200] Franke NE, Niewerth D, Assaraf YG, van Meerloo J, Vojtekova K, van Zantwijk
CH, et al. Impaired bortezomib binding to mutant B5 subunit of the proteasome is the
underlying basis for bortezomib resistance in leukemia cells. Leukemia. 2012; 26(4):
757-68.

[201] Balsas P, Galan-Malo P, Marzo |, Naval J. Bortezomib resistance in a myeloma
cell line is associated to PSMB5 overexpression and polyploidy. Leuk Res. 2012; 36(2):
212-8.

[202] Golden EB, Lam PY, Kardosh A, Gaffney KJ, Cadenas E, Louie SG, et al. Green
tea polyphenols block the anticancer effects of bortezomib and other boronic acid-based
proteasome inhibitors. Blood. 2009; 113(23): 5927-37.

[203] Argyriou AA, Iconomou G, Kalofonos HP. Bortezomib-induced peripheral
neuropathy in multiple myeloma: a comprehensive review of the literature. Blood.
2008; 112(5): 1593-9.

[204] Cavaletti G, Nobile-Orazio E. Bortezomib-induced peripheral neurotoxicity: still
far from a painless gain. Haematologica. 2007; 92(10): 1308-10.

[205] Richardson PG, Barlogie B, Berenson J, Singhal S, Jagannath S, Irwin D, et al.
A phase 2 study of bortezomib in relapsed, refractory myeloma. N Engl J Med. 2003;
348(26): 2609-17.

[206] Jagannath S, Barlogie B, Berenson J, Siegel D, Irwin D, Richardson PG, et al.
A phase 2 study of two doses of bortezomib in relapsed or refractory myeloma. Br J
Haematol. 2004; 127(2): 165-72.

[207] Arastu-Kapur S, Anderl JL, Kraus M, Parlati F, Shenk KD, Lee SJ, et al.
Nonproteasomal targets of the proteasome inhibitors bortezomib and carfilzomib: a link
to clinical adverse events. Clin Cancer Res. 2011; 17(9): 2734-43.

60



[208] Ghosh S, May MJ, Kopp EB. NF-kappa B and Rel proteins: evolutionarily
conserved mediators of immune responses. Annu Rev Immunol. 1998; 16: 225-60.

[209] Baldwin AS. Control of oncogenesis and cancer therapy resistance by the
transcription factor NF-kappaB. J Clin Invest. 2001; 107(3): 241-6.

[210] Fahy BN, Schlieman MG, Mortenson MM, Virudachalam S, Bold RJ. Targeting
BCL-2 overexpression in various human malignancies through NF-kappaB inhibition
by the proteasome inhibitor bortezomib. Cancer Chemother Pharmacol. 2005; 56(1):
46-54.

[211] Cusack JC Jr, Liu R, Houston M, Abendroth K, Elliott PJ, Adams J, et al.
Enhanced chemosensitivity to CPT-11 with proteasome inhibitor PS-341: implications
for systemic nuclear factor-kappaB inhibition. Cancer Res. 2001; 61(9): 3535-40.

[212] Hideshima T, Ikeda H, Chauhan D, Okawa Y, Raje N, Podar K, et al. Bortezomib
induces canonical nuclear factor-kappaB activation in multiple myeloma cells. Blood.
2009; 114(5): 1046-52.

[213] Pearson JS, Riedmaier P, Marches O, Frankel G, Hartland EL. A type 11l effector
protease NleC from enteropathogenic Escherichia coli targets NF-xB for degradation.
Mol Microbiol. 2011; 80(1): 219-30.

[214] Yen H, Ooka T, Iguchi A, Hayashi T, Sugimoto N, Tobe T. NleC, a type IlI
secretion protease, compromises NF-kB activation by targeting p65/RelA. PLoS
Pathog. 2010; 6(12): €1001231.

[215] Mdihlen S, Ruchaud-Sparagano MH, Kenny B. Proteasome-independent
degradation of canonical NFkappaB complex components by the NleC protein of
pathogenic Escherichia coli. J Biol Chem. 2011; 286(7): 5100-7.

[216] Dhawan P, Richmond A. A novel NF-kappa B-inducing kinase-MAPK signaling
pathway up-regulates NF-kappa B activity in melanoma cells. J Biol Chem. 2002;
277(10): 7920-8.

[217] Thu YM, Su Y, Yang J, Splittgerber R, Na S, Boyd A, et al. NF-kB inducing
kinase (NIK) modulates melanoma tumorigenesis by regulating expression of pro-

survival factors through the B-catenin pathway. Oncogene. 2012; 31(20): 2580-92.

61



[218] Schreck R, Meier B, Mannel DN, Droge W, Baeuerle PA. Dithiocarbamates
as potent inhibitors of nuclear factor kappa B activation in intact cells. J Exp Med.
1992; 175(5): 1181-94.

[219] Fuller RK, Gordis E. Does disulfiram have a role in alcoholism treatment today?
Addiction. 2004; 99(1): 21-4.

[220] Vallari RC, Pietruszko R. Human aldehyde dehydrogenase: mechanism of
inhibition of disulfiram. Science. 1982; 216(4546): 637-9.

[221] Suh JJ, Pettinati HM, Kampman KM, O'Brien CP. The status of disulfiram: a half
of a century later. J Clin Psychopharmacol. 2006; 26(3): 290-302.

[222] Nash T, Rice WG. Efficacies of zinc-finger-active drugs against Giardia lamblia.
Antimicrob Agents Chemother. 1998; 42(6): 1488-92.

[223] Bouma MJ, Snowdon D, Fairlamb AH, Ackers JP. Activity of disulfiram
(bis(diethylthiocarbamoyl)disulphide) and ditiocarb (diethyldithiocarbamate) against
metronidazole-sensitive and -resistant Trichomonas vaginalis and Tritrichomonas
foetus. J Antimicrob Chemother. 1998; 42(6): 817-20.

[224] Chick J. Safety issues concerning the use of disulfiram in treating alcohol
dependence. Drug Saf. 1999; 20(5): 427-35.

[225] Forns X, Caballeria J, Bruguera M, Salmerén JM, Vilella A, Mas A, et al.
Disulfiram-induced hepatitis. Report of four cases and review of the literature. J
Hepatol. 1994; 21(5): 853-7.

[226] Ranek L, Buch Andreasen P. Disulfiram hepatotoxicity. Br Med J. 1977; 2(6079):
94-6.

[227] Enghusen Poulsen H, Loft S, Andersen JR, Andersen M. Disulfiram therapy--
adverse drug reactions and interactions. Acta Psychiatr Scand Suppl. 1992; 369: 59-65;

discussion 65-6.

[228] Johansson B, Stankiewicz Z. Bis-(diethyldithiocarbamato) copper complex: a new
metabolite of disulfiram? Biochem Pharmacol. 1985; 34(16): 2989-91.

62



[229] Johansson B. A review of the pharmacokinetics and pharmacodynamics of
disulfiram and its metabolites. Acta Psychiatr Scand Suppl. 1992; 369: 15-26.

[230] Cvek B. Targeting malignancies with disulfiram (Antabuse): multidrug resistance,

angiogenesis, and proteasome. Curr Cancer Drug Targets. 2011; 11(3): 332-7.

[231] Cvek B, Milacic V, Taraba J, Dou QP. Ni(ll), Cu(ll), and Zn(ll)
diethyldithiocarbamate complexes show various activities against the proteasome in
breast cancer cells. J Med Chem. 2008; 51(20): 6256-8.

[232] Skrott Z, Cvek B. Diethyldithiocarbamate complex with copper: the mechanism
of action in cancer cells. Mini Rev Med Chem. 2012; 12(12): 1184-92.

[233] Cvek B, Dvorak Z. Targeting of nuclear factor-kappaB and proteasome by
dithiocarbamate complexes with metals. Curr Pharm Des. 2007; 13(30): 3155-67.

[234] Lewison EF. Spontaneous regression of breast cancer. Natl Cancer Inst Monogr.
1976; 44: 23-6.

[235] Cen D, Brayton D, Shahandeh B, Meyskens FL Jr, Farmer PJ. Disulfiram
facilitates intracellular Cu uptake and induces apoptosis in human melanoma cells. J
Med Chem. 2004; 47(27): 6914-20.

[236] Cen D, Gonzalez RI, Buckmeier JA, Kahlon RS, Tohidian NB, Meyskens FL Jr.
Disulfiram induces apoptosis in human melanoma cells: a redox-related process. Mol
Cancer Ther. 2002; 1(3): 197-204.

[237] Morrison BW, Doudican NA, Patel KR, Orlow SJ. Disulfiram induces copper-
dependent stimulation of reactive oxygen species and activation of the extrinsic
apoptotic pathway in melanoma. Melanoma Res. 2010; 20(1): 11-20.

[238] Brar SS, Grigg C, Wilson KS, Holder WD Jr, Dreau D, Austin C, et al.
Disulfiram inhibits activating transcription factor/cyclic AMP-responsive element
binding protein and human melanoma growth in a metal-dependent manner in vitro, in
mice and in a patient with metastatic disease. Mol Cancer Ther. 2004; 3(9): 1049-60.

[239] http://clinicaltrials.gov/show/NCT00742911(btfezen 2013)

[240] http://www.clinicaltrials.gov/ct2/results?term=disulfiram+melanoma (fijen 2012)

63



[241] DiMasi JA, Hansen RW, Grabowski HG. The price of innovation: new estimates
of drug development costs. J Health Econ. 2003; 22(2): 151-85.

[242] Paul SM, Mytelka DS, Dunwiddie CT, Persinger CC, Munos BH, Lindborg SR,
et al. How to improve R&D productivity: the pharmaceutical industry's grand challenge.
Nat Rev Drug Discov. 2010; 9(3): 203-14.

[243] Adams CP, Brantner VV. Spending on new drug developmentl. Health Econ.
2010; 19(2): 130-41.

[244] Adams CP, Brantner VV. Estimating the cost of new drug development: is it
really 802 million dollars? Health Aff (Millwood). 2006; 25(2): 420-8.

[245] Collier R. Drug development cost estimates hard to swallow. CMAJ. 2009;
180(3): 279-80.

[246] Grabowski H. Are the economics of pharmaceutical research and development
changing?: productivity, patents and political pressures. Pharmacoeconomics. 2004;
22(2 Suppl 2): 15-24.

[247] Munos B. Lessons from 60 years of pharmaceutical innovation. Nat Rev Drug
Discov. 2009; 8(12): 959-68.

[248] Kola I, Landis J. Can the pharmaceutical industry reduce attrition rates? Nat Rev
Drug Discov. 2004; 3(8): 711-5.

[249] Begley CG, Ellis LM. Drug development: Raise standards for preclinical cancer
research. Nature. 2012; 483(7391): 531-3.

[250] Francia G, Kerbel RS. Raising the bar for cancer therapy models. Nat Biotechnol.
2010; 28(6): 561-2.

[251] Sarewitz D. Beware the creeping cracks of bias. Nature. 2012; 485(7397): 149.

[252] loannidis JP. Why most published research findings are false. PLoS Med. 2005;
2(8): e124.

[253] Collier R. Rapidly rising clinical trial costs worry researchers. CMAJ. 2009;
180(3): 277-8.

64



[254] Moore MJ, Goldstein D, Hamm J, Figer A, Hecht JR, Gallinger S, et al. Erlotinib
plus gemcitabine compared with gemcitabine alone in patients with advanced pancreatic
cancer: a phase Ill trial of the National Cancer Institute of Canada Clinical Trials
Group. J Clin Oncol. 2007; 25(15): 1960-6.

[255] Fojo T, Grady C. How much is life worth: cetuximab, non-small cell lung cancer,
and the $440 billion question. J Natl Cancer Inst. 2009; 101(15): 1044-8.

[256] Cressey D. Health economics: Life in the balance. Nature. 2009; 461(7262): 336-
9.

[257] Rawlins MD. Cutting the cost of drug development? Nat Rev Drug Discov. 2004,
3(4): 360-4.

[258] Boguski MS, Mandl KD, Sukhatme VP. Drug discovery. Repurposing with
a difference. Science. 2009; 324(5933): 1394-5.

[259] Nobeli I, Favia AD, Thornton JM. Protein promiscuity and its implications for
biotechnology. Nat Biotechnol. 2009; 27(2): 157-67.

[260] Keiser MJ, Setola V, Irwin JJ, Laggner C, Abbas Al, Hufeisen SJ, et al.
Predicting new molecular targets for known drugs. Nature. 2009; 462(7270): 175-81.

[261] MacDonald ML, Lamerdin J, Owens S, Keon BH, Bilter GK, Shang Z, et al.
Identifying off-target effects and hidden phenotypes of drugs in human cells. Nat Chem
Biol. 2006; 2(6): 329-37.

[262] Bender A, Scheiber J, Glick M, Davies JW, Azzaoui K, Hamon J, et al. Analysis
of pharmacology data and the prediction of adverse drug reactions and off-target effects
from chemical structure. ChemMedChem. 2007; 2(6): 861-73.

[263] Hopkins AL. Network pharmacology: the next paradigm in drug discovery. Nat
Chem Biol. 2008; 4(11): 682-90.

[264] Peterson RT. Chemical biology and the limits of reductionism. Nat Chem Biol.
2008; 4(11): 635-8.

[265] Collins FS. Mining for therapeutic gold. Nat Rev Drug Discov. 2011; 10(6): 397.

65



[266] Mullard A. Could pharma open its drug freezers? Nat Rev Drug Discov. 2011;
10(6): 399-400.

[267] Campillos M, Kuhn M, Gavin AC, Jensen LJ, Bork P. Drug target identification
using side-effect similarity. Science. 2008; 321(5886): 263-6.

[268] Tobinick EL. The value of drug repositioning in the current pharmaceutical
market. Drug News Perspect. 2009; 22(2): 119-25.

[269] Ashburn TT, Thor KB. Drug repositioning: identifying and developing new uses
for existing drugs. Nat Rev Drug Discov. 2004; 3(8): 673-83.

[270] http://www.global-cures.org/ (biezen 2013)

[271] Cvek B. Antabuse (disulfiram) as a pilot case of nonprofit drug. Int J Cancer.
2010; 127(10): 2486.

[272] Cvek B. Nonprofit drugs as the salvation of the world's healthcare systems: the
case of Antabuse (disulfiram). Drug Discov Today. 2012; 17(9-10): 409-12.

[273] Cvek B. Antabuse repurposing: We need more knowledge and wide international
support. Int J Cancer. 2011; 129: 1286-7.

[274] Gordon DJ, Resio B, Pellman D. Causes and consequences of aneuploidy in
cancer. Nat Rev Genet. 2012; 13(3): 189-203.

[275] Rajagopalan H, Lengauer C. Aneuploidy and cancer. Nature. 2004; 432(7015):
338-41.

[276]
http://www.hpacultures.org.uk/products/celllines/generalcell/detail.jsp?refld=88030401

&collection=ecacc_gc (tnor 2013)

[277] Mosmann T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival:
application to proliferation and cytotoxicity assays. J Immunol Methods. 1983; 65(1-2):
55-63.

[278] Bleyer A, O’Leary M, Barr R, Ries LAG (editors). Cancer Epidemiology in Older
Adolescents and Young Adults 15 to 29 Years of Age, Including SEER Incidence and

66



Survival: 1975-2000, p. 55. National Cancer Institute, NIH Pub. No. 06-5767. Bethesda,
2006.

[279] Coelho SG, Hearing VJ. UVA tanning is involved in the increased incidence of
skin cancers in fair-skinned young women. Pigment Cell Melanoma Res. 2010; 23(1):
57-63.

67



9 SEZNAM ZKRATEK

ATP adenozintrifosfat

BAP1 BRCA1-associated protein 1

BOLD bleomycin, oncovin, lomustin a dacarbazin

BRAF v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1
CCND1 cyklin D1

CCNU jiny nazev pro lomustin

CDKNZ2A cyklin-dependentni kinaza 2A

CTLA-4 cytotoxicky T-lymfocytarni antigen 4
Cu(EtDTC); bis-(diethyldithiokarbamat) méd’naty komplex
DDTC diethyldithiokarbamét

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleové kyselina

EBV-DUB deubikvitina¢ni enzym z viru Epstein-Barrové
FBS fetalni hoveézi sérum

FDA Food and Drug Administration

G-CSF granulocyty stimulujici faktor

gp100 glykoprotein 100

ICs0 polovi¢ni hodnota maximalni inhibi¢ni koncentrace
IKK IkB kinaza

JAMM JAB1/MPN/Mov34 metaloenzym

KIT v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog
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LCso 50% letalni koncentrace

Ltn1 listerin E3 ubikvitin ligaza 1

MC1R melanokortinovy receptor 1

MG132 karbobenzoxyl-L-leucyl-L-leucyl-L-leucinal

MITF transkrip¢ni faktor spojeny s mikroftalmii

MRNA mediatorovd RNA

MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid
NF«B nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NIK NF«B indukujici kindza

non-CSD melanom bez chronického poskozeni zpisobeného sluncem
PBS phosphate buffered saline, fosfatovy pufr

Pup prokaryotic ubiquitin-like protein

RING Really Interesting New Gene

RNA ribonukleova kyselina

Rpn podjednotka regulaéni ¢asti proteazomu (Regulatory Particle non-ATPase)
Rpt podjednotka regulacni ¢asti proteazomu (Regulatory Particle Triple-A ATPase)
RTK receptorova tyrozin kinaza

Samps small archaeal modifier proteins

SCF stem cell factor, ristovy faktor kmenovych bun¢k

UPS ubikvitin-proteazomovy systém

Usp 14 ubikvitin karboxyl-terminalni hydrolaza 14

UV ultrafialové zareni

VDR receptor pro vitamin D
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