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Abstrakt

W v

rakovinou. Predev§im diky pozdni diagndéze se pravdépodobnost pétiletého preziti
pohybuje pouze kolem deseti procent. Na rozdil od jinych rakovinnych onemocnéni je
pokrok v 1écbé nadoru zaludku velmi pomaly, a proto je ziejmé, ze nové léky jsou
nezbytné. Rakovina zaludku je rozSifena zejména v zemich tietiho svéta, kde nejsou
prostfedky na nejnovéjsi 1€ky, jejichz vyvoj stoji mnohdy az 1 miliardu dolari. Mozné
feSeni tohoto problému piindsi myslenka neziskovych 1ékl, jejichz vyvoj by byl
financovan statnimi organizacemi nebo charitami. V piipad¢ rakoviny by se takovym
prvnim lékem mohl stdit Antabus (disulfiram), ktery je po desetileti pouzivan pii 1écbé
alkoholismu. Disulfiram vykazuje pozoruhodnou aktivitu proti pevnym nadorim in vivo,
za kterou pravdépodobné stoji komplex disulfiramu s médi, jenz vtéle po poziti
disulfiramu vznika. Selektivni toxicita tohoto komplexu je piipisovana jeho schopnosti
inhibovat proteazom, tedy multiproteinovy komplex zodpovédny na degradaci
nepotiebnych, poskozenych ale i regulac¢nich proteint. Inhibice proteazomu je novym

ptistupem k 1é¢b¢ rakoviny s prvnim lékem Velcade (bortezomib).

Aktivita proteazomovych inhibitord botezomibu a komplexu disulfiramu s médi
byla nésledné¢ experimentalné¢ oveéfena pomoci MTT testu na bunécné linii OACP4 C
odvozené od rakoviny Zaludku. Bortezomib i1 komplex byly toxické jiZ v nanomolarnich
koncentracich s hodnotou ICsy 0,78 umol/I respektive 0,55 pmol/l. Tyto vysledky svédci o
aktivit¢ komplexu disulfiramu s m&di vic¢i bunkam rakoviny zaludku a mohou byt

vychozim bodem pro dal$i experimenty.
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Abstract

Gastric cancer constitutes the second leading cause of cancer-related mortality
worldwide (800,000 deaths annually). Unfortunately, the majority of newly diagnosed
patient presents advanced or metastatic disease. The prognosis of these patients is poor,
with 5-year survival rates less than 10%. In comparison to other non-hematologic
malignancies, the progress in treating this disease remains painfully slow and thus new
drugs are urgently needed. Almost two-third of cases occurs in low-income countries with
weak health systems unable to buy new drugs of which estimated cost of bringing it to
marked is 1 mld. USD. One possible response to this costly and time-consuming drug
discovery could be non-profit drugs financed by governments or charities. In a case of
cancer, a pilot non-profit drug could be Antabuse (disulfiram) used for decades for a
treatment of alcoholism. Disulfiram shows promising anticancer activity towards solid
tumors. This activity is attributed to a disulfiram-copper complex formed in human body
after administration of disulfiram, and complex’s activity to inhibit the cellular
proteasome. A degradation of unneeded, damaged or regulatory proteins is mediated by the
proteasome, a multisubunit protein complex. The inhibition of the cellular proteasome is

new promising approach to treat cancer with firs-in-class drug Velcade (bortezomib).

The activity of proteasome inhibitors bortezomib and disulfiram-copper complex
has been confirmed in experimental part of thesis. Both, bortezomib and the complex
remarkably decrease a viability of OACP4 C cells derived from gastric carcinoma. The
effect of each compound on cell viability has been determined using MTT assay. ICs
values of bortezomib and disulfiram-copper complex were 0,78 pmol/l and 0,55 pmol/l

respectively.
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1 UVOD

v rw

Rakovina zaludku patii k celosvétové nejrozsifenéjSim rakovindm a s 800 tisici
umrtimi ro¢né je zaroven druhou nejzavazngjsi. Diky téméf bezptiznakovému projevu
choroby byva diagnostikovdna az v 90% v pokrocilém a jiz metastazujicim stadiu, kdy
je nutné vedle chirurgického zakroku nasadit systémovou chemoterapii. Nicméné
vyhledy pacienti s pokrocilym stadiem rakoviny zaludku jsou velmi S$patné, nebot’
pravdépodobnost pieziti nasledujicich péti let je mensi nez 10%. I ptes tyto hrozivé
statistiky a nesporné rozsifeni znalosti o etiologii a molekularni biologii nadoru, je
pokrok 1é¢by v porovnani s jinymi rakovinnymi onemocnénimi nesmirn¢ pomaly a bez
vyrazngjSich uspéchi. Nejvyssi incidence rakoviny zaludku je pfiznacnd pro tieti svét,
konkrétné jihovychodni Asii, Jizni Ameriku a vychodni Evropu, tedy, s vyjimkou
Japonska, pro staty spiSe chudé a se zaostalej§im zdravotnickym systémem. Nové 1éky
proti rakoving zaludku tedy musi byt, vedle G¢innosti, také cenové dostupné. Bolestnou
pravdou ovSem zlistava, ze naklady na vyvoj nového 1éCiva stale stoupaji a dnes sahaji
az k 1 mld. USD. Moznym pfistupem, jak piekonat tuto enormni finan¢ni i asovou
naroc¢nost, je hledani nového vyuziti pro jiz znamé star$i 1éky. V boji proti rakoviné by
se prvnim takto znovuobjevenym a neziskovym lé¢ivem mohl stat Antabus. Tento po
desetileti pouzivany lék proti alkoholismu vykazuje pozoruhodnou protirakovinnou
aktivitu potvrzenou klinickym testem u pacientli s nddorem prsu. Pozdéjsi vyzkumy
ukazaly, ze Antabus dokéaze potlacovat mnohocetnou Iékovou rezistenci, schopnost
metastazovat a angiogenezi. Za samotnou protinddorovou aktivitou ovSem
pravdépodobné stoji komplex diethyldithiokarbaméatu s médi (Cu(EtDTC),), ktery
v lidském téle vznika po poziti Antabusu. Selektivni cytotoxicitu Cu(EtDTC),
komplexu proti rakovinnym bunikdm lze vysvétlit jeho schopnosti inhibovat 26S
proteazom. Proteazom je multiproteinovy komplex zodpovédny za vysoce regulovanou
degradaci proteinii v buiice, a to jak proteinli poSkozenych a nepotiebnych, tak i
proteinil ucastnicich se kontroly nad bunéénym cyklem a apoptdézou. Bortezomib, prvni
FDA schvéleny inhibitor proteazomu uzivany pii 1écbé mnohocetného myelomu a
lymfomu plastovych bunék, naznacuje, ze zasahovani do funkce proteazomu i celého
ubikvitin-proteazomového systému muze byt slibnym pfistupem 1écby malignich
onemocnéni. Nicméné druhd faze klinickych testd ukézala, zZe bortezomib nevykazuje

témet zadnou aktivitu proti rakoviné¢ Zaludku, podobné jako proti ostatnim pevnym



nadorim. Je mozné, ze Cu(EtDTC), komplex inhibuje proteazom jinym zptisobem nez
bortezomib, ktery se vaze na proteolytickou jednotku hlavniho 20S proteazomu. Cilem
komplexu by mohl byt Pohl, protein s deubikvitina¢ni aktivitou lokalizovany v 19S
regulacni ¢asti, jehoz aktivita je nezbytna pro spravnou funkci 26S proteazomu. V
experimentalni ¢asti bakalarské prace je proto cilem pomoci MTT testu zjistit ucinek
Cu(EtDTC), komplexu na viabilitu buné¢k linie OACP4 C odvozené od rakoviny

zaludku.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Rakovina zaludku

Rakovina zaludku patii celosvétové k nejCastéj§im rakovinnym onemocnénim.
Donedéavna zaujimala druhé misto a nyni se s odhadovanymi 934 000 novymi ptipady
za rok 2002 tadi na Ctvrté misto za rakovinu plic, prsu, tlustého stfeva a kone¢niku.
S absolutni incidenci 1599 novych piipadt za rok 2007 se v Ceské republice jedna spise
o mén¢ Casta rakovinu [2]. Epidemiologické studie ukazuji, Ze pomér nemocnych muzi
a zen je nejméné 2:1, pfiCemz se diskutuje mozZnost ovlivnéni vyvoje karcinomu
estrogenem [3]. I pfes stale klesajici incidenci a mortalitu ziistdva rakovina zaludku
nadale velmi nebezpecnym onemocnénim, jehoz 1écba je velmi problematicka a s malou

uspésnosti. Pétileté pieZivani bylo v Evropé mezi roky 2000-2002 pouze 25% [4].

Ve vice nez 95% ptipadech malignich nadorti zaludku se jedna adenokarcinomy.
Zaludek je rovnéZ nej¢astéj$im mistem lymfomd z celého gastrointestinalniho traktu
[5]. Adenokarcinomy jsou déleny na dva histologické typy, na velmi dobte
diferenciovany intestindlni typ a nediferenciovany difuzni typ, které se vyznacuji

v

jedineCnymi vlastnostmi. Intestinalni typ je hojnéj$i zejména u starSich pacienti, ale
zédrovenl je spojovan s optimisti¢téjsi progndézou. Maligni nador se vyviji
v mnohastupfiovém dobife popsatelném procesu znamém jako Correova sekvence.
Nadorové buriky tvoii polypové tutvary nebo viedy. Difuzni typ byva obvykle
diagnostikovan az v pozd¢jSich stadiich, a proto je jeho 1écba méné uspesna. Zaroven je
charakteristicky ztrdtou adheze (ztrata funkce E-kadherinu). Miize byt déale rozliSovan
slabé diferenciovany karcinom a signet-ring cell karcinom (SRCC). PfestoZze obecné
¢etnost rakoviny zaludku klesa, incidence formy SRCC stoupa. Zatimco u intestinalniho
typu je vyskyt znacné geograficky rozliSeny, pocetnost difizniho typu je celosvétove
viceméné rovnomérna [6]. Vyvoj difizniho karcinomu je znaéné rozdilny v porovnani
s intestinalnim typem a neni doposud zcela pochopen [5]. Zarode¢na mutace v genu
CDHI1 kodujici E-katherin vede k dédi¢nému rakovinotvornému syndromu zndmému
jako Hereditary Diffuse Gastric Cancer, ktery je pfi¢inou asi 1-3% piipadd. Celkovée je

s dédi¢nosti spojeno asi 10% malignich nadord zaludku [7].



Pravdépodobné nejdilezitéjsim faktorem vedoucim ke vzniku nadoru je infekce
bakterii H. pylori, kterd stoji zejména za karcinomy v noncardidlni oblasti Zaludku.
V Japonsku, Cing, Stiedni a Jizni Americe, kde je nejvétsi prevalence infekei H. pylori,
je zaroven nejvyssi vyskyt rakoviny Zaludku [8]. Neptiznivy efekt na vyvoj rakoviny
ma také konzumace alkoholu, zvySeny piijem slanych jidel a potravin obsahujici nitrity

a nitraty [9]. Obezita spolu s kourenim také zvySuji riziko onemocnéni [5].

Nejveétsi nebezpeci rakoviny zaludku vychéazi obvykle z pozdni diagnézy. U
naprosté vétSiny piipadii se jedna o lokalné pokrocilé stadium nebo, v hor§im pripad¢, o
JiZ metastazujici onemocnéni. Navic 1 po lé¢ebném zakroku je pravdépodobnost relapsu
velmi vysoka [10]. Pozdni diagn6za souvisi se slabymi ptiznaky onemocnéni, které jsou
témet stejné jako u mnohych jinych onemocnéni Zaludku. Jedna se zejména o bolest
v oblasti bficha, nevolnost, nechutenstvi, v pozdé&j§im stddiu pak nevysvétlitelné
hubnuti, obfasné zvraceni a krvaceni [5]. Nej€astéji pouzivanou diagnostickou metodou
je endoskopie a biopsie, poptipad¢ radiologické vySetfeni. Snahy o objeveni
specifickych biomarkert a jejich klinické vyuziti prozatim nebyly dostatecné Gspésné

[11].

I pfes rozsahlé znalosti biologie, etiologie a patologie karcinomu Zzaludku je
chirurgické feSeni stale nejuspésnéjsi metodou 1écby. V zavislosti na stddiu nadoru byva
provedena celkova nebo Caste¢na gastrektomie. V piipad€ pokrocilejsiho nadoru je
doprovazena resekci lymfatickych uzlin [12]. Chirurgickd 1écba, zvIasté u pocatecniho
stadia nemoci, dosahuje slibnych vysledkl a vysokého poctu pacientli piezivajicich pét
a vice let. Problémem ovSem zilistavd, ze 80% az 90% ptipadl je diagnostikovano
v pozdnim stadiu, které jiz nelze fesit operativné. Zaroven navrat nemoci do péti let po
chirurgickém zakroku je velmi Casty [13]. Onemocnéni tedy vyzaduje systémovou 1écbu
radioterapii a chemoterapii. V poslednich 30 letech byly moznosti chemoterapie
intenzivné studovany, ovSem vysledky byly vétSinou negativni, popiipadé nepiilis
povzbudivé [12]. V porovnani s jinymi Castymi nadorovymi onemocnénimi jako je
rakovina prsu nebo tlustého stieva a konecniku, u nichz se primérna doba prezivani
nejméne¢ zdvojnasobila, bylo u karcinomu zaludku dosazeno pouze minimalnich
uspéchil, nebot’ primérnd doba zivota pacientli s metastazujicim nadorem je pouze 8 -
10 mésict a pravdépodobnosti pétiletého preziti se pohybuje okolo 7% [10]. Piesto bylo
dosahnuto jistého pokroku, zejména pti uzivani trojkombinace epirubicinu, cisplatiny a

5-FU. Nadg¢ji Ize zaroven spatfovat v nékolika novych 1écivech, které byly uspeésné
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testovany proti rakoviné zaludku, zejména taxany (piclitaxel, docetaxel), irinotecan a
nové analogy 5-FU, S-1 a cepacitabin. OvSem teprve dalsi klinické testy ukazou, do
jaké miry budou skute¢né uc¢inné. Chemoterapie se pouzivd zejména jako adjuvantni
terapie po chirurgickém zdkroku a také jako paliativni 1é¢ba u metastazujiciho nadoru.
Nekteré studie rovnéz doporucuji jeji uziti jako neoadjuvantni terapie, ale pozitivni
dopady této praxe jsou predmétem diskuzi. Zaroven se ukazuje, ze lepSich vysledkl se
dosahuje pii kombinovani chemoterapie s radioterapii zejména v urcitych stadiich
onemocnéni [12]. Nepfili§ optimistické vysledky chemoterapie podnitily intenzivnéj$i
studium a patrani po novych biologickych latkach, které by byly schopny pfimo ptisobit
na signalni dréhy siln¢ exprimované v rakovinnych buiikach. Byla tak vyvinuta l1éCiva
cilen¢ zasahujici angiogenezi, bunéény cyklus, epidermalni receptor riistového faktoru

(EGFR), matrix metaloproteinazu (MMP) a proteazom [ 14].

2.2 Moznosti cilené 1é¢by rakoviny Zaludku

Béhem nékolika poslednich desetileti doSlo bezesporu k vyraznému zlepSeni
1écby mnohych typli rakovin. Za timto tuspéchem stoji zejména objev novych
chemoterapeuticky aktivnich latek a optimalizace kombinované terapie. To vedlo mimo
jiné k vyrazn€ ptizniv€jsim vyhlidkdm détskych pacienti nebo témét dvojndsobné
lepSim vysledkiim 1é¢by rakoviny varlat a prsu. Zaroveni ovSem ani intenzivni vyzkum
nekterych velmi Castych nadorovych onemocnéni, napt. plic, tlustého stfeva nebo
zaludku, nepftinesl uspokojivé vysledky. Navic se zd4, Ze klasickd chemoterapie je dnes
na hranici svych moznosti a pravdépodobné jiz nelze ocekavat vyraznéjsi prilom a
uspéchy. Nutnost zavedeni novych postupt vyvoje 1é¢iv a zména piistupu k systémové
1é¢beé rakoviny se tak stava stale ziejméjsi a aktualnéjsi [15]. Molekularné cilené 1écba
muze byt adekvatni odpovédi. Diky znaénym pokrokiim v bunééné a molekularni
biologii bylo zaroven nalezeno mnoho odpovédi ohledné genetiky naddorovych bunek,
progresi rakoviny a schopnosti metastazovat do okolnich tkani. Nynéj$i poznatky
ukazuji, Ze za vznikem rakovinného bujeni stoji nékolik mutaci, které mohou vést mimo
jiné ke zvysené aktivaci drah stimulujici buné¢né déleni nebo k inhibici apoptozy.
Snahy védclii se tedy mohou soustiedit na ty bunétné drahy, které piimo souvisi
s vyvojem nadoru, a jejich vhodnym ovlivnénim aktivni latkou doséhnout 1écby [16].

Tento pfistup sebou pifinadsi mnohd pozitiva, zejména vyssi ucinnost a slabsi vedlejsi



ucinky, které casto staly za neuspéchem klasické chemoterapie. Cilena terapie tedy
skyta obrovskou piileZitost, kterou se ovSem nedaii zcela vyuzit. PiestoZe je neustale
testovano nepieberné mnozstvi piipravki, vyvoj novych 1é¢iv je bolestné¢ pomaly, za
¢imz stoji zejména Casoveé a financn& narocné treti faze klinickych testd. Tyto velmi
zdlouhavé a obsahlé klinické testy obvykle neselektované podle biologickych markert
mnohdy nevedou k vyraznéjsim pokrokim, nebo dokonce mohou stat za neuspéchem
latek, které ve skutecnosti maji dobré protirakovinné ucinky. S rostoucimi znalostmi
molekularni biologie nadorti se totiz ukazuje, Ze nadory jednoho typu ve skutecnosti
tvoti velmi heterogenni skupinu. Heterogenita je dokonce piiznacna i pro rakovinné
buiiky jednoho pacienta. Lécba, ktera se osvédcila v rozsahlych testech, tak zdaleka
nemusi byt tou nejvhodnéjsi pti 1€¢bé jednotlivce [17]. Tyto objevy vedou k nutnosti
zavedeni konceptu personalizované 1écby, kterda nahlizi na nador z pohledu jeho
molekularni charakteristiky. Kazdy jednotlivec by tak byl testovan na piitomnost
konkrétnich znakti, podle kterych by byla nasledn¢ zvolena adekvatni 1écba. Tento
ptistup neni doposud klinicky realizovéan [18], ovSem uspésné piiklady 1écby chronické
myeloidni leukemie (CML) a HER2 pozitivni rakoviny prsu davaji nadéji, Ze
personalizovana 1écba bude zavadéna i1 u ostatnich rakovinnych onemocnéni. Vyvoj
CML je spojovan s chimérnim proteinem BCR-ABL, jehoZ objeveni vedlo k vytvoreni
specifického inhibitoru imatinubu (Gleevec), coz byl zéasadni prilom v lécbé CML.
Obdobn¢ u rakoviny prsu, kde je Casto nadexprimovan estrogenovy receptor HER2,
byl vynalezen trastuzumab, ktery se vaze na tento ristovy receptor [19]. Nez se
personalizovana lécba stane béZznou praxi, je tfeba jeSté mnoha pokrokl v objeveni
novych biomarkerd, ale zejména zménou pfistupu klinického testovani. Biologicky

fizené testy mohou objevovani novych 1é¢iv i jejich specifickych cili zefektivnit [18].

Rakovina Zzaludku taktéz vykazuje heterogenitu a s rostoucimi znalostmi jeji
biologie se predpoklada, ze personalizovand a cilend 1é¢ba mutze dosahnout velkych
uspéchill. Zaroven je nepiili§ obtizné ziskat rakovinnou tkan endoskopickou biopsii, coz
usnadni hledani specifickych biomerker [20]. Ukazuje se, Ze klasifikace na
morfologickém zékladé je zcela nedostate¢na pro predpovéd biologického chovani
nadoru a jeho odpovéd’ na lécbu. Proto je nutné zavést rozdéleni do podskupin podle
molekularni charakteristiky, coz povede k lep$i uspéSnosti a zarovenn mensim vedlejSim
ucinkim [14]. V ptipad¢ rakoviny zaludku se vétSina potencialnich 1é¢iv nachazi ve fazi

klinického testovani a teprve blizka budoucnost ukaze, jak budou tsp€sna. Nicméné uz



byl potvrzen signifikantni ucinek trastuzumabu u HER2 pozitivnich nadorG zaludku
[21]. Cilena 1é¢iva mizeme z hlediska specificity ucinku d¢lit na latky namifené na
ovlivnéni ristovych receptori, bunéného cyklu, apoptézy (napf. inhibitory

proteazomu), angiogeneze nebo schopnosti invadovat do okolnich tkani [22].

2.2.1 Rustové receptory

Nejintenzivnéji zkoumand je inhibice receptoru epidermalniho rastového faktoru
(EGFR), pii které je uzivano dvou piistupti: inhibice EGFR prostfednictvim
monoklonalnich protilatek (Mab) vazajicich se na extracelularni doménu, nebo inhibice
intracelularni domény s funkci tyrosin kindsy [23]. Tento receptor je abnormalné
exprimovan u mnoha riznych typii nddorti véetné rakoviny Zaludku a to az u 50 - 63%
piipadi. Jeho zvySena exprimace je zaroveil spojovana s nepiiznivou progndzou. Po
navazani ligandu, TNF-a (Tumor Necrosis Factor- a) nebo EGF (Epidermal Growth
Factor), dochézi k aktivaci signalni kaskady, jenz vede k déleni buriky, jeji migraci,
angiogenezi nebo k utlumeni apoptdzy [22]. Cetuximab je chimérni Mab schvéleny
k 1écbé kolorektalniho karcinomu a rakoviny hlavy a krku. Zéaroven probéhlo nékolik
testli zkoumajicich jeho ucinek na pokrocild stadia nadoru zaludku s pomérné dobrymi
vysledky, zvlasté pfi kombinaci s klasickymi cytotoxickymi lé¢ivy. Zajimava se zda
pfedev§im kombinace s cisplatinou a 5-FU, kdy pravdépodobné dochazi ke zvySeni
chemosenzitivity nadorovych bun¢k. Bude ovSem zapotiebi dalsitho vyzkumu, nez se
pln¢€ prokaze efekt cetuximabu nebo i jinych Mab, napt. matuzumabu [21]. Cytostaticky
efekt inhibitorti tyrosin kinds, gefitinibu a erlotinibu, doloZeny z preklinického
pozorovani nebyl v klinickych testech pfili§ potvrzen. Kone¢né vysledky v kombinaci

s 5-FU se ovSem teprve oCekavaji [24].

Také zvysend exprese receptoru 2 lidského epidermalniho rlstového faktoru
(HER2) je mnohdy zédsadni pro rozvoj naddoru Zaludku, zejména u intestindlniho typu,
kde se vyskytuje az u 34% ptipadi. HER2 hraje roli v mnoha klicovych procesech,
krom jiného je spojovan s narusenim funkce E-kadherinu, coz ma za nasledek snizeni
adheze a umoznéni invaze do okolnich tkani [25]. Je také diskutovdna moznost uziti
HER?2 jako prognostického faktoru. I ptes neuspéch nékolika prvnich studii hledajicich
souvislost, je dnes dokazana piima korelace HER2 pozitivnich nddorti s nepfiznivou

prognozou [26]. Po uspéchu trastuzumabu, Mab vézajici se na HER2 extracelularni



doménu, u HER2 pozitivnich nadorti prsu se tento novy lék zacal testovat i na
karcinomu zaludku. Vysledky byly velmi slibné, bez vedlejsich efektt, a proto byl
trastuzumab jako prvni biologicky cilené 1é¢ivo schvalen v roce 2010 EMA (European
Medicines Agency) k 1écbé pokrocilé rakoviny zaludku v kombinaci cisplatinou a

capecitabinem nebo 5-FU [27].

2.2.2 Angiogeneze

Utvareni a rist krevnich kapilar je nezbytny pro ristu nadoru, jeho Sifeni do
okolnich tkani a tvorby metastazi. Neni tedy prekvapivé, Ze inhibice angiogeneze sebou
piinasi slibné terapeutické vyuziti u mnoha pevnych nadort, véetné karcinomu Zaludku.
Formace cévniho systému zahrnuje mnoho rozdilnych drah, véetné ristovych faktort,
membranovych receptorii a signalnich kaskad. Pravdépodobné nejvice nadéjny 1éc¢ebny
potencial skyta inhibice drdhy spojené se specifickym vaskularnim endothelialnim
rustovym faktorem (VEGF) véazajicim se na membranovy receptor (VEGFR) cévnich
endothelidlnich bun¢k [28]. Jeho zvySend hladina Gzce souvisi s nepfiznivou prognézou.
Obdobné jako v ptipadé¢ EGFR Ize u VEGFR inhibovat extraceluldrni receptorovou
doménu nebo intracelularni tyrosin kinasovou katalytickou doménu. Krom toho byly
vyvinuty protilatky nebo rozpustné receptory vazajici pfimo VEGF. Piestoze nebyly
doposud inhibitory angiogeneze schvaleny k 1écbé rakoviny zaludku, vysledky
nekterych klinickych testli naznacuji, Ze se jedna o velmi perspektivni skupinu 1éc¢iv.
Zejména bevacizumab, monoklonalni protilatka proti VEGF uZivana napt. u rakovin
tlustého stfeva nebo prsu, vykazuje velmi slibné ucinky, zvlasté v kombinaci

s irinotecanem a cisplatinou [29].

2.2.3 Matrix metalloproteinazy

Pro riist a $ifeni nddoru do okolnich tkani je vedle angiogeneze zcela zasadni
degradace bazalni membrany a extracelularni matrix. S timto procesem jsou uzce
spojeny nékteré podtypy rozsahlé rodiny zinek obsahujicich enzymi, matrix
metalloproteinaz (MMP). Z hlediska schopnosti metastdzovat jsou vyznamné MMP-2 a

MMP-9 pro jejich schopnost Stépit kolagen typu IV, tedy hlavni slozku bazalni



membrany cév [30]. V rakovinné tkéni dochdzi ke zvySené exprimaci ¢lenli rodiny
MMP a zéarovenl byly prokazany signifikantni rozdily exprese MMP v zavislosti na
klinicko-patologickych charakteristikich nddoru a jeho schopnosti invadovat a
metastazovat do oblasti lymfatickych uzlin [31]. Naptiklad MMP-9 pozitivné koreluje
s hloubkou invaze nadoru nebo vyskytem metastazi ve vzdalenéjSich tkanich. Zaroven
je spojena s rychlej§Sim obnovenim nemoci po 1é¢bé a zkraceni doby prezivani.
Vzhledem k tomu je MMP-9 navrzena jako vhodny nezavisly prognosticky faktor
k predikci etiologie nadoru a adekvatni 1é¢by [32]. Marimastat, nizkomolekularni
inhibitor MMP, byl nékolikrat klinicky testovan proti rakovin€ zaludku jako
cytostatikum. Byl prokdzan klinicky vyznamny efekt v kombinaci 5-FU bez
vyraznéjsich vedlejsich ucinka [33]. Zajimavé vysledky také piinesla studie na mySich
xenograftech prokazujici, Ze marimastat inhibuje matastdze v oblasti peritonea, které
jsou ke vétsing 1é¢iv odolné, ¢imz byla signifikantné prodlouzena doba piezivani mysi
[34]. I ptes tyto uspéchy naznacujici mozné perspektivy, nebylo v testovani marimastatu
dale pokracovano, coz reflektuje znacné obtiZze ve vyvoji 1éCiv proti rakoving Zaludku

[22].

2.2.4 Bunéény cyklus a ostatni cilené terapie

Cyklin dependentni kindzy (CDK) jsou nezbytné pro ptechod mezi jednotlivymi
fazemi bunécného ristu. Flavopiridol, inhibitor CDkinéz, blokuje ptfechod mezi
zésadnimi fazemi, z G1 do S nebo z G2 do M faze, ¢imz tlumi bunécny rist. Zaroven
byla na mnohych bunéénych liniich pozorovana indukce apoptozy. Pies slibné vysledky
z pocatecnich a preklinickych studii, nebyly ve druhé fazi klinickych testd prokazany

piiznivé ucinky flovopiridolu pii 1écbé adenokarcinomu Zaludku [35].

Aurora kinaza A (AURKA) je serin/threonin kindza, ktera reguluje mitotické
déleni, tvorbu centromery a délictho vieténka. Bylo zjisténo, Ze AURKA je vice
exprimovana v nadorové nezli ve zdravé tkani. ZvySend aktivita vede mimo jiné ke
chromozomalni nestabilit¢ nebo tvorbé aneuploidnich bunék. Zaroven se ukazuje, Ze
muze hrat roli v inhibici apoptdzy a tumor-supresoru p53, coz naznacuje, ze AURKA

by mohla byt nadéjnym cilem 1écby [36].

V soucasné dobé probihd vyzkum na mnoha dalSich potencialnich

terapeutickych cilech, napf. histonovych deacetyldz, proteinti teplotniho Soku nebo
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cyklooxygendzy. Teprve dalsi testy ukdzou, jaky budou mit dopad na 1é¢bu. Vedle toho
i kombinace jednotlivych pfistupti miize byt velmi efektivni, jako je tomu v piipadé
soucasné inhibice EGFR a VGFR, pfi které bylo dosaZeno signifikantnich vysledki
[23].

2.3 Inhibice proteazomu pii 1écbé rakoviny zaludku

Dal$im mozZznym pfistupem cilené 1écby je inhibice proteazomu. Jedna se o
multienzymovy komplex vyskytujici se hojné vjadie 1 cytoplasmé, ktery
zprostifedkovava odbouravani intraceluldrnich proteinii. Na regulaci hladiny proteinti a
udrzovani bunééné homeostaze se podili obzvlast transkripce, translace a degradace
proteint, jez byla ale dlouho pon¢kud opomijena. Cely proces degradace proteind se
odehrava v ramci ubikvitin-proteazomového systému (UPS), ktera je vedle proteazomi
tvofena 1 mnoha jinymi enzymy a proteiny [37]. Vzhledem k tomu, Ze proteazomy jsou
zodpovédné za degradaci vice neZ 80% vSech bunéfnych proteinil, véetné téch
regulacnich, nepotfebnych ¢i nespravné slozenych, neni piekvapivé, ze se tak UPS
podili na regulaci a funkci mnoha zasadnich procest u zdravych i transformovanych
buné¢k, nevyjimaje bunéény cyklus, rist a déleni, angiogenezi, schopnost metastdzovat,
nebo prezivani bun€k ¢i apoptdzu [38]. Inhibice proteazomu tak piekvapive skyta slibny
terapeuticky cil. V cest¢ ovSem stala pochopitelna obava, ze inhibice tak klicového
procesu, jakym degradace proteinli bezesporu je, povede ke smrti nejen malignich, ale 1
zdravych bunék. Tyto ptedstavy se ov§em béhem preklinickych testi nepotvrdily, nebot’
inhibitory proteazomu, z doposud ne zcela objasnénych divodu, selektivné piisobi

piedevsim na rakovinné buiiky [39].

Jako prvni se myslenkou inhibice UPS za ucelem terapeutického vyuziti zabyval
Alfred Goldberg, profesor z Harvard Medical School, a jeho spolupracovnici, se
kterymi zalozil spolecnost MyoGenics. Objektem jejich zajmu byla kachexie,
patologické hubnuti spojené s intenzivnim odbourdvanim proteini. Teprve po
spolupréci s Julianem Adamsem a ndvrhu Avrama Hershka, spoluobjevitele UPS, se
spole€nost (nyni jiz piejmenovand na ProSript) spolu s Dana-Farber Cancer Institute
zacCala zabyvat mozZnosti 1é¢by rakoviny cestou inhibice proteazomu. V rekordné

rychlém case byl na trh uveden bortezomib, prvni 1€k ve tfid¢ inhibitori proteazomu,
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ktery byl vroce 2003 schvalen FDA (Food and Drug Administration) k 1écbé
mnohocetného myelomu jako 1€k tieti volby. Vyvoj tohoto léku je rovnéz davan za
ptiklad rychlého a velmi efektivniho transla¢niho vyzkumu, jenZ byl umoznén diky
uzké spolupraci mezi akademickou plidou, soukromym sektorem, investory, vladnimi

ufady a advokatnimi spole¢nostmi [40].

Bortezomib, znamy také jako PS-341, uvedeny na trh pod znatkou VELCADE™
je dipeptidyl boronat (Obr. 1.), schopny se specificky a reverzibilné vdzat na proteazom
[41]. Konkrétné inhibuje enzymatickou aktivitu 20S hlavni ¢asti proteazomu, a to jiz

v nanomolérnich koncentracich [38].
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Obr. 1. Chemicka struktura bortezomibu.

I pfes znacné pokroky v poznani UPS a bunécné odpovédi na podani bortezomibu neni
jeho mechanismus uc¢inku pln€ pochopen a stale je pfedmétem diskuzi [42]. Piesto je
ziejmé, ze zpusobuje akumulaci mnoha regulator bunéného cyklu, véetné inhibitort
cyklin-dependentnich kindz, jako jsou p21 a p27, nebo také tumor supresorového
proteinu p53, coz vede ke zvySené senzitivité bun¢k k apoptdze. Zaroven v mnoha
bunécnych liniich zabranuje aktivaci signalizace jaderného faktoru kB (NF-«xB), ktera je
Casto silné aktivni u malignich onemocnéni, coz vede k lepSimu pifezivani rakovinnych
bunék a jejich vétsi odolnosti vici chemoterapii [43]. Uginek bortezomibu byl prokazan
na mnoha bunécnych liniich a potvrzen v dalSich klinickych testech. Ukazalo se, ze je

aktivni jednak sam, tak i v kombinaci, nebot’ zvysSuje citlivost bunék na klasicka
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chemoterapeutika bez nardstu vedlejSich negativnich ucinki. 'V nynéj$i dobé je

schvalen k 1é¢bé mnohocetného myelomu a lymfomu plastovych bunék [44].

Také na bunéénych liniich odvozenych od karcinomu Zaludku se testoval u¢inek
bortezomibu. Bylo prok4zéano, Ze signifikantné inhibuje rist a zaroveil snizuje aktivitu
extracelularni signal-regulujici kindzy (ERK)1/2 a Akt signalni drahy, a naopak zvysuje
hladinu p21. Rovnéz zptsobil akumulaci bunék v G1 fazi. V kombinaci s konvenénimi
cytotoxickymi 1é¢ivy 5-FU, doxorubicinem, paclitaxelem vykazoval synergisticky
ucinek pfi inhibici rastu bunek [45]. Obdobnych vysledki bylo dosahnuto 1 v jiné studii,
ve které se také potvrdilo, ze bortezomib zvysuje citlivost bun€k na docetaxel. Zaroven
aplikace této kombinace 1é¢iv vyvolala snizeni exprese anti-apoptického proteinu Bcl-2
za zvySeni hladiny pro-apoptického Bax. Navic doslo ke zvySeni mnozstvi p27, ale bez
nartistu exprese tumor supresorového proteinu p53 [46]. Na zdklad¢ pomérné slibnych
vysledkl prvi faze klinického testu s pacienty s pevnymi nadory [47] probehly i dvé
druhé faze klinickych testli s pacienty trpicimi rakovinou zaludku. V prvni studii byla
aplikovana kombinace bortezomibu a irinotecanu na zdkladé¢ vysoké ucinnosti
prokdzané umysiho xenograftu rakoviny tlustého stfeva. Ve skupiné uzivajici
brotezomib s irinotecanem byla mira odpovédi 33%, avSak u téch, kterym byl podavan
jen samotny bortezomib pouze 9%. Kombinovana 1écba se tedy jevi jako velmi nad&jna,
ovSem je zapotiebi dalSiho vyzkumu [48]. Je zajimavé, Ze u rakoviny jicnu a kardidlni
oblasti zaludku neposkytoval bortezomib v kombinaci s carboplatinou a paclitaxelem
zadny klinicky prospéch [49]. V druhé studii [50] byl testovan ucinek samotného
bortezomibu. I pies pozitivni preklinické vysledky nebyl zaznamendn Zadny vyrazny
ucinek, stejné¢ jako tomu bylo i u mnoha jinych pevnych nadort [51-54]. NejlepSim
vysledkem byla stabilizace onemocnéni na méné€ nez tfi a pil mésice. Bylo prokazano,
ze v pouzité koncentraci bortezomib inhibuje 20S preteazom z vice nez 50% asi u 80%
pacienttli, takZe neschopnost vazat se na cil nevysvétluje jeho neucinnost. Budouci
moznosti uziti bortezomibu v 1écbé karcinomu Zaludku jsou tedy hlavné v kombinaci
s klasickymi chemoterapeutiky nebo jinymi cilenymi 1é¢ivy, jako jsou napfi. inhibitory
proteint teplotniho Soku, které jsou po jeho aplikaci aktivovany a vedou k utlumeni
apoptdzy, a tudiz i ke snizeni ucinku bortezomibu [50]. Lécbu bortezomibem mnohdy
doprovazi pomérn¢ zavazné vedlejsi ucinky, které jsou cCastecné vysvétlovany jeho
nespecifickou inhibici jinych protedz, nez téch proteazomovych [55]. Také casta

rezistence rakovinnych bunék vici bortezomibu je velkym problémem, je tedy ziejmé,
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ze jsou nutné nové inhibitory proteazomu, které by s menSimi vedlejSimi ucinky
vykazovaly $irsi a silngjsi protirakovinnou aktivitu. Ve vyvoji je proto druhd generace
inhibitord proteazomu v ¢ele s marizomibem (salinosporamid A) nebo carfilzomibem, u

kterych je nad¢je, ze budou ucinné i proti pevnym nadortim [56-57].

2.4 Proteazom a ubikvitin-proteazomovy systém

Od poloviny 20. stoleti byla hlavnim tématem molekularni a bunécné biologie
otazka, jak je informace uloZena v nukleovych kyselindch pfevadéna do proteintl, a
problematika odbourdvéani proteinli byla odsunuta na okraji z4jmu. Po objeveni
lyzozomu, organely zodpovédné za degradaci intercelularnich proteini, se
piredpokladalo, ze odbourdvd 1 proteiny vnitrobunécné, piestoze to nebylo
experimentalné potvrzeno a vysledky ojedin€lych pokust dokonce tvrdily pravy opak
[58]. Podivuhodné bylo, Ze degradace intraceluldrnich proteinti byla zavisla na energii,
a tedy bez ATP neprobihala, coz odporovalo intuitivnim pfedstavam. Potieba ATP se
vysvétlovala jako nutna pro udrzeni kyselého prostfedi v lyzozomu [59]. Dulezity
pralom piinesla studie z roku 1977 A. Goldberga a J. Etlingera [60], kterd prokdzala na
ATP zavislé odbourdvani vadnych proteinii v lyzatu retikulocytl, tedy bunék
neobsahujicich organely. Na energii zavisld degradace proteinii velmi zaujala Avrama
Hershka, jeho studenta Aarona Ceichanovera z Technion Israel Institute of Technology
a Irwina Rose z Institute of Cancer Research ve Filadelfii. Tito tii védci utvoftili jadro
tymu, ktery pracoval na problematice odbouravani intraceluldrnich proteinli. Mezi lety
1978 a 1985 postupné poodhalili biochemickou podstatu tohoto procesu. Bylo zjisténo,
ze za degradaci je zodpovédny jiz difive znamy protein ubikvitin, ktery se pomoci
neékolika dalSich enzym véaze na proteiny urcené k odbourani [59]. V roce 1986 byla
objevena vysokomolekularni protedza, pozdéji zndma jako 26S proteazom, kterd
specificky degradovala konjugaty ubikvitinu [61]. A. Hershko, A. Ceichanover a L.
Rose byli roku 2004 ocenéni Nobelovou cenou za chemii za objev ubikvitin-

proteazomového systému (UPS) zodpovidajici za tizené odbouravani proteint [62].
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V eukaryotickych burikach je naprosta vétSina cytoplazmatickych i jadernych proteinti
odbouravana UPS, jejimz srdcem je 26S proteazom. Tento velky, vysoce organizovany
a sofistikovany komplex o hmotnosti pfiblizn¢ 2,5 MDa je slozen z n€kolika desitek
podjednotek, které zprostfedkovavaji mnoho rozdilnych Ccinnosti, od rozpoznani
ubikvitinem oznaceného proteinu, jeho rozbaleni a translokaci, az po jeho rozstipani na
oligopeptidy [63]. Dtive se predpokladalo, ze funkce proteazomu je pouze odstraniovat
chybné sloZené, poSkozené nebo nepotiebné proteiny. Ukazalo se vSak, ze tento
enzymaticky komplex mé rozhodujici tlohu v udrZovani homeostazy, bunééném cyklu
a prezivani bun€k [64]. Poruchy v zachovani vyrovnané hladiny proteind mohou vést
k metabolickym, onkologickym, neurogenerativnim nebo kardiovaskularnim
onemocnénim [65]. Proteazomy se vyskytuji v cytoplazmé 1 v jadie. V cytoplazmé jsou
asociovany s centromerami, cytoskeletem a vngj$i membranou endoplazmatického
retikula. V jadie jsou ptitomny v celé nukleoplazmé, ale nenachazeji se v jadérku.
Prestoze jejich relativni Cetnost zavisi na konkrétnim bunécném typu, pfevazné se
vyskytuji pocetnéji v cytoplazmé. Také v buiikdch intenzivné se délicich nebo
transformovanych jsou proteazomy zastoupeny hojnéji, nez v butikach klidového stavu
[66]. Proteazom se vedle degradace proteinti v jadie také podili na regulaci syntézy
DNA, jeji opravé a transkripci [65]. Vedle 26S proteazomu jsou znamy také specifické

imunoproteazomy a thymoproteazomy hrajici roli v imunitni odpovédi [67].

2.4.1 Ubikvitin-proteazomovy systém

S degradaci intraceluldrnich proteini se jiz od samého pocatku pojily dveé
otazky: proc je zavisla na dodani energie a jakym zptsobem jsou selektovany proteiny
urcené k odbourani. Odpovédi na ob¢é v sobé ukryva maly polypeptid ubikvitin. Tento
vysoce konzervovany 8,5 kDa polypeptid skladajici se ze 76 aminokyselin se za
spotteby ATP vaze svym C koncem pries izopeptidovou vazbu na g-aminoskupiny
lyzinu cilového proteinu, ¢imz jej oznaci k degradaci [68]. V nékterych piipadech muze
byt konjugovan i na N-koncovou aminoskupinu substratu [69]. Na navdzany ubikvitin
se ptipojuji dalsi molekuly tohoto peptidu, a vytvaieji tak polyubikvitinovy fetézec
(polyUb). Vzhledem k tomu, ze ubikvitin mize byt od substratu oddélen protedzami, je
modifikace proteinti ubikvitinaci reverzibilni, a umoziuje tak, vedle oznaceni proteinu
k degradaci, zaroven vysoce efektivni zplisob regulace funkce cilovych proteind,

podobné jako fosforylace [70]. Zaroven ubikvitin slouzi také k mnoha dalSim uceltim,
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napt. k opravé poskozeni DNA, regulaci transkripce, transdukci signalu, endocytéze
nebo tfidéni vezikulii. Kromé toho jsou znamy také tzv. ubikvitinu podobné proteiny,
které patii do stejné rodiny a vykondvaji podobnym zplsobem mnoho dalSich funkci
(regulace ubikvitin E3 ligdz, bunééného cyklu, odpovéd’ na virovou infkeci, jaderny
transport, imunitni a zanétlivé reakce a mnoho dalSich) [71]. Jak je patrné, ubikvitin

(ubikvitni znamena ,,vSude se vyskytujici*) nedostal své jméno nahodou.

Navazani ubikvitinu na protein obvykle zahrnuje tf1 kroky: aktivace ubikvitinu
E1 aktivujicim enzymem, pfeneseni ubikvitinu na E2 konjugujici enzym a na zavér jeho
pfipojeni na substrat E3 ligazou (Obr. 2.) [72]. C-konec ubikvitinu je nejdiive aktivovan
ATP a vznikly intermediat, ubikvitin-AMP, nésledné reaguje s cysteinovym reziduem
El za tvorby El-ubikvitin konjugatu [73]. Ten je nésledné rozeznan E2 enzymem, na
ktery je ubikvitin pfenesen a pfipojen dalsi thiolesterovou vazbou. E2 pomahd pfi
dopraveni aktivovaného ubikvitinu z E1 na substrdt, a proto je Casto nazyvan jako
ubikvitin-konjugujici nebo ubikvitin-pienasejici protein. VSechny E2 také obsahuji
doménu pro vazani s E3 ligdzou [74]. Zatimco se v burice nachdzi jen malé mnozstvi
riznych E1 a E2 (dva druhy E1 a pfinejmensim 38 druhii E2), mizeme nalézt vice nez
600 riznych E3 ligaz [75]. Je tedy patrné, Ze za specificitou ubikvitinace stoji pravé E3
ligdzy. Podle struktury i mechanizmu u¢inku se déli do dvou hlavnich skupin:
obsahujici doménu HECT (Homologous to E6-Associated Protein C-Terminus) a
s doménou RING (Really Interesting New Gene). V HECT doméné se nachazi
cysteinové reziduum, na které se vaze ubikvitin z E2. Tento intermediat je nasledné
pfenesen na cilovy protein [76]. Druhou a zaroven nejobsahlejsi skupinou jsou RING
E3, které jsou charakteristické ptfitomnosti domény zinkového prstu. Na rozdil od
HECT ligaz se netcastni ubikvitinace piimo, ale pouze zprosttedkovavaji kontakt E2 se
substratem, na ktery je ubikvitin nasledné navazan piimo z E2. Nedochazi tedy ke
tvorb¢ intermedidtu E3-ubikvitin, jak tomu je u HECT ligaz (Obr. 2.) [77-78]. Vedle tii
zakladnich ubikvitinaénich proteint byl objeven i novy faktor pojmenovany E4. Vaze
se na ubikvitinovy fetézec substratu a ve spolupraci s E1, E2 a E3 se podili na jeho

prodluzovani a tvorbé polyUb [79].

Ptestoze je navazéani ubikvitinu na substrat nékdy oznacovano jako ,,polibek
smrti, nemusi ubikvitinace nutné znamenat odsouzeni proteinu k degradaci
v proteazomu. Molekuly ubikvitinu se mohou v polyUb vazat pfes lyzin v mnoha

pozicich (znamy jsou K6, K11, K27, K29, K33), ale nejbéznéjsi jsou K48 a K63
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fetézce. Pravé zplsob vazani ubikvitinu v fetézci, ktery je urovan E3 ligazami,
rozhoduje o osudu oznaceného proteinu v buiice [80]. Za znacku, ktera substrat vede
k degradaci, jsou povazovany zejména K48 fetézce, zatimco o K63 fetézcich se
ptedpoklada, Ze hraji roli spiSe v odpovédi na poSkozeni DNA, bunééné signalizaci a
vnitrobunééném transportu. Jak se ovSem ukazuje, 1 proteiny oznafené K63 fetézci
mohou byt rozeznany proteazomem a rozlozeny [81], nebo mohou hrat roli v procesu

autofagie. Obdobn¢ i u K48 byly nalezeny nekanonické, neproteolytické funkce [70].
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Obr. 2. Schéma ubikvitin-proteazomového systému.
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Jak jiz bylo tfe€eno, ubikvitinace je proces reverzibilni, proto musi byt v burice
pfitomny také enzymy se schopnosti odstépit ubikvitin od oznaceného proteinu. Tyto
izopeptidazy se nazyvaji deubikvitindzy (DUB) a tvofi rozsahlou a diverzifikovanou
rodinu, do které patii vice nez 70 doposud znamych DUB. Rozd¢luji se do péti skupin:
ubikvitin C-termindlni hydrolazy (UCH), ubikvitin specifické proteazy (USP), proteazy
vaje¢nikovych tumort (OTU), proteazy Machadovy-Josephovy nemoci (MJD) a
protedzy s JAMM doménou [82]. Pro JAMM doménové DUB, které se fadi do skupiny
zinek vézajicich metaloproteaz, je charakteristické, Ze se Casto nachazeji v asociaci
s velkymi proteinovymi komplexy. Napt. JAMM doménova CSNS5 se nachazi v COP9
signalozomu, osmipodjednotkovém komplexu, ktery reguluje ubikvitinaci proteinti
prostiednictvim modifikace E3 ligdz. DalSim velmi dilezitym piikladem je Pohl DUB,

kterd je soucasti proteazomu a je zasadni pro jeho funkci [83-84].

2.4.2 Struktura 26S proteazomu

V samém stitedu UPS se nachazi proteazom, ktery rozeznava ubikvitinované
proteiny a je schopen je nasledn¢ degradovat. Sklada se ze dvou hlavnich komplexii:
zékladni casti 20S proteazomu, 20S CP (Core particle) o velikosti asi 700 kDa a na n¢j
navazanou regulaéni ¢ast 19S proteazom 19S RP (Regulatory Particle) o velikosti asi
900 kDa (Obr. 3.). Zatimco 20S CP je duty soudkovity utvar zodpovédny za samotnou
degradaci na oligopeptity, 19S CP obsahuje podjednotky zprosttedkovavajici
rozpoznani a vazani polyubikvitinového ftetézce a substratu, odstfihnuti polyUb,
rozpleteni substratu a jeho podstoupeni 20S CP. 19S RP se muze na 20S CP vazat

z jedné nebo obou stran [85].
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Obr. 3. Schéma struktury 26S proteazomu.

2.4.3 Struktura 20S proteazomu

20S proteazom zaujima centralni ¢ast celého proteazomového systému. Jak jiz
bylo fedeno, tvoii soudkovitou strukturu o velikosti 160x100 A. Je sloZen z celkem &tyf
homolognich kruhti, dvou a-kruhti a dvou B-kruhl vzajemné slozenych tak, ze B-kruhy
jsou umistény uvnitt a a-kruhy zvnéjsku po obou stranach, v sekvenci apfa. a-kruh i -
kruh jsou shodné¢ slozeny ze sedmi podjednotek o velikosti mezi 20 az 30 kDa (Obr. 4.).
Na rozdil od jednodussiho piivodniho proteazomu archei jsou u eukaryot podjednotky
vzajemné rozliSené, vytvarejici tedy fadu rozdilnych a;7 a P17 podjednotek [86].
V centralni c¢asti formuji prstence tii nepferuSené komory, které tvoii dutinu
proteazomu. V prostiedni ztéchto komor se nachazi podjednotky B;, B> a Ps
s proteolytickou aktivitou [87]. Tyto B-podjednotky obsahuji na svém N-terminalnim
konci katalytické threoninové reziduum. B; vykazuje kaspazdm podobou aktivitu, 3,
trypsinu podobnou a 35 chymotrypsinu podobnou aktivitu [67]. Pravé s podjednotka je
inhibovana Iékem bortezomibem [38]. Na rozdil od B-prstencii N-terminalni konce
okrajovych a-kruhti tvofi uzky tunel, vchod do nitra proteazomu, jehoz otevieni nebo

uzavieni umoziluje regulovat pfistup substratu k proteolytickym enzymim. Za
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fyziologickych podminek je brana 20S proteazomu uzaviena a otevird se pouze po
interakci s RP. Proto se regula¢ni ¢ast nazyva také proteazomovy aktivator (PA) [87].
Na otevirani ¢i uzavirani vstupu se podili zejména a,, oz a a4, pficemz kli€¢ovou roli
hraje zfejmé& o3. Otevieni kandlu, ktery tak dosdhne priméru 13-20 A, se dg&je
prostfednictvim konformacénich zmén a podjednotek. Ty mohou nastat zejména pii
interakci s RP (jako je naptiklad 19S a 11S) nebo pii kontaktu s nespravné slozenymi ¢i
poskozenymi proteiny. Regulace vstupu mé vliv hlavné na protedazovou aktivitu
proteazomu (degradace celych proteini nebo velkych polypeptidl), zatimco

peptidazovou aktivitu (degradace malych oligopeptitll) ovliviiuje minimalné [86].

Jednotlivé podjednotky kvasinkového a savCiho proteazomu si jsou velice
podobné, stejn¢ jako celkova struktura 20S CP. Tato uniformita spoletnd vSem
zastupcim eukaryot svéd¢i o vysoké evolu¢ni konzervovanosti celého systému.
Variabilitu vykazuji pouze specifické inducibilni formy proteazomu hrajici roli v
adaptivnim imunitnim systému. Imunoproteazomy, obsahujici pozménéné katalytické
jednotky Bii, B2i a Bsi, produkuji peptidy, které se vazi na MHC I na povrchu bunék, kde
jsou kontrolovany T, lymfocyty. Dalsi specificky typ proteazomu se vyskytuje
v brzliku. Tyto thymoproteazomy, majici specifikou jednotku Ps;, jsou dllezité pii

vyvinu CD8" T lymfocyti [67].

—— 20 S proteazom

Obr. 4. Schéma struktury 20S proteazomu.
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2.4.4 Struktura 19S proteazomu

Bylo jiZ zminéno, ze 20S proteazom ma témét uzavieny o-kruh, ¢imzZ brani
neregulovanému vstupu proteini k protedzdm umisténym v dutiné proteazomu.
Navéazani RP umoziiuje otevreni tohoto vstupu, a je tedy klicové pro spravnou funkci
proteazomu. Mezi nejcastéjsi RP patii 19S proteazom, znamy také jako PA700,
schopny se vazat na 20S z jedné nebo obou stran, pficemz tato interakce je zavisla na
ATP. PA700 se sklada z témét 20 heterogennich podjednotek o velikosti pohybujici se
mezi 25 az 110 kDa. Podjednotky miizeme podle vlastnosti rozdélit do dvou skupin: na
prvni, kterd obsahuje 6 podjednotek s ATP4azovou aktivitou, a na druhou, jez je tvofena
zbylymi strukturné nepiibuznymi ne-ATPazovymi podjednotkami [88]. Jednotky
s ATPazovou aktivitou tvofi spolu s dalS§imi Ctyfmi jednotkami bazi 19S, ktera je
vzajemné spojend s vikem, sloZzenym z ostatnich deviti ne-ATPazovych podjednotek
(Obr. 5.) [89]. PA700 vykonava hned n¢kolik nezbytnych funkci. Pfedné rozpoznava a
selektivné vaze ubikvitinované proteiny urcené k degradaci. Tyto proteiny musi byt
pied vstupem do nitra proteazomu rozbaleny a zaroveil od nich musi byt odstépena
polyubikvitinovéa znacka, coz se déje za pomoci deubikvitinazy Pohl. Vstup a-kruhu
musi byt otevien a protein transportovan do nitra proteazomu, kde bude nésledné
rozStépen [90]. K pojmenovani podjednotek se uziva nékolik ndzvoslovi. U lidského
proteazomu se jednotky jmenuji podle jejich molekulové hmotnosti (tedy napt. p56
nebo S4), v ptipad¢ kvasinek podjenotky dostaly ndzev Rpt (regulacni partikule, troji-A
protein) nebo Rpn (regula¢ni partikule, ne-ATPazova aktivita) [91].
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Obr. 5. Schéma struktury 19S proteazomu.

Baze se sestava z deseti podjednotek. Sest z nich, Rpt1-6, (u &lovéka p56, p48,
p50, S7, p45, p42) jsou AAA+ATPazy vykazujici vysokou podobnost. Zbylé Ctyfi,
Rpnl, Rpn2, Rpnl10 a Rpnl3, jsou ne-ATPazy [92]. VSech Sest podjednotek nalezi do
rozsédhlé a diverzifikované skupiny AAA (ATPéazy asociované s riznymi bunéénymi
aktivitami) - ATPaz [91]. Jsou charakteristické vysoce konzervovanou 200
aminokyselin dlouhou doménou, ktera obsahuje sekvenci pro vazani ATP. Nepfetrzité
dodavani energie ve form¢ ATP je nezbytné pro prib¢h selektivni degradace proteinti
[93]. Rptl-6, podobné jako a a B jednotky u 20S CP, jsou uspotadany do prstence, a
vytvareji tak heterohexamericky kruh s izkym otvorem uvnitt. Je pravdépodobné, Ze
velké podjednotky Rpnl a Rpn2 jsou k ATPazovému kruhu pfipojeny z vnéjsi strany, a
ze Rpn10 stabilizuje spojeni mezi bazi a vikem 19S. NevyfeSenou otazkou ovSem stale

zlstava role jednotlivych Rpt a jejich ptipadnd spoluprace pii degradaci proteinti [94].

Celkem z deviti ne-ATPéazovych podjednotek (Rpn3, Rpn5-9, Rpnll, Rpnl2,
Rpnl5/Seml) je slozeno viko 19S proteazomu. Zda se, ze hlavni funkci vika je
deubikvitinace proteini uréenych k degradaci. Za tuto ¢innost je zodpovédna Rpnll (u
lidi Poh1) JAMM doménova DUB, nejvice konzervovana podjednotka vykazujici 65%
podobnost mezi lidskou a kvasinkovou formou. Jedna se o metaloprotedzu zavislou na
Zn*" [92]. Ze viech proteint vika je pouze u Pohl dopodrobna zjisténa funkce, kterou je
pravé deubikvitinace proteini nezbytnd pro proteozomalni degradaci. Ostatni

podjednotky by mohly hrat roli pii aktivacni a pozi¢ni regulaci Pohl [89].
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2.4.5 Jiné regula¢ni ¢asti proteazomu

Mnoho eukaryotickych bunék obsahuje vedle 19S 1 jiné sloZené proteiny
schopné se cilen¢ vazat na vnéjsi a-kruh 20S CP, a tak tvofit strukturné i funkéné
rozdilné proteazom-regulacni komplexy. Na rozdil od 19S tyto alternativni RP nejsou
ATPazy, pracuji tedy nezavisle na doddvani energie, a navic se nevazou na ubikvitinové
fetézce, coz naznaCuje, ze zprostiedkovavaji na ubikvitinu nezdvislou degradaci
proteinti [95]. Jednim z alternativnich RP je PA28 (neboli také 11S regulator), ktery
stimuluje na ATP nezavislé odbouravani polypeptidi. PA28 je cytoplazmaticky
komplex slozeny ze dvou rozdilnych, ale ptibuznych 28 kDa velkych jednotek PA28a a
PA28p, které tvoii heterohexamer. PA28a a PA28B se vyskytuji pouze u organismi
s adaptivni imunitou a jejich exprese je indukovana cytokininem y-interferonem. 11S

regulator navazany na 20S CP je nezbytny pro spravnou funkci MHC I molekul [96].

2.4.6 Skladani proteazomu

Vzhledem k mnozstvi podjednotek a strukturni diverzité proteazomu neni
piekvapivé, ze slozeni tak sofistikovaného komplexu je mnohastupiiovy a néarocny
proces vyzadujici spolupraci mnoha pomocnych proteini. Poznani mechanizmu
kompletovani proteazomu je nezbytné pro spravné porozuméni jeho funkci a zejména
regulaci [97]. Skladani CP je pomérné dobte prostudovano. Podili se na ném chaperony
PACI1-4 a ubikvitinaéni maturacni protein (UMP1). Nejdiive je zformovan a-kruh,
ktery posléze slouzi jako templata pro B-kruh. Vznika tak ,,polovicni proteazom®, ktery
po interakci s druhym dava vzniknout novému kompletnimu 20S. Je zajimavé, Ze
prvnim substratem uréenym k degradaci pravé slozeného proteazomu jsou ty proteiny,
které umoznily jeho vznik (konkrétné¢ PAC1-2 a UMP1) [98]. Dosavadni poznatky o
mechanismu formovani 19S jsou skromnéjsi. Za i¢asti pomocnych proteinti se zvIast’
kompletuje baze a viko, které se poté navzijem spoji prostiednictvim Rpnl0. Také se
zda, ze ke slozeni vika ptispiva nejhojnéjsi bunéény chaperon Hsp90 [97]. Krom této
moznosti je podporovan i druhy mechanismus kompletovani proteazomu, ve kterém jiz

hotovy 20S slouzi jako podstava pro tvorbu baze, na niz se posléze ptipoji viko [99].
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2.4.7 Degradace proteini nezavisla na ubikvitinu

Vedle obvyklé degradace ubikvitinovanych substratii zodpovida proteazom také
za na ubikvitinu nezdvislé odbourdvani proteinti. Tento ponékud opomijeny proces
nabyva na dileZitosti, nebot’ se ukazuje, Ze se nevztahuje pouze na dosluhujici,
zoxidované ¢i jinak poSkozené nebo nespravné slozené proteiny. Cestou ubikvitin-
independentni degradace muze byt regulovana hladina nékolika dilezitych proteind
souvisejicich s nddorovymi onemocnénimi. Tyka se to zejména transkripniho faktoru
c-Fos proonkogenu, nebo tumor-supresorovych proteind p21, p53 ¢i Rb [100-101].
Nicméné ubikvitin-proteazomovy systém zustava v centru védeckého zajmu, nebot
nabizi nepfeberné mnozstvi riznych pfistupi a potencialnich cili pro terapii mnoha
onemocnéni, véetné rakoviny. Vedle samotného proteazomu to mohou byt také El
aktivatni enzymy, E3 ligdzy nebo deubikvitindzy. Komplexita celého UPS, ktery
zasahuje do téméf vSech bunécnych procest, sebou ovSem také piinasi nckolik
problémt. Piedné je velmi obtizné urcit pfesny mechanizmus u¢inku daného 1éciva.
Zaroven vyvstava otazka, jak je mozné, ze zasah do tak rozsahlého a nepostradatelného

systému dokazou buiiky ptezit a Ze toxicky plisobi hlavné na buriky rakovinné [102].

2.5 Uloha jaderného faktoru-kB

Ubikvitin-proteazomovy systém se prekvapivé stal velmi atraktivnim ptistupem k
1&b& rakovinnych onemocnéni s 1ékem bortezomibem (VELCADE ™), prvnim klinicky
uzivanym inhibitorem proteazomu. Pfestoze o ném od roku 1998, kdy byl vyvinut (i od
roku 2008, kdy byl FDA schvalen jako 1€k prvni volby pii 1é¢bé mnohocetného
myelomu), bylo publikovdno nespocet studii, neni otazka mechanizmu jeho u¢inku viici
rakovinnym buitkdm doposud uspokojivé zodpovézena. Neni to ovSem prekvapivé
vzhledem k tomu, ze UPS zasahuje do nepieberného mnozstvi bunécnych déja [42].
Jeden zprvnich a zasadnich mechanizmi, ktery byl inhibitorim proteazomu

pfisuzovan, byla inhibice jaderného faktoru- kB (NF-xB) [44].

Transkripéni faktory patfici do rodiny NF-xB jsou nepostradatelné pro spravnou
funkci imunitniho systému. Jejich aktivace ale mize byt dvousecnd zbrail, protoze
mohou neimérné podporovat zanétlivou reakcei, nebo dokonce vést ke kancerogenezi.

NF-«kB tidi geny, jejichz nepfiméfend exprese muze zpusobit transformaci a proliferaci
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bun¢k. Mnohdy se jedna o onkogeny, které hraji dtlezitou roli pfi tvorbé metastaz nebo
angiogenezi. Konstitutivni aktivace NF-«kB je piiznacnd pro Siroké spektrum
onkologickych onemocnéni a zdd se, Zze NF-kB mulze byt mostem mezi zdnétem a
rakovinou [103]. Jaderny faktor-kappa B je souhrnné oznaceni pro rodinu vysoce
regulovanych transkripénich faktord. U ¢lovéka patii do Rel/NF-kB rodiny p50/p105
(NF-xB1), p52/p100 (NF-xB2), RelA (p65), c-Rel a RelB, jejichz schopnost tvofit
navzajem rdzné homo- nebo heterodimery umoziiuje rozlisné kontrolovat genovou
expresi [104]. VSechny proteiny patiici do NF-kB rodiny obsahuji vysoce
konzervovanou doménu RHD (Rel homology domain), kterd zprostiedkovava tvorbu
dimert s jinymi Rel/NF-kB proteiny a zarovenn umoziuje jejich vazbu s DNA na 9 bp
kB motivy v oblasti promotoru. Clenové ,NF-kB“ podskupiny (p50 a p52) se tvoii
z inaktivnich prekurzorG pl05 a pl00, které jsou charakteristické dlouhymi C-
terminalnimi ankyrinovymi repeticemi, jejichz tloha spociva v inhibici téchto proteinti.
K procesu zkracovani a aktivace prekurzort (z p105 vznika p50, z p100 vznikd p52)
dochazi caste¢nou proteolyzou a degradaci v proteazomu, nebo 1 kotranslaéné
pfed¢asnym ukoncenim piekladu [105]. Pouze proteiny ,,Rel* podskupiny (RelA, RelB,
c-Rel) obsahuji C-terminalni transaktivacni doménu, diky nizZ jsou zdsadni pro expresi.
Naopak homodimery p50 a p52, u nichz pfitomna neni, mohou hrat roli pfi negativni
regulaci transkripce [106]. V buiikach klidového stavu jsou homo- heterodimery vazany
na inhibitory kB (IkB), které zabranuji jejich translokaci z cytoplazmy do jadra a
nasledné expresi gend. Rodina IxkB (IkBa, IkBp, IkBe, IkBy, Bcl-3 a také prekurzorové
proteiny p105 a p100) je taktéz charakteristicka pritomnosti ankyrinovych repetic, které
se vazi na RHD NF-«B dimert. IkB ovSem maskuje jadernou lokaliza¢ni sekvenci
(NLS) zodpovidajici za transport do jadra pouze u jedné podjednotky, takze u druhé
podjednotky dimeru ziistiva NLS dostupnd. IxB naopak obsahuje jadernou exportni
sekvenci (NES), coz ma za nasledek, ze komplex IkB/NF-kB neustale pteskakuje
z cytoplazmy do jadra a naopak, piicemz dynamicka rovnovaha se ustanovuje s vyrazné
vys$si koncentraci v cytoplazmé. Pokud je ovSem IkB odstranén, dochazi k translokaci
NF-«B dimeru do jadra [107]. Degradace IkB je vyrazné regulovany proces, ktery je
iniciovan specifickou fosforylaci pomoci aktivované kB kinazy (IKK). IKK je komplex
sloZeny ze tii podjednotek: dvou katalytickych sdilejicich zna¢nou sekvenéni podobnost
IKKa (IKK1) a IKKB (IKK2) a tfeti neptibuzné regula¢ni podjednotky znamé jako
NEMO (NF-«B essential modulator) nebo také IKKy [108].
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Mnoho rGznych podméti vede k aktivaci NF-kB, vcetné exogennich a
endogennich ligandii vazajicich se na specifické receptory, nebo stresu chemického ¢i
fyzického plivodu. Mezi nejvyznamnéjsi ligandy spoustéjici signalizacni drédhu patii
napt. TNF-a (Tumor necrosis factor-a), IL-1 (Interluekin-1) nebo ligandy vazajici se na
TLR (Toll-like receptor) jako jsou bakterialni lipopolysacharidy [109]. Doposud ne
zcela objasnénou otdzkou zlstava, jak muze pouhych pét clent NF-kB rodiny
(p50/p105, p52/p100, RelA, c-Rel a RelB) zastavat tolik rliznych roli, navic bunééné a
tkanove specifickych. Ukazuje se, Ze jednotlivé NF-kB dimery se spojuji s jinymi
transkripénimi faktory (napft. s p53), coz méni jejich vlastnosti. Regulovany mohou byt
také fosforylaci a interakci s koaktivatory. Zasadni vlastnosti NF-xB umoziujici vétsi
rozmanitost je tvorba riznych homo- a heterodimert. Ty se vazi na kB motivy DNA,
které vykazuji vysokou variabilitu, a tudiZ s nimi jednotlivé dimery interaguji
s rozdilnou preferenci. Nejlépe zndmé jsou heterodimery pS50/RelA, které jsou
spoustény tzv. kanonickou cestou, a p52/RelB, pro néz je piiznacny nekanonicky

zpusob aktivace [110].

2.5.1 Kanonicka signalizace

Pti kanonické (nebo také klasické) draze dochazi k preneseni signalu z receptoru
a aktivaci IKK, ktera fosforyluje IkBa vazanou na komplex pS0/RelA. IkBa je nasledné
ubikvitinovana a degradovana v proteazomu. Tim je umoznéna translokace dimeru do
jadra a piipadné spusténi exprese [111]. VSechny procesy kanonické drahy nejsou
doposud pln€ objeveny a pochopeny, nicméné je ziejmé, Ze nepostradatelnou roli zde
hraje ubikvitinace. Pro aktivaci IKK je kli¢ova polyubikvitinace regula¢ni jednotky
NEMO pomoci K-63 fetézcl, coz pravdépodobné umoznuje piistup TAKI
(Transforming growth factor B-activated kinase) kinazy, ktera nésledné fosforyluje
IKKp jednotku, a tim se komplex IKK stava aktivni [112]. Vedle podjetnotky NEMO je
pro ¢innost IKK nezbytna také polyubikvitinace K-63 fetézci dalsi signalni molekuly
RIP1 (Receptor interacting protein). Regulacni jednotka NEMO je schopna specificky
rozeznavat K-63 tetézce proteinu RIP1 a prostiednictvim ubikvitin-vazajici domény
s nim interagovat [113]. Tato vazba je rovnéz nutnd pro aktivaci IKK. Je mozné, ze
polyubi-RIP zprostredkovava kontakt a néslednou reakci TAK1 s IKK [114]. IKKf

nasledné fosforyluje IxkBa vazanou na komplex p50/RelA, coz vede k ubikvitinaci IkBa
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K-48 fetézci a posléze degradaci v 26S proteazomu. Volny komplex NF-kB tak miize

byt transportovan do jadra (Obr. 6.) [105].

2.5.2 Nekanonicka signalizace

V ptipadé nekanonického zpilisobu signalizace dochazi nejdiive k aktivaci NIK
kindzy (NF-xB inducing kinase), kterd nasledné fosforyluje IKK komplex sloZeny
pouze ze dvou jednotek IKKa. Alternativni draha tedy pracuje nezavisle na NEMO a
IKK je funk¢ni jako homodimer. Nejb&znéjSim komplexem NF-kB figurujicim pii
nekanonické signalizaci je p100/RelB heterodimer. Jak jiz bylo feceno, p100 obsahuje
dlouhou ankyrinovou termindlni doménu, kterd tento komplex inhibuje. Po aktivaci
IKKa dochazi k fosforylaci této domény, kterd umoziuje jeji ubikvitinaci K-48 fetézci a
naslednou degradaci v proteazomu. Vznikly dimer p52/RelB tak muze translokovat do

jadra (Obr. 6.) [115].

2.5.3 Alternativni signalizace

Vedle wvngjSich faktord, které zodpovidaji zejména za kanonickou a
nekanonickou drdhu, mize byt NF-kB signalizace spusténa také pisobenim vnitinich
stimuli. Mezi nejvyznamnéjsi patii oxidacni a exogenni genotoxicky stres (ktery muze
byt zplisoben ionizujicim zafenim, nebo 1 nékterymi protirakovinnymi 1é¢ivy jako je
camptothecin nebo etoposid), teplotni Sok, ¢i vystaveni etanolu. Mechanizmus téchto
alternativnich drah neni doposud piesné popsan, presto se vSak i tady ukazuje, Ze
nepostradatelnou roli zde =zaujimad ubikvitinace [116]. V piipadé¢ genotoxického
podmétu mtize dojit k dvouretézcovym zlomiim DNA (DSB, Double strand break), coz
mtze mimo jiné vyvolat aktivaci NF-xB. Nejdiive dochazi k transportu regulacni
jednotky NEMO do jadra, kde podléha modifikaci ubikvitinu podobnym proteinem
SUMO (Small ubiquitin-like modifier). Diky SUMOylaci proteinu NEMO je
podporovano jeho setrvani v jadie. DSB rovnéz aktivuji ATM kindzu (Ataxia
telangiectasia mutated), kterd obvykle reguluje bunéény cyklus a umoziuje opravu
DNA prostfednictvim fosforylace check-point kindz CHK1 a CHK2 [117]. V pfipade
aktivace NF-kB drahy ovsem ATM fosforyluje protein NEMO, coZ je nezbytné pro jeho
naslednou mono-ubikvitinaci. Monoubikvitinace slouzi jako signal pro export z jadra,

tudiz je NEMO spolu s ATM kinazou transportovan do cytoplazmy. Zde dochazi ke
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tvorbé komplexu ATM/NEMO/katalytické jednotky IKK s proteinem ELKS (bohaty na
glutamat (E), leucin (L), lyzin (K) a serin (S)), ktery je nepostradatelny pro aktivaci
IKK [118]. Mechanizmus aktivace IKK neni do detailu poznan, ale neddvné studie
[119-120] piindSeji moznou odpovéd’. ATM stimuluje polyubikvitinaci ELKS proteinu
K-63 fetézci, coz nasledné¢ umoziuje kontakt jednotlivych slozek celého reakéniho
komplexu. ATM rovnéz aktivuje TAK1 kinazu, kterd nasledné fosforyluje IKK véazanou
prostfednictvim NEMO na K-63 fetézec ELKS. Poté, co je IKK aktivovana, dochazi
k fosforylaci IxkBa a signalizace pokracuje obdobné jako u kanonické drahy. Zaroven
bylo zjisténo, Ze k podobné kaskadé zahrnujici SUMOylaci proteinu NEMO, jeho
ubikvitinaci a aktivaci ATM, nedochazi pouze pii poskozeni DNA a vzniku DSB, ale 1
pfi oxidativnim stresu (Obr. 6.) [121]. Z vySe uvedeného vyplyva, ze modifikace
proteinti ubikvitinem nebo ubikvitinu podobnymi proteiny je zcela klicova pro aktivaci
NF-kB. Vedle toho ov§em muze diky ¢innosti riznych deubikvitinaz (DUB) dochazet 1
k inhibici signalizace. Pii regulaci dulezitych aktivatori kaskddy DUB casto
spolupracuji s E3 ligdzami, pfic¢emz dochézi nejdiive k odstranéni K-63 fetézcii pomoci
DUB a néasledné E3 ligazy oznaci ten samy protein K-48 fetézci, ¢imz jej odsoudi
k degradaci v proteazomu [122]. Je ziejmé, ze studium NF-«kB signalizace otevielo
,Pandofinu skiiilku®, ve které se proplétd dynamickd souhra fosforylace s rliznymi
formami ubikvitinace, vedouci k velmi komplexni a G¢inné regulaci celého systému
[116]. Je dulezité si také uvédomit, ze kaskada nevede pouze k aktivaci NF-kB, ale také
ze interaguje s mnoha dal§imi signalizaénimi drahami, diky c¢emuz miize dochazet

k rozmanité determinaci osudu celé bunky [112].
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Obr. 6. Schéma konanické, nekanonické a alternativni drahy NF- kB signalizace.

Ubikvitin-proteazomovy systém zasahuje hned do n€kolika klicovych krokti NF-
kB drahy. Pfedné¢ umoziiuje translokaci dimerti do jadra degradaci IxB proteazomem.
Zaroven zodpovidéa za procesovani p105 a p100 prekurzorh (za tvorby aktivnich p50 a
p52), nebo dokonce za jejich uplnou degradaci. Vedle toho stoji za odbourdvanim
mnoha signdlnich molekul celé kaskddy vcetné samotnych NF-kB [123]. Inhibice
proteazomu tak miiZze byt moznym pfistupem, jak inaktivovat NF-kB, nicméné neni

jisté, zdali za u€innosti bortezomibu stoji prave tento efekt [124].
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2.5.4 Uloha NF-xB v rakoviné Zaludku

Uzky vztah mezi NF-kB a progresi rakoviny je dobfe zniam. U mnoha
hematologickych i pevnych nadorid [125], v€etné rakoviny Zzaludku [126], dochazi ke
konstitutivnimu zvySeni aktivity NF-xB. S myslenkou, Ze rakovina mliZze byt spojena se
zanétem, prisel jiz fecky lékar Galén pred téméf dvéma tisici let. V devatenactém stoleti
na néj navazal Virchow, ktery pfedpokladal, Ze se nddory mohou vytvaiet v mistech
postihnutych chronickym zanétem [127]. Potvrzeni pfiSlo zejména ze strany
epidemiologickych studii, které uvadé¢ji, Ze chronickd infekce a zanét jsou vibec
nejcastéjsi pri¢inou vzniku rakoviny. S nejsiln€jsi asociaci mezi chronickym zanétem a
malignim onemocnénim se Ize setkat u ulcerdzni kolitidy a Crohnovy choroby, které
mohou vést k rakoviné tlustého stfeva, mezi Hepatitidou C a rakovinou jater, nebo
gastritidou a nadorem Zzaludku [128]. Most mezi zanétem a rakovinou by mohl
predstavovat NF-xB, nebot’ u obou hraje diilezitou roli pfi jejich regulaci a progresi.
NF-kB piedné tidi expresi celé fady anti-apoptotickych proteint, které maji funkci
onkogenu. Zaroven stimuluje prozanétlivé cytokininy TNF-a a IL-1, které mohou byt
spojeny s karcinogenezi. Vedle cytokininll reguluje také riistové faktory, chemokininy,
matrixové protedzy nebo faktory podporujici angiogenezi [129]. Je velmi dobie znamo,
ze infekce bakterii Helicobacter pylori mize vést ke gastritidé, Zalude¢nim viediim, ale
1 krakoviné¢ zaludku nebo MALT (Mucosa-associated lymphoid tissue) lymfomu.
Jednim z moznych mechanizmi vedoucim k témto onemocnénim je schopnost H. pylori
indukovat aktivaci NF-kB u bun¢k zalude¢niho epitelu, s ¢imz je ptfimo spojena zvySena
sekrece IL-8, prozanétlivého chemokininu, atraktantu neutrofild [130]. Pfi infekci H.
pylori dochazi k postupné degradaci IkBa a aktivaci katalytickych IKK a NIK [131].
Bylo zjisténo, Ze rizna virulence odlisnych kmenii H. pylori reflektuje jejich schopnost
indukovat sekreci IL-8, a tedy aktivovat NF-xB. Piedpokladalo se, Ze zvySenou
virulenci podminuje pfitomnost cagA (cytotoxic-associated antigen) proteinu, nebot
jeho pfitomnost byla dokdzana témétr u 100% izolatd ziskanych od pacientd trpicich
viedy, zatimco ve vzorcich pacientl s gastritidou jen asi v poloviné ptipadd. Nicméné
se ukazalo, Ze cagA pfimo za patogenitu nezodpovida, ale mize slouzit jako marker.
Nachazi se totiz v asi 40 kb dlouhém tuseku DNA nazvaném PAI (Pathogenicity island),
ktery koduje nékolik desitek proteind majici Glohu v infekci. Sest z t&chto proteint

(cagE, cagG, cagH, cagl, cagl, cagM) je nezbytnych pro aktivaci NF-kB a zna¢nou
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meérou tedy stoji za virulenci [132]. Dulezitost PAIL reprezentovanych ptitomnosti cagE,
se potvrdila 1 japonskou studii, ve které byly testovany rizné izolaty na pritomnost cagE
a porovnavany se stupném onemocnéni. Byla zji§téna 0zké souvislost mezi pfitomnosti
cagE, aktivaci NF-xB a zavaznosti infekce. Zaroven se zdd pravdépodobné, Ze rizné
proteiny cagPAI mohou pronikat do hostitelskych bun¢k a aktivovat v nich molekuly
signalizace NF-kB [133]. Vedle toho byl objeven dalsi faktor, strukturné i lokalizaci
nepiibuzny k cagPAl, protein Tipa, ktery aktivuje NF-kB a miZe vést k transformaci
bun¢k [134]. Dilezité poznatky piinesl experiment na modelu infekce H. pylori
Piskomilu mongolském (Meriones uingulatus), ktery vykazuje podobné charakteristiky
onemocnéni jako u lidi. Byla prokdzana zasadni loha makrofagi pii zénétlivé reakci
diky vysoké produkci cytokininil i jinych prozanétlivych faktorti, jejichZ exprese byla
fizena siln¢ aktivnim NF-kB. Pfi depleci makrofagh doslo ke zmirnéni zanétlivé reakce.
Zaroven byla dokazana nezbytna role NF-kB aktivace pro vyvoj chronické gastritidy,
nebot’ pii inhibici IKKP doslo k vyrazné regresi prozanétlivé odpovédi [135]. Pro
rakovinu Zaludku je pfiznacnd dysregulace a zvySend hladina mnoha cytokinind a
chemokininii, z nichZ u mnoha je exprese aktivovana NF-xB, v¢etné¢ TNF-a, IL-1 nebo

IL-8. Tyto pak mohou pftispivat ristu nddoru, tvorbé metastaz a angiogenezi [136].

2.5.5 Vliv inhibice proteazomu na NF-xB

Prestoze je bortezomib schopen u nékolika rakovin inhibovat NF-kB [137-138],
potencialné 1 u rakoviny zaludku v kombinaci sjinymi 1éCivy [45], nespociva
mechanismus jeho tuc¢inku pravdépodobné v tomto efektu, navzdory plivodnim
predpokladiim [43]. K velmi piekvapivym zavérim dospéla studie z roku 2004 [139].
Na intestinalni epitelialni bunécéné linii bylo prokazano, ze inhibitory proteazomu (PI),
MG-115, MG-132 a lactacystin, nejenze neinhibuji NF-kB, ale dokonce aktivuji IKK,
indukuji IkB degradaci a podporuji transkripci genti regulovanych NF-kB skrze jeho
aktivaci. Efekt PI je tedy uplné¢ opacny, nez se ptedpokladdalo. K degradaci IxB
pravdépodobné¢ doslo alternativni, na proteazomu nezavislou cestou pomoci
kaspazového nebo kalpainového systému. O pét let pozdé€ji dosdhla obdobnych
vysledkt i skupina prof. Andersona z Dana-Farber Cancer institute, jedni z tviircd
uspéchu bortezomibu, kteii prokazali, Ze bortezomib, stejn¢ jako jiné PI, vyznamné
inhibuje expresi IkB, spousti fosforylaci IKKf a aktivuje kanonickou NF-«kB signalizaci

v nadorovych bunkach odebranym pacientim s mnohocetnym myelomem, tedy
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rakovinou, proti které je bortezomib nejucinnéj$i. Navic po pfidani specifickych
inhibitort  IKKP doslo ke zvySeni cytotoxického ucinku bortezomibu. Tim byla
prokazatelné vyvracena piedstava, zZe za aktivitou bortezomibu proti mnohocetnému

myelomu stoji inhibice NF-kB [140].

Navzdory dobfe zndmé skutecnosti, Ze NF-xB podporuje kancerogenezi, se stale
vice objevuji dikazy, ze za urCitych okolnosti mize mit i funkci zcela opacnou.
Zejména v pocatcich vyvoje onemocnéni miize pusobit jako tumorovy supresor. Tato
ptekvapiva tloha NF-kB byla podpofena pozorovanim, Ze RelA jbyl za urcitych
okolnosti nutny pro apoptézu indukovanou proteinem p53, a také, ze dalsi ¢len rodiny
NF-«kB, protein p52, je schopen ve spojeni histonovou deacyldzou inhibovat cyklin D1,
coz vede k utlumu proliferace [141]. Vedle toho miize NF-kB interagovat s jinymi
onkogeny, kdy dochézi inhibici transkripce jim fizenych gend, nebo mize stimulovat
expresi nekolika pro-apoptotickych genti [115]. Velmi piekvapivé poznatky piinesla
studie zabyvajici se vztahem signalizace NF-kB a vyvojem hepatocelularni rakoviny
(HCC), ktera je podobné jako rakovina zaludku velmi tzce spojena s chronickym
zénétem. U mysi, u kterych byl v jaternich parenchymatickych buiikach odstranén gen
pro NEMO, jednotku IKK komplexu, kterd je klicova pro aktivaci NF-«xB, doslo ve
vSech ptipadech ke spontannimu vyvoji agresivni HCC. Minimalné v jatrech tedy
NEMO ptisobi jako tumorovy supresor. Za progresi HCC stala zvySend citlivost
NEMO-deficientnich bun¢k k oxidativnimu stresu, ktery vyvolaval apoptoézu, coz
nasledn¢ vedlo ke zvySené proliferaci bun¢k, umocnéni zanétu a aktivaci jaternich
progenitorovych bunék [142]. Také bylo zjisténo, ze IKKa spolu s IKKf chrani jaterni
buiiky pfed toxicitou lipopolysacharidi a apoptdézou indukovanou TNF-a [143].
Nicméné je jisté, ze uloha NF-kB signalizace pfiudrzovani homeostdze jater je
komplexnéjsi. V kontrastu k tumor supresorové aktivit¢ NF-kB jsou vysledky jinych
experimentl, které prokéazaly, Ze NF-kB hraje diilezitou roli pfi podpote vyvoje HCC a

ze jeho inhibici 1ze dosdhnout redukce onemocnéni [144].

vvvvvvvvv

mechanizmus, nez je prosta inhibice NF-xB, a navzdory tomu, ze neni doposud presné
popsan, nabizi UPS nepfeberné mnozstvi ptilezitosti pro objev novych 1é¢iv. Bolestnou
pravdou oviem ziistava, 22 VELCADE™ je doposud jedinym lékem zasahujicim tento
systém, ktery je uzivan v klinické praxi. Zaroven jeho napadnd neucinnost viici pevnym

nadorim vybizi k dal§imu intenzivnimu vyzkumu na tomto poli [42]. Cileni UPS
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disulfiramem sebou pfindsi novy a velmi slibny ptistup, ktery se muze ukazat jako

vysoce uéinny i pii 1é¢bé pevnych nadora [145].

2.6 Disulfiram

Antabus zndmy také jako disulfiram je 1k hojné pouzivany pii odvykaci 1ébé
alkoholismu. Pro tyto ucely byl FDA schvdlen jiz pted vice neZz pulstoletim.
V disulfiramu je obsazen derivat thiuramdisulfidu, tetraethylthiuramdisulfid, ktery se v
19. stoleti pouzival v gumarenském primyslu, odkud také pochazi prvni zminka o jeho
mozném lécebném Ucinku [146]. Podnikovy 1ékat E. E. Williams pozoroval, Ze délnici
pracujici s touto latkou jsou donuceni k Uplné abstinenci. Pii poziti alkoholu u nich totiz
dochdzelo k prudkému zrychleni pulzu a zvySeni krevniho tlaku nasledované
zarudnutim rukou, tvafe a bolesti hlavy. Doktor Williams rovnéz navrhnul, Ze by tato
latka mohla slouzit jako 1ék proti alkoholismu. Jeho pozorovani bylo publikovéno roku
1937 v casopise JAMA (Journal of the American Medical Association) [147]. Za
mechanizmem ucinku disulfiramu stoji jeho schopnost inhibovat acetaldehyd
dehydrogenazu, nepostradatelny enzym metabolické drahy etanolu, coz vede ke zvySeni
koncentrace acetaldehydu, ktery je pro télo toxicky [148]. Dalsiho velmi
pozoruhodného ucinku disulfiramu si povSimnul doktor Lewison, ktery ve své praci
z roku 1977 [149] popisuje piipad zeny trpici rakovinou prsu. Nékolik let po operaci se
u ni objevily Cetné metastdze v patefi, Zebrech, lebce a panevnich kostech. Navic se
stala zavislou na alkoholu, a proto ji musela byt vysazena veskerd chemoterapie a byl ji
podavan pouze Antabus. Prekvapivé nedoslo k postupu rakoviny, ale naopak se jeji
zdravotni stav vyrazn¢ zlepSil. DoSlo k uplnému vymizeni metastdz a nasledujicich 10

let az do své smrti neStastnou ndhodou zila zcela bez klinickych piiznaki rakoviny.

Vedle toho se disulfiram stal na sklonku 80. let velmi zajimavym piipravkem pro
moznou terapii infekce HIV. Po jeho poziti dochazi v téle ke tvorbé latky zvané
ditiocarb (diethyldithiokarbamat, DDTC), kterda byla diky své tudajné schopnosti
podporovani imunitniho systému nazyvana také immuthiol. Jeho ucinnost byla
potvrzena 1 v klinickych studiich, ve kterych se jeho sodnéd stl ukdzala jako velmi

efektivni pfi zamezovani vzniku a progresi oportunnich infekei u HIV pacientt [150].
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Nicméné v nasledném rozsdhlém klinickém testu ditiocarb uplné propadl a zaroven
s poznanim, Ze se jeho pfiznivy U€inek na imunitni systém neukdzal byt pravdivym,
bylo o tohoto ptistupu 1écby infekce HIV upusténo. Je mozné, Ze za jeho neuspéchem
stalo nevhodné stravovani pacientl. Jak se pozdé&ji prokazalo, ditiocarb je nejucinné;jsi
v komplexech s médi nebo zinkem, a pfi nizké koncentraci téchto kovi v krvi pacientti

nemohl byt dostate¢né Gcinny [151].

V té dobé¢ se také rozsitovaly znalosti o protinadorovém ucinku dithicarbu. Bylo
prokézano, ze v kombinaci s cisplatinou umoctiuje jeji uc¢inek na rakovinné burky [152]
a Zze miZze inhibovat progresi nddoru mimo jiné diky antioxida¢nim ucinkim nebo
interakci s glutathionperoxiddzovym systémem [153]. Na zéklad¢ téchto poznatkii a
mylného predpokladu, Ze ditiocarb stimuluje imunitu, prob¢hl klinicky test druhé faze,
ve kterém se na 64 pacientkach trpicich pokrocilym stadiem rakoviny prsu zkousel efekt
adjuvantni imunoterapie reprezentované sodnou soli ditiocarbu (DDTC). V kontrolni
skupin¢ doslo k vice nez dvojnadsobnému poctu tmrti a relapsii nez ve skupiné uzivajici
DDTC. Ditiocarb m¢l také ptiznivy efekt na OS (Overall survival) a DFS (Disease free
survival). Autofi tyto velmi slibné vysledky ditiocarbu piipisovali jeho schopnosti
pozitivné modulovat imunitni systém, a spekulovali také o pfimém protinddorovém
ucinku [154]. Dnes jiz vime, ze disulfiram zasahuje do nespoctu bunéénych dé&ji,
znichz mnohé by mohly vysvétlovat jeho terapeuticky efekt. Disulfiram je silny
inhibitor NF-«xB, tlumi angiogenezi a tvorbu metastaz, umoznuje piekonani rezistence

na lé¢iva a v komplexu s médi inhibuje proteazom a zasahuje do UPS [145].

2.6.1 Inhibice NF-xB

Disulfiram i jeho redukovany metabolit diethyldithiokarbamat (DDTC) jsou
zndmymi inhibitory aktivace NF-kB. Casto pouZivanou a vysoce G&innou latkou pro
tento ucel je také ptibuzny pyrrolidindithiokarbamat (PDTC). K zamezeni aktivace NF-
kB dochazi pravdépodobné prostfednictvim inhibice degradace I-xB nebo diky
antioxida¢nim vlastnostem dithiokarbamatii [155]. Nicméné¢ inhibice NF-kB pomoci
DDTC a PDTC je dvoufizovd a zavisld na koncentraci. Pii piekroceni urcité
koncentrace prestavaji byt dithiokarbamdaty ucinné, pfestoze pii nizsi jsou aktivni. Za
timto neobvyklym mechanizmem ziejmé stoji jejich schopnost vazat Zn*" a zvySovat

mnozstvi téchto kationtd v burice, kterou ovSem pii vysSich koncentracich ztraceji
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[156]. Nemalé mnozstvi chemo- i radioterapeutik aktivuje NF-kB signalizaci, coz vede
ke sniZeni jejich 1é¢ebného tcinku, nebo dokonce az k vytvoreni rezistence. Soucasné
podavani inhibitorit NF-kB spolu s klasickymi chemoterapeutiky tak muize byt velmi
efektivni pfi pfekonavani rezistence a zvySeni citlivosti rakovinnych bunék [157-158].
Tento ptedpoklad byl potvrzen studii, ve které se in vitro prokazalo, ze disulfiramem
zprostiedkovana inhibice NF-xkB vedla ke zvySeni cytotoxicity 5-fluoruracilu proti
rakovinnym burikdm tlustého stfeva [159]. Podobné slibnych vysledkid se dosahlo pti
experimentu na rezistentnich bunéénych liniich rakoviny prsu a tlustého stfeva. Za
soucastné aplikace komplexu disulfiramu s mé&di a gemcitabimu (dFdC) doslo
k prekonani rezistence na dFdC a zvyseni cytotoxicity az 1000x [160]. Ze se muiZe
jednat o velmi nadéjny pfistup prekondvani rezistence u riznych pevnych nadort,
potvrdila 1 prace, ve které byl zaznamenan synergisticky cytotoxicky ucinek cysplatiny
a PDTC, inaktivace NF-kB signalizace a snizeni exprese proti-apoptotickych proteinti
Bcl-2 a Bel-xp u bunék rakoviny ledvin [161]. Jako GspéSna se ukazala také inhibice
NF-kB drahy pro navySeni citlivosti bunék vii¢i klasickym chemoterapeutikim u

rakoviny slinivky [162] a vaje¢nikii [163].

2.6.2 Inhibice mnohocetné 1ékové rezistence

Velmi vyznamnou ptekazkou stojici v cesté uspéSné chemoterapie je
mnohocetna 1ékova rezistence (MDR, multidrug resistance). Vedle genetickych a
epigenetickych zmén nastavajicich v rakovinnych burkéch, které ovliviiuji citlivost
bun¢k vici 1éku diky jeho pozménénému metabolismu, napt. aktivaci detoxikacniho
systému cytochromu P450, nebo vyhnuti se apoptdze, zodpovida za MDR zejména
piijem daného léCiva respektive jeho vyluCovani z buiiky [164]. Mezi dobfe znamé
proteiny, které zprostiedkovavaji transport Iéku do extracelularniho prostoru, patii ABC
transportéry (ATP-binding cassette), s jejichz zvySenou expresi se 1ze setkat u mnoha
rakovin. Nejvyznamngj$imi Cleny této rodiny transportérid jsou P-glykoprotein (PGP)
znamy také jako MDRI (multidrug resistance proteinl), dale MRP1 (Multidrug
resistance - associated proteinl) a MXR (Mitoxantrone - resistance protein) [165].
Prvnim a nejlépe poznanym je PGP. Obsahuje dvé intracelularni domény vazajici ATP
a dv¢ transmembranové domény skladajici se z nékolika (nejcastéji Sesti) a-helixd. Na
rozdil od mnoha bakterialnich transportérii (majicich na svédomi rezistenci vuci

nekterym antibiotikiim), které nejCastéji tvoii homodimery, jsou u PGP vSechny Ctyfi
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domény soucasti jediného polypeptidu a PGP je funkéni jako monomer [166]. Neni
ptekvapivé, ze inhibice téchto transportérii je velmi ldkavym pfistupem k prekonani
MDR a zefektivnéni chemoterapie. Nicmén¢ mnoho inhibitorti vykazuje silné vedlejsi
ucinky a toxicitu. Ukazuje se, Ze vhodnym inhibitorem by mohl byt disulfiram, ktery je
zéaroven velmi dobie tolerovan 1 pii vysokych koncentracich a dlouhodobém uzivani
[167]. Bylo prokazéano, Ze disulfiram inhibuje PGP jinym mechanizmem nez k tomu
vytvofena lé¢iva (jako napt. cyklosporin A, nebo valspodar). Disulfiram brani maturaci
PGP a posttranslacnim Upravam, coz snizuje jeho zakomponovani do plazmatické
membrany [168]. Navic disulfiram interaguje 1 se substratovym mistem vdazajicim
1é¢ivo a s ATP-vazajicim mistem, které inhibuje pomoci tvorby disulfidické vazby
mezi cysteinovymi reziduy. Tyto uc¢inky vykazuje u PGP a MRPI1, navic

v koncentracich, které jsou daleko pod limitem toxicity [169].

2.6.3 Inhibice tvorby metastazi a angiogenze

Disulfiram zarovenl vykazuje aktivitu i proti dal$im zisadnim fenoméniim
spojenych s pevnymi nadory: tvorbé metastdzi a angiogenezi. Schopnost nadoru
invadovat do okolnich tkani je zavisla na extracelularni matrix a enzymech, které jsou
schopny ji rozkladat - matrixovych metaloproteindzach (MM). Disulfiram inhibuje jak
aktivitu, tak expresi MM-2 a MM-9, coz bylo prokdzano na buiikdch osteosarkomu
[170], rakoviny plic a mocového méchyie, kde se zaroven prokazalo, Ze disulfiram
inhibuje 1 angiogenezi [171]. Pfi¢inou uc¢inku disulfiramu miize byt jeho inhibice
superoxid dismutdzy, kterd hraje dllezitou roli pfi formaci novych cév [172]. Dalsi
mozné vysvétleni pifinasi studie [173], kde byl pozorovan efekt PDTC na progresi
rakoviny prsu. Jak jiz bylo feCeno, disulfiram i dithiokarbamaty dokazou inhibovat
signalizaci NF-xB, ktery mino jiné zodpovida za expresi dilezitého ristového faktoru
angiogeneze VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor). Pii aplikaci PDTC tedy

doslo ke snizeni exprese VEGF, a tak k vyraznému utlumeni tvorby cév a rlistu nadoru.

2.6.4 Inhibice proteazomu
Nové svétlo do patrani po mechanizmu protirakovinného ucinku disulfiramu
piinesla skupina prof. Q. P. Doua z Detroitu, ktera prokazala, ze v komplexu s médi je

disulfiram u¢innym inhibitorem proteazomu [174]. Po poziti Antabusu v téle vznika
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diethyldithiokarbamat, ktery reaguje s médi v krevni plazmé za tvorby komplexu
Cu(EtDTC), (Obr. 7.). Pravé tento komplex se ukazal jako silny inhibitor 26S
proteazomu na rozdil od samotného dislufiramu, ktery ani pii relativné vysokych
koncentracich nebyl inhibice schopen. Protiriistové a apoptotické ucinky komplexu
Cu(EtDTC); jsou spojeny s jeho schopnosti bunécny 26S proteazom. Tyto ucinky byly
prokazany na bunécnych liniich a xenograftu odvozeného od rakoviny prsu [174]. V té
dobé uz bylo znamo, ze PDTC, je schopen s médi tvofit komplex Cu(PDTC),, ktery
vykazuje stejné schopnosti, jaké byly pozdéji zjistény u Cu(EtDTC),, tedy inhibovat
proteazom, bunécnou proliferaci a indukovat apoptéozu u linii rakoviny prsu [175] a
rakoviny prostaty [176]. Inhibi¢ni uinek na proteazom byl zjistén 1 u komplexu
Zn(PDTC),, po jehoz aplikaci doSlo k akumulaci proteinti s kratkou Zivotnosti, p21,
p53, tedy substrati proteazomu [177]. Komplexy s médi se ukézaly jako aktivngj$i nez
se zinkem vu¢i purifikovanému 20S 1 proti 26S proteazomu in vivo [178]. V mnoha
studiich zabyvajicich se aktivitou komplext ovSem nebyly pouzivany syntetické a
chemicky Ccisté latky, ale naopak smési dithiokarbamati a kationti kovl, coz
znesnadiiuje interpretaci vysledkli. Nejen méd'naté nebo zine¢naté, ale 1 komplexy
dithiokarbamati se zlatem se ukazaly jako velmi ucinné. Na né€kolika bunéénych liniich
karcinomu prsu vykazovaly protiriistovou aktivitu, stimulaci apoptdzy a inhibici 26S

proteazomu in vivo a také purifikovaného 20S [179].

o v lidském téle — 8
N— Se—n > 2 “‘N—o=c”
/ N / N O
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disulfiram (tetraethylthiuram disulfid) diethyldithiokarbamat (DDTC)
— ; s v pfitomnosti Cu?* —\ A A
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diethyldithiokarbamat (DDTC) bis-(diethyldithiokarbamat) médnaty komplex (Cu(EtDTC),)

Obr. 7. Schéma vzniku komplexu disulfiramu s médi v lidském téle.
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Jiz od samého pocatku vyzkumu dithiokarbamatt jako inhibitorG proteazomu se zdalo,
ze mechanismus jejich interakce s proteazomem je jiny nez u doposud jediného klinicky
uzivaného inhibitoru bortezomibu, ktery inhibuje katalytickou jednotku B5. Lovborg et
al. [180] prokazali, ze disulfiram ani PDTC nedokaZou inhibovat 20S proteazom,
dokonce ani po ptidani Cu>" nebo Zn*" kationti. Autofi zde spekulovali o moZnosti, Ze
disulfiram reaguje s regulacni podjednotkou 26S proteazomu. Je mozZné, ze za aktivitou
komplexu dithiokarbamatl s kovy stoji jejich schopnost inhibovat 19S regulacni ¢ast,
konkrétné¢ podjednotku vika Pohl (Rpnll), deubikvitindzu s JAMM doménou. Tato
hypotéza je zaloZena na pozorovani vlastnosti komplexti s kovy, UPS a JAMM
doménovych proteini [155]. Navic byla vyrazné podpotfena néslednou studii [181], ve
které byla prokazana riiznad schopnost Cu(EtDTC), a Zn(EtDTC), komplext inhibovat
chymotrypsinu podobnou aktivitu u purifikovaného 20S oproti 26S proteazomu
nachazejiciho se v buiikach. U obou komplexi byla tato aktivita viici 20S 1 pii vice nez
dvojnasobné koncentraci takika tfetinova v porovnani s efektem na 26S, jehoz soucasti
je 1 JAMM doménova Pohl. Pfesny mechanismus interakce komplexti dithiokarbamatt
a kovii s JAMM doménou by mohl byt podobny tomu, jaky byl pozorovan u
karboxypeptidazy A obsahujici doménu velmi podobnou JAMM, jez byla inhibovéana
Zn(OH)CI [181].

2.6.5 JAMM doména

Vedle toho, Ze je Pohl nezbytnd pro spravné slozeni 19S proteazomu, pro
stabilizaci vika a jeho asociaci s bazi 19S, je Pohl nepostradatelnd také pro katalyticky
ucinek proteazomu. Metaloizopeptidazova aktivita Pohl zprosttedkovava deubikvitinaci
substratu pted jeho vlastnim vstupem do 20S a naslednou degradaci [182]. Funk¢ni
JAMM motiv Pohl podjednotky je nezbytny pro spravnou funkci 26S proteazomu a
viabilitu bunék. Pfi jeho mutaci, nebo inhibici Pohl pomoci RNA interference (RNA1),
doslo k vyrazné redukci Zivotaschopnosti bun¢k. JAMM doména se tak jevi jako velmi
slibny cil v protinddorové terapii [183]. Navic inhibice Pohl diky RNAi vedla ke
drastickému snizeni proliferace bunék a aktivity proteazomu, coz ovSem nebylo
pozorovano pii inhibici zbylych dvou DUB (Uch37 a Uspl4), které jsou soucasti 26S
proteazomu [184]. Roli Pohl jakozto nadé€jného cile protirakovinné 1é€by podporuji i
vysledky studie [185], pfi niz RNAi Pohl vedla k vyraznému utlumeni proliferace,

zastaveni bunécného cyklu a navozeni senescence u Sirokého spektra bunéénych kultur

38



ruznych rakovin. Inhibice Pohl zptisobila snizeni hladiny cyklinit D1, Bl a CDKI a
naopak zvysila mnoZstvi p21, p27 a aktivitu pRb (Retinoblastoma protein), coz vedlo
k zastaveni bunécného cyklu v GO-G; bod¢. Toto pozorovani také podporuje hypotézu,
ze inhibice 19S regula¢ni ¢asti mize mit rozdilny Gc¢inek nez inhibice 20S katalytické
partikule, pfi které totiz dochdzi (at’ uz ptisobenim bortezomibu, nebo RNAi proti 5
podjednotce) k zastaveni bunééného cyklu v G,-M bodé. I diky mnoha riznym
neproteolytickym funkcim 19S nebo 20S proteazomu [186] muze jejich inhibice
ovlivilovat rozdilné proteiny, coZ miliZze mit zasadni vyznam na jejich terapeutickou
aktivitu [185]. Toto mize byt jednou z pfi¢in zifejmého rozdilu v uc¢innosti bortezomibu

a predpokladané ucinnosti disulfiramu vii¢i pevnym nadortm.

JAMM doména jakozto mozny cil komplext dithiokarbamata s kovy se ovSem
nenachazi pouze u Pohl ve viku proteazomu, ale je obsazena i v CSN5 (Jabl),
podjednotce komplexu zvaného COP-9 signalozom (CSN), jehoz struktura velmi
pfipomind viko proteazomu. CSN5 a Pohl si jsou velice podobné strukturou i
izopeptidazovou aktivitou, za kterou zodpovida pravé JAMM doména [187]. CSN je u
savcl spojena s mnoha zasadnimi procesy, jako je kontrola checkpointi a bunécného
cyklu, regulace signalizace a transkripce, nebo vyvoje. Nejvyznamngj$im
mechanizmem ucinku CSN je jeho interakce s UPS, pfedné regulaci rozséhlé rodiny
cullin-RING-E3 ubikvitin ligdz (CRL) [188]. CRL jsou z n¢kolika jednotek slozené E3
ligazy podilejici se na regulaci vyznamné ¢asti celého bunééného proteomu vcetné
mnoha tumorovych supresori nebo protoonkogenti. Jsou regulovany zejména
kovalentni modifikaci ubikvitinu podobnym proteinem NEDDS, ktery zvySuje
ubikvitinacni schopnost CRL. Naopak inhibice téchto E3 ligdz je umoZznéna odstépenim
NEDDS, tzv. deneddylaci, kterou zprostiedkovavda JAMM doména CSNS5 jednotky
COP-9 signalozomu [189]. Logicky se tedy ptedpokladalo, ze CSN je negativnim
regulatorem CRL a Ze jeho inhibice povede ke zvySeni aktivity E3 ligdz. Nicméné
experimentalni vysledky potvrdily pravy opak, tedy, Ze CSN je nutny pro aktivaci CRL
[190]. Moznym vysvétlenim tohoto paradoxu, by mohlo byt, Ze CSN hraje roli ve
skladani komplexu CRL [191]. CSN zasahuje do UPS také diky regulaci jiné ubikvitin
E3 ligazy, COP1 [188], ktera je dilezitym negativnim regulatorem p53 diky jeho piimé
ubikvitinaci [192]. Tumorovy supresor p53 se vedle toho miize vazat s CNS5 jednotkou
COP-9 signalozomu, coz vede k jeho fosforylaci, ktera umozni naslednou ubikvitinaci a

degradaci v proteazomu [193]. Dal§im dulezitym proteinem kontrolujicim bunécény
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cyklus, ktery je rovnéz negativné regulovan CSNS, je p27 [194]. CSNS5 (ale i jiné
jednotky COP-9 signalozomu) indukuje jaderny export p27 do cytoplazmy, ¢imz
zamezuje jeho akumulaci v jadfe a zastaveni bunécného cyklu, popiipadé¢ umoziuje
jeho degradaci [195]. I diky vySe zminénym funkcim je CSN dilezZity pro mnoho
pochodti uzce spojenych se vznikem a progresi rakoviny. Zejména CNS5 muize slouzit
jako prognosticky faktor u mnoha malignich onemocnéni a jeho vyrazna amplifikace je
pfiznacna pro hepatocelularni karcinom [196]. Jako G¢inna se ukdzala inhibice CSNS5
pomoci RNAI, ktera vedla k zamezeni proliferace a indukce apoptdzy u bunécnych linii
nadoru pankreatu [197]. Zarovenn bylo prokazano, Ze amplifikace a izopeptidazova
aktivita CSNS5 jsou nutné pro transformaci a progresi u rakoviny prsu [198]. Tyto
poznatky svéd¢i o tom, Zze COP-9 signalozom, ale zejména JAMM doména CSNS5
jednotky, by mohly byt velmi nadéjnymi a efektivnimi terapeutickymi cily.

2.6.6 Aktivita disulfiramu in vivo

Protinadorova aktivita Antabusu, nebo jeho komplext s kovy, jiz byla prokazana
u n&kolika onkologickych onemocnéni. Uéinek proti rakoving prsu potvrzuje jiz difve
zminéné [149] pozorovani doktora Lewisona, uspésnd druha faze klinickych testl [154]
a experimenty, které provedl prof. Dou se svou skupinou [174-175, 181]. Disulfiram
aplikovany s kovy (Cu*", Zn*") také inhibuje proliferaci bungk melanomu, tlumi
angiogenezi u modelll mysich xenografti a zejména se ukazal byt vyjimecné aktivnim
proti metastazim u jedné pacientky s velmi pokrocilym stddiem onemocnéni. V témet
beznadéjném stavu ji zacal byt podavan Antabus a glukonat zineCnaty, coz vedlo
k takika zazracné stabilizaci onemocnéni a vymizeni metastazi v nasledujicich tfech
mésicich [199]. Disulfiram by také mohl byt efektivnim lékem proti rakoviné prostaty
[200]. Ptestoze v databazi MEDLINE neni pravdépodobné zaznam o pifimém efektu
Antabusu na rakovinu zaludku, prace [201] dokazujici, ze PDTC inhibuje NF-xB a
proliferaci u bunéénych linii rakoviny zaludku, naznacuje, Ze by mohl byt uéinny. Na
zakladé¢ téchto velmi nadéjnych vysledkl byly zahajeny tii klinické testy Antabusu vici
rakovinam, které lze nalézt na strankdch amerického NCI (National Cancer Institute)
[202]. Testuje se ucinek samotného disulfiramu na rakovinu prostaty, kombinace
disulfiramu s oxidem arzenitym proti melanomu a podavani disulfiramu a glukonatu
médnatého u pacientli s primarnimi i1 sekundarnimi nadory jater. Zavadéni Antabusu do

1ékarské praxe jakozto perspektivniho léku proti pevnym nadorovym onemocnénim s
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sebou piindsi nové vyhody, ale zaroven také mozné piekazky. Nicméné Antabus by se

mohl stat prvnim neziskovym lékem pouzivanym k 1é¢bé rakoviny [203-204].

2.7 Antabus jako neziskovy lék

Vyznamné pokroky v chapani molekularni podstaty onemocnéni s sebou pfiinesly
také nové nadéjné 1écebné piistupy a terapeutické cile. Nicméné 1 pies neustale rostouci
snahu a finan¢ni podporu vyzkumu a vyvoje (R&D, research and development) novych
1€k, nedochézi ke zrychleni bolestné pomalého a neefektivniho zavadéni 1ékid do praxe.
Jednou z pfi¢in tohoto neuspokojivého stavu miize byt vedle rostoucich pozadavkd a
snizenou pravdépodobnosti na uspéch [205]. Prestoze ro¢ni investice do R&D
nepfietrzité stoupaji a v roce 2008 dosdhly zavratnych 50 mld. USD, nepromitla se tato
finan¢ni ani technologickd podpora do zvySené produktivity, a mnozstvi ro¢né
schvalenych 1€kt je stejné jako pted pul stoletim. Navic naklady na zavedeni jednoho
Iéku na trh stoupaji logaritmickou fadou s ro€nim pfirlistkem asi 13,4% a dnes se
odhaduji na vice nez 1 mld. USD [206]. V roce 2010 bylo FDA schvaleno 21 novych
1€kti, coz je mirny podprimér. Pouze dva z téchto nové zavedenych 1€kt jsou urceny
proti rakovinnym onemocnénim [207]. Sance protinddorovych 1éki na wsp&sné
schvaleni se odhaduje pouze na 10% a vysoké mnozstvi nezdarenych klinickych testl
zejména druhé a tieti faze stoji za enormnimi naklady, které vyusti ve velmi vysokou
cenu na trh uvedenych 1é¢iv [208]. Nejvyssi pravdépodobnost nezdaru je ptiznacné pro
druhou fazi, kde byla mezi lety 2008-2010 az 82%, pticemz hlavnim diivodem byla
nizka efektivita Iéku [209]. U tieti faze jsou pravdépodobnosti neuspéchu mnohem
kterymi stoji vedle slabé ucinnosti také nezadouci vedlejsi ucinky [210]. Nezdary
klinickych testli a zejména jejich Casova a finan¢ni naro¢nost jsou jednémi z hlavnich
pricin bolestné nizké produktivity R&D, a proto by moznym feSenim tohoto problému
mohlo byt zavedeni nového konceptu klinickych testli, jenz by byl vice pfizplisobivy,
flexibilni, zaloZeny na modelech a simulacich, umoziiujici vhodné;jsi skladbu pacientt
diky biomarkertim a myslence personalizované mediciny a maximalni vyuziti nabytych

informaci [211].
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Dal$im velmi nadéjnym pfistupem k piekonani enormni finan¢ni a casové
narocnosti nutné k zavedeni 1éCiva na trh, kterd mnohdy $plhé az k 15 letGm, je hledani
nového vyuZiti pro jiZ pouZivané, nebo naopak opusténé léky. Diky znadmé
farmakokinetice 1é¢iva, vhodnému davkovani a ovéfenym vedlej§im uCinkim muze
nasazeni starého 1éku proti jiné nemoci uSetfit vyznamnou ¢ast finan¢nich a ¢asovych
nakladii, které by byly nutné pro vyvoj zcela nového 1éCiva [212]. Neocekavané
pozitivni vedlej$i u€inky mohou byt objeveny uz ve fazi klinickych testd, nebo aZ po
nékolika desitkach let jeho uzivani. Zndmym piikladem je thalidomid, ktery byl
pivodné urcen k 1é€bé ranni nevolnosti t€hotnych Zen, ale diky zdvaznym vedlejSim
ucinkim na plod byl stdhnut z prodeje. Témért po Ctyticeti letech byla ndhodou objevena
jeho aktivita proti nékterym komplikacim spojenych s malomocenstvim, a pro tyto
ucely byl také schvalen FDA. Nyni se zase ukazuje, Ze by mohl byt velmi u¢innym pfi
1é¢bé nekterych onkologickych onemocnéni, zvlasté mnohocetného myelomu [212].
K ptfinosnému vyuziti potencidlu, jenz se ukryva ve starSich lécich, bude nutné zavedeni
systematického pfistupu, ktery by mohl byt zalozen na dostupné databdzi vSech 1¢kii a
znamych informacich o nich [213]. Zatimco ucelem klasické farmakovigilance je
sledovani nezadoucich vedlejsich tc¢inkli, novy model navrhuje, aby se zaméfila také na
piipadné pozitivni aktivity 1€k, informace o nichZz by mohly byt efektivné rozsifovany
diky rozvijejicim se informac¢nim technologiim. Prospésné vedlejsi ucinky by mély byt
objasnény nalezenim konkrétniho cile a drahy, ktera je 1ékem ovlivnéna [212]. Jak se
ukazuje, navzdory tomu, ze jsou léky vyvijeny jako selektivni, mohou mit v burice vice
rtiznych cili (jak to bylo mimo jiné nedavno prokazano u bortezomibu [214]). Mohou
tedy mit mimo ,,on-label” u¢inku (tedy tc¢inku, kvili kterému byl 1€k schvélen) i tzv.
,,off-label* ucinek, ktery stoji za vedlejSim pozitivnim ucinkem. Tato vlastnost mtiize
vysvétlovat negativni 1 pozitivni vedlejsi efekty 1é¢iva, nebo dokonce muze stat za jeho
on-label u¢inkem [215]. Koncept nového vyuziti zabéhlych 1ékl ziskava stale Sirsi
podporu i u NIH (National Institutes of Health) a FDA [216], coz potvrzuji i feditel NIH
Francis S. Collins, ktery hodla zalozit v ramci NIH ustav pro transla¢ni medicinu, jehoz
naplni by mélo byt objevovani off-label uc¢inku starych 1éki [217].

Hleddni dalSiho vyuziti pro jiz znamé léky miize byt velmi dilezité a plodné
zvlasté pro opomijend a méné Castd onemocnéni, nebo nemoci typické pro treti svét

[213]. Prestoze je infekce H. pylori klasifikovana jako karcinogen prvni tiidy a je velmi

uzce spojena s nekolika zavaznymi onemocnénimi veetné rakoviny zaludku, je mnoha

42



vladnimi i soukromymi spole¢nostmi pomérné zanedbavana a opomijena. Obdobna je
za 800 tisici umrtimi ro¢né [1]. Navzdory tomu, Ze ma na svédomi mnohem vice Zivotil
neZ napi. rakovina prsu nebo prostaty, jsou investice na vyzkum této rakoviny
z rozpoctu NCI (National Cancer Instute) Sedesatkrat respektive tiicetkrat mensi nez
investice do rakoviny prsu nebo prostaty [218]. Neni piekvapivé, ze velké
farmaceutické firmy nemaji pfili§ velky z4jem investovat nemalé ¢astky do vyvoje 1é¢iv
proti t€m nemocim, které nejsou finanéné lukrativni, a nebot’ jsou pfiznacné zejména
pro tfeti svét, neskytaji potencialni nadé€ji na vraceni naklada a zisk. Pii feSeni tohoto
vyznamného problému by mohly hrat dilezitou roli neziskové soukromé nebo vladni
organizace [219]. Jako vyznamna se také ukazuje rostouci spoluprace mezi soukromymi
a vefejnymi spolecnostmi [220]. Zéasadni uloha neziskovych a charitativnich nebo
vladnich organizaci pii R&D by mohla byt ve financovéani nakladnych druhych a tfetich
fazi klinickych testi nezbytnych pro zavedeni jiz uzivaného 1éCiva proti jinému
onemocnéni. Cena takto vyvinutého léku by mohla byt velmi nizk4d a vSem dostupna.
Prvnim piikladem takového neziskového 1éku proti rakoviné by mohl byt Antabus,
ptvodné protialkoholicky 1€k, ktery vykazuje pozoruhodnou aktivitu vici pevnym
nadortim [203-204] (ostatn¢ vSechny tfi doposud probihajici klinické testy Antabusu
proti rakovindm sponzoruji univerzity: University of California, Johns Hopkins
University a University of Utah [221]). Ndazornym piikladem takovéto iniciativy miize
byt spole¢nost GlobalCures, kterou zalozil profesor z Harward School of Medicine
Vikas P. Sukhatme a jeho Zena Vidula V. Sukhatme. Tato neziskova organizace si klade
za cil nalézt nejvhodnéjsi terapii proti onkologickym onemocnénim a sponzorovani
klinickych testi nadéjnych a védecky podloZenych, avSak nepatentovatelnych nebo
komer¢né nezajimavych 1éka, jejichz financovani a vyvoj farmaceutickymi firmami je

velmi nepravdépodobny [222].

S vyjimkou Japonska jsou rakovinou Zaludku postizeny zejména rozvojové staty
se dvéma tietinami viech piipadd, pficemZ jen v Cing je celych 42% celosvétového
vyskytu této nemoci. Vedle Jihovychodni Asie je rakovina zaludku velmi rozsifend také
ve Stfedni a Jizni Americe, stfedni Africe a Vychodni Evropé [1]. Navic v téchto
statech, kde prevalence infekce H. pylori dosahuje 70-95%, je 1écba této infekce znacné
nedspésnd, zejména diky silnému vyskytu rezistentnich kment bakterii. Po prvnim

vyléceni také Casto dochazi k navratu infekce, k ¢emuz napt. v Peru dochézi az u 73%
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pripada [218]. Z vySe uvedeného vyplyva, Ze nové, ucinné a cenové dostupné 1éky jsou
nutné piedné pro staty tfetiho svéta, aby dokdzaly celit hrozbé rakoviny zaludku, ktera
se dle odhadi WHO (World Health Organization) [223] miiZe zafadit do dvaceti let

mezi 10 celosvétove nejcastéjSich piicin smrti.

Pro tspéch Antabusu a jeho zavedeni jako neziskového 1éku proti rakovindm bude
nezbytnd Sir§i védecka 1 spoleCenskd podpora. Je nutné, aby vyznamné zdravotnické
organizace jako je WHO nebo UICC (Union for International Cancer Control)
podporovaly aktivity, které piindsi GlobalCures, stejné jako je dllezitd zména
celospolecenského smysleni a odklon od zavedeného R&D, ktery se ukazuje jako

bolestné neefektivni [224].
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3 CIiL PRACE

Bakalarskd prace se snazi pojmout teoretické znalosti o rakovin¢ Zaludku,
ubikvitin- proteazomovém systému a jeho roli pii rakoving, ¢i jeji 1€cbe€, az po
problematiku vyvoje novych lé¢iv, nebo naopak znovuobjevovani téch starSich. Na
zaklade¢ téchto znalosti pak v experimentdlni ¢asti ovéfit toxicitu latek zasahujicich do
ubikvitin-proteazomového systému, tedy bortezomibu a komplexu disulfiramu s médi,

vici bunééné linii odvozené od rakoviny Zaludku.

45



4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Bunééna kultura

Pro zji8téni cytotoxicity zkoumanych latek byla pouZita bunééné linie odvozena
od rakoviny Zaludku OACP4 C pofizend od Health Protection Agency Culture
Collection [225]. Tato adherentni linie byla ziskdana od 55letého bélocha s nddorem

v kardialni ¢asti zaludku.

4.2 Chemikalie

Bortezomib, Millenium Pharmaceuticals

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

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

Triton-X 100, 37240, Serva

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

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

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

L-glutamin, G63921-VL, Sigma-Aldrich
MEM Non-essential Amino Acid Solution (100x), M7145-100ML, Sigma-Aldrich
Trypanova modi, T6146-256, Sigma-Aldrich

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

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

PBS (Phosphate buffered saline) 1x (pH 7,4) NaCl 4g, KCI 0,1g, Na2HPO4x12 H20
1,605g, KH2PO4 0,01g

MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid), Sigma-Aldrich
MTT roztok: 3 mg MTT/ml PBS
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MTT rozpoustéci roztok: DMSO/ 1% NH3
deionizovana voda (pomoci pfistroje Aqua osmotic)

dezinfekce Izorapid

4.3 Pristrojové vybaveni

Autoklav PS20A Chirana, CR

Box sktiflovy mrazici (-80) SAN Sanyo, Japonsko
Inkubator Contherm, Novy zeland

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 uM, 0,5-10 pM, 2-20 uM, 10-100 uM, 50-200 uM, 100-1000 uM)
Eppendorf

Pipeta multi-kanéalova (30-300 uM), biohit Proline plus
Pfistroj na vyrobu deionizované vody, Aqua osmotic, CR
Viahy Kern ABS 80-4, Némecko

pH metr PL600RK, G.O.N Electronic

Centrifuga Mini Labnet International, USA

Tiepacka reax Top Heidolf, Némecko

Mikroskop a kamera

Membranova vyvéva, KNF lab, Francie

4.4 Material

1,5ml mikrozkumavky (Tubes for you)

0,5ml mikrozkumavky (Tubes for you)

2 ml mikrozkumavky (Tubes for you)

Kultivaéni desticky 96 jamkové (Orange Scientific)

Kultivaéni desticky 6 jamkové (Orange Scientific)
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Kultiva¢ni lahev 25 cm,filter cap (Orange Scientific)
Kultivaéni lahev 75 cm,filter cap (Orange Scientific)
Kultivaéni lahev 150 cm,filter cap (Orange Scientific)

50ml centrifuga¢ni zkumavky, konické (Orange Scientific)
15ml centrifugaéni zkumavky, konické (Orange Scientific)
Stiikacka plastova z PP pro jednordzové pouziti 2ml (Chirana)
Stiikacka plastova z PP pro jednordazové pouziti 20ml (Chirana)
Immobilon®-P Polyvinylidene Difluoride membranes (Millipore)
epTIPS 50 - 1 000 pl, 2 x 500 spicek (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 OACP4 C

Bunécéna linie byla kultivovana v 75 ml kultivaénich naddobach umisténych
v inkubatoru pii 37°C a 5% koncentraci CO,. Bylo pouZito kultivaéni médium RPMI
1640 s ptidanymi roztoky do vysledné koncentrace 10% FBS, 1% L-glutamin, 1%
Penicilin/Streptomycin, 1% esencidlni aminokyseliny. Pii experimentech bylo s linii

zachazeno ve sterilnich podminkach laminarniho boxu.

4.6 Pasazovani a pocitani bunék

Z kultivacni 1ahve bylo odsato staré médium a lahev byla promyta 5 ml PBS 1x,
které bylo opét odsato, a nasledné byly buiiky inkubovany 2 minuty s 1 ml trypsinu pfi
37°C. Trypsinizace byla zkontrolovana mikroskopicky. K bunikdm bylo pfidano 9 ml
média a vSechen obsah byl ptepipetovan do 50 ml zkumavky. Bunécné suspenze mohla
byt nasledné pouzita pro experimenty, poc¢itani bunék, jejich opétovnou kultivaci nebo
zamrazeni. Buiiky byly pasdzovéany pii dosaZeni asi 80% konfluence, tedy asi dvakrat

tydné.
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Pro pocitani bunék bylo odebrano 10 pl ze suspenze a pfiddno k nim 90 pl
trypanové modii. Po dasledném promichani bylo naneseno po 5 pl na Biirkerovu
komtrku a spocitano pod mikroskopem. Byl zaznamenan pocet bunc¢k ve ctvercich
ohrani¢enych dvéma ¢arami pro deset opakovani, z nichZ byl vypocitan primér. Ten byl

vynasoben 10° a vysledné &islo udavalo podet bunék na 1 ml suspenze.

4.7 Rozmrazovani a zamrazovani bunék

Pro rozmrazeni bunék bylo k obsahu kryozkumavky postupné pfidavano po 1 ml
média a vznikld smés byla pfepipetovana do malé 25 ml kultivaéni nadoby. Dalsi den

bylo buiikdm vyménéno médium.

Pii zamrazovani byly buiky nejdiive zcentrifugovany (15000 rpm, 3 minuty),
bylo odsiato médium a pelet resuspendovan roztokem FBS/DMSO (9:1) na
pozadovanou koncentraci (2 miliony bunék na 1 ml) a 1 ml smési byl napipetovan do

kryozkumavky, kterd byl nasledné uskladnéna v mrazaku (-80°C).

4.8 Urceni vlivu zkoumanych latek na viabilitu bunék

Pro zjisténi vlivu testovanych latek, tzn. bortezomibu, Cu(EtDTC), komplexu,
diethyldithiokarbamatu a chloridu méd’natého, na Zivotnost a d€leni bunék bylo uzito
MTT testu. Tato metoda je zaloZena na redukci MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl1]-2,5-
difenyl tetrazolium bromid) na barevny formazan. Reakce je katalyzovana
dehydrogenazovym systémem mitochondrii, a probihd tedy pouze v zivych buikach.
Mnozstvi barevného produktu formazanu je tudiz pfimo umeérna viabilit¢ bun¢k a jejich

poctu. Vysledny formazan je rozpustén a stanoven spektrofotometricky [226].

Sledované latky byly rozpusttny v DMSO (v pfipad¢ bortezomibu a
Cu(EtDTC);), nebo v deionizované vod¢ (diethyldithiokarbamat sodny trihydrat,
chlorid médnaty) a pridiny do média v pozadované koncentraci (Ctyfi rdzné
koncentrace pro kazdou latku). V dasledku nestability Cu(EtDTC), komplexu byl pied
kazdym experimentem pfipraven cerstvy zasobni rozok. 200 pl bunécné suspenze bylo

naneseno na 96 jamkovou desticku v poétu asi 25000 buné€k na jamku, pro kazdou
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koncentraci latky vzdy v tripletu. Druhy den byla mikroskopicky zkontrolovana
rovnomeérnost vysevu bunék a v novém médiu byly aplikovany testované latky. Jako
pozitivni kontrola byl pouZit roztok Tritonu (630 pl média a 70 pl 20% Triton-X 100) a
pro kontrolu vlivu rozpoustédla roztok DMSO 1:1000 nebo deionizované vody o stejné
koncetraci. Buiiky byly se zkoumanymi latkami inkubovéany 24 hodin. Po uplynulé dobé¢
bylo z desticky vyklepnuto médium, promyto 100 pul PBS 1x a opét vyklepnuto. Do
kazdé jamky bylo poté napipetovano 100 pl média s 10x zfedénym roztokem MTT
(3mg/ml) a desticka byla hodinu inkubovéana pti 37°C. Roztok byl poté opét vyklepnut a
vzniklé fialové krystalky formazanu byly rozpustény ve 100 pul 1% roztoku NHj;
v DMSO. Po rozpusténi byla zméfena absorbance pii vinové délce 570 nm. Viabilita
bun¢k byla pocitdna vzhledem ke kontrole (vlivu ruzpostédla, tedy DMSO nebo

deionizované vodg).

Pro zjisténi vlivu zkoumanych latek na morfologii bun¢k byla OACP4C linie
kultivovana na 6 jamkové desti¢ce (120 tisic bun¢k na jamku) po 24 hodin s latkami o
koncentraci odpovidajici jejich ICso. Jako negativni kontrola byly pozity burnky
kultivované v samotném médiu. Poté byly buiiky proplachnuty 1x PBS a vyfoceny

v mikroskopu s kamerou.

4.9 Zpracovani vysledki

Kazdy MTT test byl proveden ve tiech nezavislych opakovanich. U jednotlivych
latek byla pro kazdé¢ opakovani vypoctena hodnota ICsy, pomoci linearni regrese a
z vysledkli byl vypocten aritmeticky primér a smérodatnd odchylka programem MS

Office Excel. Pomoci téhoz programu byly vysledky zpracovany graficky.

4.10 Tvorba obrazku

Obrazky, grafy a chemické vzorce byly vytvofeny za pouziti programli MS

Office, CorelDraw 09 a ChemDraw 12.
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5 VYSLEDKY

5.1 Urceni vlivu zkoumanych latek na viabilitu bunék

Pro zjisténi cytotoxicity testovanych latek viici bunécné liniit OACP4 C odvozené
od rakoviny Zaludku byly buiky vystaveny latkdm vzdy po 24 hodin. Vliv latek na
viabilitu bunék byl zjiStén pomoci MTT testu zaloZzeném na jeho redukci na barevny
formazan, ktery byl nasledn¢ stanoven spektrofotometricky pii vinové délce 570 nm.
Pro kazdou latku byl vybran rozsah Ctyt koncentraci. Pokusy byly provedeny ve tfech
nezavislych opakovanich, pro kazdou koncentraci latky v tripletu, z né¢hoz byl vypocitan
aritmeticky primér. Jako negativni kontrola (100% viabilita) byly pouzity buiky
vystavené pusobeni rozpoustédla o koncentraci 1%0 DMSO nebo deionizované vody.
Z vysledkl kazdého opakovani byly vypocteny hodnoty viability pfi dané koncentraci a
hodnota ICsg, tedy koncentrace latky, pii které pieZivalo 50% bunck. Z téchto hodnot

byl nasledné vypocitan aritmeticky primér a smérodatna odchylka (SD).

5.1.1 Urd¢eni vlivu bortezomibu na viabilitu bunék

Pro zjisténi zdali je bunécnd linie OACP4 C citlivd vici inhibici 20S
proteazomu, byly buriky vystaveny bortezomibu. Jeho roztok byl ziedén v DMSO na
pozadované koncentrace. Vysledky experimentli jsou shrnuty v tabulce (Tab. 1.).
Z grafu je patrné, Ze bortezomib je silné toxicky jiz pii nanomolarnich koncentracich

(Obr. 8.), s hodnotou ICsy = 0,78 umol/I (Tab. 5.).

Tab. 1. Vliv bortezomibu na viabilitu bunék.

koncentrace viabilita bunék [%]

[umol/I] 1. opakovani 2. opakovani 3. opakovani primér  SD

0.001 113.9 137.7 98.9 116.8 16.0
0.01 120.2 108.2 92.7 107.0 11.2
0.1 62.1 46.3 46.4 51.6 7.4
1 46.1 33.1 43.0 40.7 5.5

(SD = smérodatna odchylka)
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5.1.2 Ur¢eni vlivu Cu(EtDTC); komplexu na viabilitu bunék

Obr. 8. Vliv bortezomibu na viabilitu bun€k (zndzornén pramér +/- SD).

Ptipadna toxicita komplexu disulfiramu s médi vii¢i bunééné linii odvozené od

rakoviny Zaludku byla testovana syntetickym Cu(EtDTC), komplexem rozpusténym do

pozadovanych koncentraci v DMSO. Z divodi pripadné nestability komplexu v roztoku

byl k experimentim pouzit vzdy Cerstvé pfipraveny zasobni roztok. Vysledky jsou

uvedeny v tabulce (Tab. 2.).

Tab. 2. Vliv Cu(EtDTC), komplexu na viabilitu bunék.

koncentrace viabilita bunék [%]

[umol/1] 1. opakovani 2. opakovani 3. opakovani primér  SD
0.01 84.4 125.6 120.9 110.3 18.4
0.1 72.3 112.3 125.5 103.3 22.6
0.5 33.7 10.1 11.4 18.4 10.8
1 42.9 12.0 15.6 23.5 13.8

(SD = smérodatnéa odchylka)

Z grafu (Obr. 9.) Ize vycist, ze zatimco velmi nizké koncentrace (0,01 umol/l a 0,1

pmol/l) Cu(EtDTC), komplexu nemaji na viabilitu bun¢k vyraznéjsi vliv, relativné

vyssi koncentrace (0,5 umol/l a 1 pmol/l) jsou pro OACP4 C buiiky velmi toxické,

s hodnotou ICsyp = 0,55 umol/l, tedy dokonce jesté nizsi nez u bortezomibu (Tab. 5.).
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Obr. 9. Vliv Cu(EtDTC), komplexu na viabilitu bun¢€k (zndzornén primér +/- SD).

5.1.3 Uré¢eni vlivu DDTC na viabilitu bunék

Pro srovnani byla také zjiSténa toxicita samotného DDTC. Sodn4 stil trihydratu

diethyldithiokarbamatu byla rozpusténa a ziedéna na pozadované koncentrace

v deionizované vod¢. K poklesu viability bun€k dochéazelo az pii pouziti koncentraci

DDTC o nékolik tada vyssich nez v ptipadé¢ Cu(EtDTC), komplexu (Tab. 3.). I ptes

vystaveni bun¢k relativné vysokym koncentracim DDTC (100 pmol/l) nedoslo k tak

vyraznému snizeni jejich viability, jaké bylo pozorovano u Cu(EtDTC), (Obr. 10.).
Hodnota ICsy byla uréena na 60,5 pmol/l (Tab. 5.).

Tab. 3. Vliv DDTC na viabilitu bunék.

koncentrace viabilita bunék [%]

[umol/1] 1. opakovani 2. opakovani 3. opakovani primér  SD

10 68.8 100.8 61.0 76.9 17.2
25 62.7 44.0 74.7 60.5 12.6
50 48.3 35.2 55.1 46.2 8.3

100 46.7 31.9 28.1 35.6 8.0

(SD = smérodatna odchylka)
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Obr. 10. Vliv DDTC na viabilitu bun€k (znazornén prumér +/- SD).

5.1.4 Uré¢eni vlivu CuCl, na viabilitu bunék

Rovnéz pro kontrolu byla ovéfena toxicita méd’natych iontd. Chlorid méd’naty

dihydrat byl rozpustén a zfedén v deionizované vodé na pozadované koncentrace. Ke

snizeni viability bun¢k dochazelo az pfi velmi vysokych koncentracich (Tab. 4.). Pii

vystaveni bun¢k maximalni koncentraci (600 pmol/l) bylo mozno pozorovat vyrazny

pokles viability srovnatelny s Cu(EtDTC), (Obr. 11.). Hodnota ICsy byla urcena na

387,14 umol/l (Tab. 5.).

Tab. 4. Vliv CuCl, na viabilitu bunék.

koncentrace viabilita bunék [%]

[umol/1] 1. opakovani 2. opakovani 3. opakovaéni primér  SD

100 933 934 119.6 102.1 12.3
200 71.2 96.9 87.8 85.3 10.6
400 60.4 41.7 35.0 45.7 10.7
600 15.6 13.6 4.9 11.4 4.6

(SD = smérodatna odchylka)
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Obr. 11. Vliv CuCl, na viabilitu bunék (znadzornén pramér +/- SD).

5.1.5 Urc¢eni hodnot ICsy pro zkoumané litky

Z kazdého opakovani experimentu byla zjisténa hodnota ICsy pomoci linearni

regrese. Z téchto hodnot byl vypocten aritmeticky primér a smérodatna odchylka (Tab.

5.). Z grafického znazornéni (Obr. 12.) je patrné, ze se hodnoty ICsy vyrazné lisily,

dokonce vramci nékolika tadd. Velmi nizkym ICsy se vyznacuji oba inhibitory

proteazomu, Cu(EtDTC), komplex a bortezomib, naopak o dva, respektive o tii fady

vys$i je hodnota ICsy pro DDTC a CuCls,.

Tab. 5. Hodnoty ICs) pro zkoumané latky.

hodnota ICs, [umol/I]

latka 1. opakovani 2. opakovani 3. opakovani pramér SD

Bortezomib 0.87 0.70 0.76 0.78 0.08
Cu(EtDTC), 0.59 0.52 0.55 0.55 0.03
DDTC 73.50 51.30 56.80 60.50 11.50
CuCl, 395.91 389.04 376.48 387.14 9.85

(SD = smérodatné odchylka)
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Obr. 12. Srovnani hodnot ICsy zkoumanych latek.

Po zjisténi hodnot ICsy byly buiiky kultivovany 24 hodin s testovanymi latkami o
koncentraci rovné ICsy, aby mohla byt zachycena jejich morfologie (Obr. 13.). Je
patrné, Ze latky vyrazné snizily pocet a hustotu bun¢k a zptsobily vyrazné morfologické

zmény. Jako kontrola byly pouzity bunky kultivované v samotném médiu.
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Obr. 13. Morfologie OACP4 C bun¢k po 24 hodinové kultivaci s testovanymi latkami o
koncentraci rovné ICs. (ZvétSeni: 10x10)
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6 DISKUZE

Cilem experimentalni Casti prace bylo ovéfit toxicitu testovanych latek viici
OACP4 C bunééné linii odvozené od rakoviny Zaludku a ucinky jednotlivych latek
vzajemné srovnat. Z namétenych hodnot ICsy pro inhibitory proteazomu, bortezomib a
komplex disulfiramu s médi (Cu(EtDTC),), je patrné, Ze se inhibice proteazomu

ukazuje jako velmi efektivni, minimalné v in vitro podminkéch tohoto experimentu.

Pro srovnani s Cu(EtDTC), komplexem byla vrdmci experimentdlni prace
zjiStovana také toxicita diethyldithiokarbaméatu (DDTC) a médnatych iontd (tedy
CuCl,). V ptipad¢ DDTC byla hodnota ICsy urcena na koncentraci 60,5 pmol/l
(Tab. 5.). DDTC je latka velmi reaktivni, u které bylo pozorovano mnoho raznych cilt
v buiice, s nimiz je schopen interagovat [155]. I proto je velmi obtizné se bez dalSich
experimentll pfesnéji zabyvat moznymi mechanismy, které vedly ke sniZeni viability
bunék. Dokonce je mozné, ze za toxicitu byl alesponl ¢astecné odpovédny Cu(EtDTC),
komplex, ktery vznikal pii reakci DDTC s médi v médiu ¢i bunikach. V ptipadé CuCl,
byla hodnota ICsy nejvyssi, 387,14 umol/l (Tab. 5.), a jist¢€ je na misté pochyba, Ze by se
v piipadé Cu" jontd jednalo o selektivni aktivitu pouze vi&i transformovanym buiikam.
Naopak o médi je velmi dobfe znamo, ze plisobi spiSe pozitivné na rozvoj nadoru,

Mrwe

. . , . , + .
oxidativnim stresem indukovanym Cu®" ionty.

Doposud jediny klinicky pouzivany 1ék zasahujici UPS, bortezomib, vykazuje
ucinnost proti celé fad¢ rakovinnych bunéénych linii, coz bylo potvrzeno i v této praci
s linii OACP4 C. Bortezomib je siln¢ toxicky jiz v nanomolarnich koncentracich (Obr.
8.) a hodnota ICsy byla urena na 0,78 umol/l (Tab. 5.). Tato hodnota koreluje s jinymi
publikovanymi 1udaji, ve kterych byl studovdn vliv bortezomibu na né¢kolik linii
odvozenych od rakoviny zaludku (SNU638, MUGC3, NKN28) s ICsp ~ 0,2 umol/I pro
vSechny tfi bunééné linie [46]. Aplikace bortezomibu také vedla k akumulaci inhibitoru
bunécného cyklu proteinu p27 a pro-apoptického proteinu Bax [46]. Relativné vyssi
hodnoty ICsy pro bortezomib uvadi studie [45] s bunécnymi liniemi AZ521, MKN45 a
NUGC3 odvozenymi taktéz od rakoviny zaludku, pro néz ICsy dosahovala hodnot 1,29
pmol/l, 9,44 pumol/l a 8,63 umol/l. Tyto rozdily mohou byt vysvétleny pomérné
vyraznou odliSnosti jednotlivych bunéénych linii. Bortezomib také snizoval aktivitu

jaderného faktoru kB (NF-kB), ktery je uzce spojen s progresi rakoviny Zaludku [45].
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Prestoze na zaklad¢ experimentii provedenych v této bakalarské praci nelze tvrdit, zda
je za sniZeni viability bun¢k zodpovédna apoptéza nebo nekroza, je mozno usuzovat, ze
apoptdéza. Pro tuto domnénku svéd¢i jednak studie [46], kde po aplikaci bortezomibu
byla detekovéna apoptéza a akumulace proteinu Bax, jednak fakt, Ze inhibitory 20S
proteazomu obecné apoptdzu indukuji [43]. Jako dikaz apoptézy by mohlo slouzit

prokazani Stipani proteinu PARP (Poly ADP- ribosyl Transferase).

Vysledky této prace, stejn¢ jako studie [45-46], naznacuji, Ze by bortezomib mohl
byt vhodnou terapii proti rakoviné Zaludku. Nicméné druhd faze klinického testu
ukdzala, Ze bortezomib nevykazuje témeét Zadnou aktivitu vici naddoru Zaludku [50],
stejn¢ jako viici velké vétSin€ ostatnich pevnych nadort. Na otdzku, je-li tato nizka
aktivita proti pevnym nadorim piiznacnd pouze pro bortezomib, nebo zda plati
vSeobecné pro inhibitory 20S proteazomu, by mohly napovédét vysledky praveé
probihajicich klinickych testl druhé generace 20S proteazomdlnich inhibitord,
marizomibu a carfilzomibu [56-57]. Pokud by také nebyly pftili§ dobré, bylo by mozno
vyvodit, Ze inhibice 20S neni u¢innd u pacientli s pevnymi nadory. I proto je nutny
vyvoj tfeti generace inhibitorii proteazomu, které nemaji sviij cil pfimo v centralni ¢asti

208, ale napt. v regula¢nim 19S proteazomu [228].

Mezi takové latky je zfejmé mozné zatfadit také komplex disulfiramu s médi
(Cu(EtDTC),), jehoz cilem je pravdépodobné deubikvitindza Pohl, podjednotka vika
19S proteazomu [181]. Piikladem tfeti generace inhibitor proteazomu je také molekula
zvana b-AP15, ktera inhibuje UCHLS a USP14, deubikvitindzy asociované s 19S
[229]. b-AP15 vykazuje silnou aktivitu mimo jiné proti ¢tyfem riznym xenograftim
odvozenym od spinoceluldrniho karcinomu a karcinomu plic, prsou a tlustého stieva,
coz naznacuje, ze tento zplisob inhibice proteazomu by mohl byt U¢inny 1 u pevnych
nadort in vivo [229]. Je znamo, Ze také disulfiram nebo jeho metabolity jsou velmi
ucinné proti pevnym nadortim in vivo a to dokonce i u lidskych pacientti. To potvrzuje
jednak studie, kde peroralni podévani disulfiramu mysim s xenograftem rakoviny prsu
vyrazn€ snizilo velikost nadoru [174], ale zejména klinicka studie druhé faze se 64
pacientkami trpicimi rakovinou prsu, kterym byl podavan metabolit disulfiramu,
diethyldithiokarbamat [ 154]. Tato prokazatelna aktivita in vivo podava silny diivod, aby

se ve vyzkumu této latky pokracovalo a byl o ni vét§i zajem nez doposud.
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Vzhledem k metabolismu a vysoké reaktivité disulfiramu je pomérné slozité presné
urCit konkrétni chemickou latku, kterd je zodpovédnd za protirakovinnou aktivitu.
Disulfiram a diethyldithiokarbamaty jsou silnymi chelatory kovl in vivo, coZz bylo
pozorovano i u lidskych pacientd [230-231]. Dochazi tak ke tvorbé komplexu
disulfiramu s médi (Cu(EtDTC),). Dulezité poznatky k otdzce protirakovinné aktivity
disulfiramu pfinaSi doposud nepublikovana studie na mysSich se xenografty rakoviny
prsu [232]. Bylo zde opét potvrzeno, Ze podavéni disulfiramu tlumi riist nddoru, ale
také, ze je tato aktivita disulfiramu vyrazn€¢ umocnéna pii soucasném podavani
glukonatu méd’natého. Tim dochazi ke zvySené tvorbé Cu(EtDTC), komplexu, ale tudiz
1 ke snizeni koncentrace dislfiramu, nebo jeho metabolitli, napt. diethyldithiokarbamatu.
Tyto vysledky siln€é podporuji hypotézu, ze za aktivitou disulfiramu stoji ve skutecnosti
Cu(EtDTC), komplex, nebot’ pokud by za ni byl odpovédny samotny disulfiram, ¢i
diethyldithiokarbamat, mélo by po pfidani médi dojit k Gtlumu protirakovinné aktivity,
coz se nestalo, pravé naopak. Proto by se v dalSich experimentech m¢l studovat zejména

Cu(EtDTC); komplex a jeho aktivita, coz bylo také hlavni naplni této prace.

Protirakovinny ucinek Cu(EtDTC), komplexu byl potvrzen také na bunétné linii
OACP4 C odvozené od rakoviny Zaludku. Pomoci MTT testu byla uréena hodnota ICs
na 0,55 pumol/l (Tab. 5.), tedy mirn€ niz§i nez u brotezomibu. Na rozdil od né&j ale
Cu(EtDTC); jiz pfi nanomolarnich koncentracich (500 nmol/l) vyrazné snizil viabilitu
bunc¢k asi na 20% kontroly (Obr. 9.). Hodnota 1Csy Cu(EtDTC), komplexu je také asi o
dva tady niz8i nez ICsy diethyldithiokarbamatu, latky vznikajici v téle po poziti
disulfiramu (Tab. 5.), coz podporuje myslenku, ze aktivni latkou in vivo je médnaty
komplex. Zarovei je ICso Cu(EtDTC), vyrazné nizsi nez ICsy pro CuCl, (Tab. 5.), coz
prokazatelné vylucuje moznost, Ze by cytotoxicita komplexu byla zplisobena
samotnymi méd’natymi ionty. Podobné jako u bortezomibu nelze bez potiebnych testi
rozhodnout, zda bylo snizeni viability zplsobeno apoptézou nebo nekrézou. Pro
apoptdzu sveédci fakt, Ze byla detekovana v jinych studiich pfi aplikaci komplexu [174],
a také pozorovani utvara v buiikach (Obr. 13.), které by mohly byt apoptickymi télisky,
coz ovsem nelze s urcitosti tvrdit. Cu(EtDTC), komplex byl popsan jako inhibitor 26S
proteazomu, a piestoze by bylo zapotifebi dalSich experimentli, aby to bylo mozno
s jistotou tvrdit, je velmi pravdépodobné, ze inhibice proteazomu se piinejmensim
spolupodili na jeho cytotoxickém ucinku. Inhibice proteazomu mnohdy vede mimo jiné

k akumulaci proteinu p27, jehoz nizka hladina je spojena s progresi a horsi prognézou u
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rakoviny zaludku [233]. Slaba exprese p27 je zplsobena pravé jeho zvySenou
ubikvitinaci a degradaci v proteazomu [234]. Dokonce bylo pozorovano, ze infekce H.
pylori, tedy jeden z hlavnich rizikovych faktorti rakoviny zaludku, umoctiuje degradaci
p27 v proteazomu, jak u chronické gastritidy, tak u nadorovych bunéck, coz vede
k progresi onemocnéni [235]. Zaroven H. pylori indukuje cytoplazmatickou lokalizaci
p27, s ¢imz je spojena horsi prognéza [236]. Exprese p27 také plsobi proti patogenezi

zprostifedkované CagA proteinem, hlavnim faktorem virulence H. pylori [237].

Jelikoz jsou Cu(EtDTC), komplexem pravdépodobné inhibovany proteiny
obsahujici JAMM doménu, nabizi se vedle proteazomdlni Pohl dalsi cil v podobé
CSNS3, tedy podjednotky COP9 signalozomu. Tato aktivita komplexu miize mit velmi
Siroké ucinky, nebot” CSNS5 svoji izopeptidazovou aktivitou reguluje nejvétsi rodinu E3
ubikvitin ligdz, CRL E3 ligazy (Cullin-RING ligase), tim Ze od nich odstépuje
ubikvitinu podobny protein NEDDS, tzv. deneddylaci [189]. Mezi CRL ligdzy patii také
komplex SCF (Skpl/Cullin/F-box) ligaz, jejiz jedna forma (SCF*"?) zprostiedkovava
ubikvitinaci a néslednou degradaci pravé p27 [238]. CSNS5 byl identifikovan jako
onkogen u rakoviny prsu [198] a je zndmo, Ze indukuje degradaci p27 v proteazomu a
jeho cytoplazmatickou lokalizaci u n€kolika typ pevnych nadort [194-195, 239-240].
Otazkou ovSem zlstava do jaké miry je tato aktivita CNS5 vici p27 zavisla na JAMM
domén¢. Nicméné je ziejmé, ze deneddylacni aktivita CNS5 je nutna pro spravnou
funkci CRL ligdz [241]. Cullinl, jeden z proteini SCF komplexu, na ktery je vazan
NEDDS&, je vyrazné nadexprimovan u né€kolika typi pevnych nadord, véetné rakoviny
zaludku, pfi¢emz mira exprimace pozitivné koreluje s pokrocCilosti onemocnéni a
naopak negativné s progndzou pacientl s rakovinou zaludku [242]. Vypnuti genu pro
Cullinl také vedlo k zastaveni bunécného cyklu a vyraznému zvySeni hladiny p27
[242]. To vSe naznacuje, ze SCF ligazy, které jsou regulovany CSNS5, mohou hrat velmi
dilezitou roli pfi progresi naddoru. Vedle p27 zodpovidaji SCF E3 ligazy také za
degradaci jinych, z hlediska rakoviny zaludku dilezitych proteinti, mimo jiné IxB nebo
B-kateninu, které jsou ubikvitinovany SCFPTCP ligdzou [238]. Vedle Cullinul mohou
byt neddylovany i jiné proteiny, napt. p53 nebo MDM2, a neni tedy prekvapivé, ze
naruseni procesii spojenych s NEDD8 miize mit negativni dopad na bunéény cyklus a
vyvoj [243]. V piipad¢ rakoviny zaludku bylo prokazano, ze na rozdil od zdravé tkané
zde dochazi ke snizené neddylaci NEMO (NF-kB Essential Modulator), coz ma za

nasledek umocnénou degradaci IkB v proteazomu a aktivaci NF-«B [244]. Neni ov§em
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jisté, jaky by méla inhibice JAMM doménové CSN5 vliv na deneddylaci jinych
proteint s navazanym NEDDS nez Cullinul, nebot’ uz byla objevena i jina proteaza s

deneddylacni aktivitou [245].

VySe uvedené nabizi jen jeden z mnoha moznych efektli aplikace Cu(EtDTC),
komplexu jako moZného inhibitoru JAMM doménovych proteint. O jeho aktivité na
bunééné urovni je znamo velmi malo, ale silna toxicita vic¢i rakovinnym bunikam je
dostate¢nou motivaci pro dal§i experimenty. Budouci vyzkum Cu(EtDTC), komplexu
vici rakoving zaludku by mohl zahrnovat uréeni hodnot ICs 1 pro jiné bunécéné linie
odvozené od nadoru Zaludku a zjisténi toxicity vic¢i normalnim netransformovanym
burikdm. V ptipad¢ pozitivnich vysledkt by se vedle rozsifovani molekuldrnich aspekta
aktivity komplexu mohl ovéfit ucinek 1 na mySich xenograftech. Poté by mohl byt
nasazen do prvni faze klinickych testli s rezimem, ktery je uzivan v pravé probihajicim
testu disulfiramu s piidavky glukonatu médnatého u pacienti s nadory zasahujicimi

jatra [221].
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7 ZAVER

Bakalatsk4 prace byla zaméfena zejména na rozsdhlou literarni reSer$i, kterd se
snazi zachytit soucasny stav poznani tykajiciho se rakoviny Zaludku a moznostmi jeji
1é¢by, ubikvitin-proteazomového systému (UPS) a 1éku Velcade (bortezomibu), ktery je
prvnim lé¢ivem zasahujicim do UPS. Déle bylo rozvedeno téma o jaderném faktoru kB,
ktery pifedstavuje jeden z mnoha mostl, ktery spojuje rakovinu Zaludku a dileZitost
UPS v jejim vyvoji a progresi. Hlavni ¢ast teoretické Casti se vénovala léku Antabusu
(disulfiramu) pouzivanému po desitky let pii 1é¢bé alkoholismu, ktery ma ovSem 1
nadéjnou protirakovinnou aktivitu. Byly diskutovany mozné cile a mechanismy, které
se podili na této aktivité, jako je inhibice angiogeneze, mnohocetné lékové rezistence
nebo tvorby metastazi. Pozornost byla ovSem vénovana hlavné komplexu disulfiramu
smeédi (Cu(EtDTC),), kterému je pfipisovan selektivni protinadorovy ucinek diky
inhibici proteazomu. Se snahou prosadit disulfiram jako 1€k proti rakoviné ovSem
vyvstavaji urcité problémy, ale zaroven i ptilezitost jej zavést jako prvni neziskovy 1€k
ureny proti zhoubnym onemocnénim. Tyty problémy, stejné¢ jako i jiné tykajici se

vyvoje novych 1ékti, jsou shrnuty v zavérecné kapitole teoretické Casti.

Na zakladé teoretickych znalosti byl navrhnut experiment, ktery mél za hlavni cil
urCit a srovnat toxicitu bortezomibu a Cu(EtDTC), komplexu u bun¢k rakoviny
zaludku. Byl testovan vliv obou latek po 24 hodinovém ptsobeni na OACP4 C
bunécnou linii odvozenou od rakoviny zaludku. Bortezomib i Cu(EtDTC), komplex se
ukazaly jako silné toxické jiz v nanomolarnich koncentracich, s hodnotou ICsy 0,78
umol/l pro brotezomib a 0,55 umol/l pro komplex. Pro srovnani byla také urCena
toxicita diethyldithiokarbamétu a méd’natych iontt, jejichz ti¢inek se ukazal byt vyrazné

slabsi s hodnotou ICsy o nékolik ada vyssi.

Z vysledki vyplyva, ze inhibitory proteazomu vykazuji silnou aktivitu viici OACP4
C linii. Pro bortezomib byl jiz tento in vitro G€inek popséan na jinych liniich rakoviny
zaludku. Nicméné podobné jako u vétSiny ostatnich pevnych nadori, v klinickém testu
druhé faze s pacienty trpicimi rakovinou zaludku zcela propadl. Naopak o Cu(EtDTC),
komplexu je znamo, ze je pravdépodobné ucinny proti pevnym nadorim in vivo a Ze
proteazom inhibuje zptisobem odliSnym nez bortezomib. Disulfiram, jakozto
nepatentovatelné 1é¢ivo, by se mohl stat prvnim neziskovym Iékem proti nadorovym

onemocnénim. Cenoveé dostupné lIéky jsou nezbytné nejen pro kolabujici zdravotnické
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systémy vyspélého svéta, ale zejména pro rozvojové zemé, které si nova a draha 1é¢iva
nemohou dovolit. I proto by mohl byt disulfiram pro rakovinu Zaludku, nemoc

roz§ifenou zejména ve tietim svété, velkou vyzvou.

Tato bakalarska prace je mimojené podkladem pro dal§i pokracovani vyzkumu
ucinku komplexu disulfiramu s médi proti rakoving, a to jak na teoretické, tak i
praktické roving. Dalsi vyzkum se bude odehravat na pidé¢ Barbara Ann Karmanos
Cancer Institute v Detroitu v laboratofi prof. Q Ping Doua, ktery se dlouhodob¢ zabyva
komplexy kovi jako inhibitord proteazomu a moZznych protirakovinnych 1é¢iv, a jehoz

zvaci dopis je uveden v pfiloze.
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9 SEZNAM ZKRATEK

19S RP Regulaéni Cast proteazomu

20S CP Zékladni ¢ast (Core Particle) proteazomu
5-FU Fluoruracil

ABC ATP-binding Cassette

AMP Adenosinmonofosfat

ATM Ataxia Telangiectasia Mutated

ATP Adenosintrifosfat

AURKA Aurora kindza A

cag Cytotoxic-associated Antigen

CDK Cyklin dependentni kindza

CHK1/2 Check-point kinaza 1/2

CML Chronicka myeloidni leukémie

CRL Cullin-RING ubikvitin E3 ligazy

Cu(EtDTC), Bis-(diethyldithiokarbamat) méd’naty komplex

Cu(PDTC), Pyrrolidindithiokarbamat méd’naty komplex

DDTC Diethyldithiokarbamat

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Deoxyribonukleova kyselina

DSB Dvouftetézcové zlomy DNA

DUB Deubikvitindza

EGF Epidermalni ristovy faktor

EGRF Epidermalni receptor rastorého faktoru
ELKS Protein bohaty na glutamat (E), leucin (L), lyzin (K) a serin (S)
EMA European Medicines Agency

ERK1/2 Extracelularni signal regulujici kindza
FBS Fetalni bovinni sérum

FDA Food and Drug Administration
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HCC
HECT
HER-2
HIV
Hsp90
ICso
IxB
IKK
IL-1/8
Jab1/CNS5
JAMM
MDR
MDRI1
MHC1
MJD
MMP
MRP1
MTT
MXR
NCI
NEDDS8
NEMO
NES
NF-xB
NIH
NLS
OTU
PA
PAI

Hepatocelularni karcinom jater

Homologous to E6-Associated Protein C-Terminus
Receptor 2 lidského epidermalniho riistového faktoru
Human Immunodeficiency Virus

Protein teplotniho Soku 90

Half Maximal Inhibitory Concentration

Inhibitor «B

IkB kinaza

Interleukin 1/8

Jun activating binding protein / COP9 signalosome subunit 5
Jabl/MPN/Mov34 metaloenzym doména

Mnohocetnd lékova rezistence

Multidrug Resistance Proteinl

Hlavni histokompatibilni komplex 1

proteazy Machadovy-Josephovy nemoci

Matrix metaloproteindza

Multidrug Resistance-associated Proteinl
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid
Mitoxantrone-resistance Protein

National Cancer Institute

Neural Precursor Cell Expressed Developmentally Down-regulated 8
NF-kB Essential Modulator

Jaderna exportni sekvence

Jaderny faktor kB

National Institutes of Health

Jaderna lokaliza¢ni sekvence

protedzy vajecnikovych tumori

Proteazomova aktivator

Pathogenicity Island
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PDTC Pyrrolidindithiokarbamat

PGP Permeability glokoprotein

polyUb Polyubikvitinovy fetézec

R&D Vyzkum a vyvoj

Rb Retinoblastomovy protein

RHD Rel Homology Domain

RING Really Interesting New Gene

RIP1 Receptor Interacting Protein

RNA Ribonukleova kyselina

RNAIi RNA interference

Rpn Podjednotka regula¢ni ¢asti proteazomu (Regultory Particle non-ATPase)
Rpt Podjednotka regulacni ¢asti proteazomu (Regultory Particle Triple-A
ATPase)

SCF Skp1/Cullin/F-box E3 ligaza

SRCC Signet-ring Cell Carcinoma

SUMO Small Ubiquitin-like Modifier

TAK1 Transforming Growth Factor B-activated Kinase

TLR Toll-like Receptor

TNF-a Tumor nekrotizujici faktor a

UCH Ubikvitin C-termindlni hydrolazy

UICC Union for International Cancer Control

UMP1 Ubikvitinacni maturaéni protein 1

UPS Ubikvitin-proteazomovy systém

USD Americky dolar

USP ubikvitin specifické protedzy

VEGF Vaskularni endotelialni rastovy faktor

VEGFR Receptor vaskularniho endotelidlniho rstového faktoru
WHO World Health Organization

Zn(EtDTC), Bis-(diethyldithiokarbamat) zine¢naty komplex

Zn(PDTC), Pyrrolidindithiokarbamat zine¢naty komplex
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10 PRILOHY

Téma bakalatské prace, tedy protirakovinna aktivita komplexu disulfiramu s médi,
je dale rozvijeno na teoretické i1 praktické urovni. Piikladem mize byt clanek
Diethyldithiocarbamate complex with copper: the mechanism of action in cancer cells
odeslany do mezindrodniho imapktovaného Casopisu Mini-reviews in Medicinal
Chemistry. Tento ¢lanek usp&Sné prosel oponentskym fizenim a nyni ¢éka na zavérecné

upravy.

Laboratorni vyzkum se bude rozvijet v rdmci spoluprace se skupinou prof. Q Ping
Doua z Barbara Ann Karmanos Cancer Institute v Detroitu, jehoz zvaci dopis na

tfimésicni staz je zde piiloZen.
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ABSTRACT

The idea of “repurposing” of existing drugs provides an effective way to develop and identify
new therapies. Disulfiram (Antabuse), a drug commonly used for the treatment of alcoholism,
shows promising anticancer activity in both preclinical and clinical studies. In the human
body, disulfiram is rapidly converted to its reduced metabolite, diethyldithiocarbamate. If
copper ions are available, a bis(diethyldithiocarbamate)-copper(Il) complex is formed.
Disulfiram’s selective anticancer activity is attributed to the copper(Il) complex’s ability to
inhibit the cellular proteasome. It is assumed that the complex inhibits the proteasome by a

mechanism that is distinct to the clinically used drug bortezomib, targeting the 19S rather than



the 20S proteasome. This difference could be explained by inhibition of the JAMM domain of

the POH1 subunit within the lid of the 19S proteasome.

Keywords: Breast cancer, Copper, Disulfiram, JAMM domain, Proteasome

INTRODUCTION

Disulfiram (Antabuse, tetracthylthiuram disulfide) has been used worldwide for alcohol
aversion therapy since the 1950s [1], although the reason for its efficacy, i.e., aldehyde
dehydrogenase inhibition, was not fully understood until many years later [2]. Dr. E.F.
Lewison discovered another clinically important application of disulfiram in 1977 [3]. He
observed complete remission of a metastatic breast cancer tumor in a severely alcoholic
patient taking disulfiram. The anticancer activity of disulfiram has been confirmed in further
studies; it was shown to suppress the progression of chemically induced cancers of the
forestomach, large intestine [4] and urinary bladder [5-6] in rats. Additionally, in a phase II
placebo-controlled clinical trial, the main metabolite of disulfiram, diethyldithiocarbamate
(EtDTC), known as ditiocarb, was successfully used as an adjuvant therapy for non-
metastatic, high-risk breast cancer [7]. There are many possible explanations for disulfiram’s
effectiveness as a cancer therapeutic [8]. First, disulfiram, and consequently EtDTC, are
potent inhibitors of nuclear-factor kB (NF-«B), a key pro-survival factor in cancer cells [9-
10]. In fact, disulfiram-mediated inhibition of NF-«B led to increased cytotoxicity of 5-
fluorouracil in colorectal cancer cell lines [11]. Second, disulfiram can overcome multidrug

resistance by directly targeting P-glycoprotein and its maturation [12-13]. Moreover,



disulfiram is able to attenuate key phenomena that are closely related to tumor progression,

including both angiogenesis and cell invasion [14-15].

Interestingly, recent studies [16-17] have shown that the anticancer activity of disulfiram
increases considerably in the presence of copper or zinc ions in vitro as well as in vivo [18].
The simultaneous oral administration of zinc gluconate and disulfiram induced significant
reduction in hepatic metastasis and clinical remission in patient with metastatic ocular
melanoma [18]. Likewise, the addition of cupric ions potentiated a chemosensitizing effect of
disulfiram on conventional chemotherapeutic agents in breast, colon [19] and leukemia cancer
cell lines [20]. The potent antitumor activity is attributed to the complex [17, 21] formed from
the reaction between disulfiram (or EtDTC) and bivalent copper or zinc [17, 21]. However,
the exact mechanism of action of the complex that is involved in its toxicity against cancer
cells is unknown. Many published studies aiming to elucidate the mechanism of action of the
complex rely on various mixtures of EtDTC or pyrrolidine dithiocarbamate (PyDTC) and
metal ions [22-27]. The use of mixtures with undefined stoichiometry instead of synthetic and
thoroughly characterized complexes provides an extra challange and makes difficult the

assessment of results.

COMPLEX FORMATION IN THE HUMAN BODY

Following ingestion, disulfiram is rapidly converted to its reduced metabolite EtDTC in the
acidic environment of the stomach or in the bloodstream by the glutathione reductase system
of erythrocytes [28]. It is well established that EtDTC is able to form coordination complexes
with various transitions metal ions, including copper(Il) and zinc(Il) [29]. If cupric ions are
available, the bis(diethyldithiocarbamate)-copper complex (Cu(EtDTC),) is formed in the

human body (Fig. 1.) [28]. Moreover, EtDTC is able to sequester copper ions from the active
3



site of superoxide dismutase, forming the Cu(EtDTC), complex [30-31]. Similarly, disulfiram
added to fresh blood and plasma reacts with cupric ions bound to plasma proteins to form the
Cu(EtDTC), complex. The in vivo formation of the complex in patients taking disulfiram has
also been observed. Low concentrations of the complex in the plasma obtained from patients
treated with disulfiram may be due to the lipophilic character of the complex resulting in its
distribution through the cell membrane or its decomposition into tissue [32]. Because
Cu(EtDTC); is a lipophilic and stable compound, it is the most absorbed form of disulfiram
[33]. In addition, 30 min after intraperitoneal injection of EtDTC (500 mg/kg), EtDTC was
shown to chelate copper ions in vivo, form the Cu(EtDTC), complex and permeate the blood-
brain barrier in rats [34]. Consequently, administration of EtDTC or disulfiram in animals
resulted in copper accumulation in several tissues, including the nervous system [35-37]. In
addition, disulfiram markedly increased the in vifro intracellular copper content in primary
astrocytes [23] and melanoma cells, which thereby induced apoptosis in the melanoma cells
but not in normal melanocytes [16]. It is suggested that Cu(EtDTC), selective toxicity to
cancer cells is caused by its ability to inhibit the cellular proteasome [17, 21]. Nevertheless,
further experiments using synthetic Cu(EtDTC), rather than mixtures of disulfiram or EtDTC
and metals are needed to uncover the exact mechanism involved in its antineoplastic and

apoptosis-inducing effect.

BIOLOGICAL EFFECTS OF A MIXTURE OF DIETHYLDITHIOCARBAMATE

AND COPPER(I)

Although it is more suitable to utilize a discrete and thoroughly characterized substance [38],

mixtures of ligand and metal ions have been employed in several studies [23-27]. This
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practice leads to difficulty in determining what causes the observed results (the complex, the
ligand or the metal and products of their reactions with other chemicals in the medium),
especially when nonstoichiometric amounts that deviate from the optimal (i.e., 2:1 ligand to
copper) molar ratio are used [23-24, 27]. Importantly, both EtDTC (or disulfiram) and copper
ions are highly reactive compounds with pleiotropic effects on cell metabolism and survival
[39-40]. In accordance with a disruption in the redox balance, which has been observed after
applying a EtDTC-Cu(ll) mixture [22-23] or a PyDTC-Cu(Ill) mixture [24], both
dithiocarbamates and the metal alone exhibit strong oxidative activity [41-42]. Furthermore,
it is well known that EtDTC and disulfiram are potent inhibitors of the essential antioxidant
enzyme, CuZn superoxide dismutase (SOD-1) [30-31, 43-45], which markedly increases the
level of reactive oxygen species (ROS), namely, superoxide radical (O, ), in the cell [46-47].
An elevation of the cellular superoxide concentration induced by EtDTC has been reported to
be responsible for stimulating pro-apoptotic bax mRNA expression, causing subsequent
apoptosis in rat cardiac myocytes [48] and triggering apoptosis in vascular smooth muscle
cells [49]. Consequently, SOD inhibition caused free radical-mediated damage to
mitochondrial membranes, the release of cytochrome ¢ and apoptosis of cancer cells; thus,
utilizing SOD as a target for the selective killing of cancer cells has already been proposed

[45, 50].

Another important guard of cell redox homeostasis, with which EtDTC interacts, is the
glutathione system. As the most abundant non-protein thiol, glutathione (GSH) has important
roles in redox regulation and apoptosis [51]. Under oxidizing conditions, GSH is oxidized to
its disulphide form, GSSH, and the GSH/GSSH ratio decreases. GSSH can be reduced back to
GSH by glutathione reductase (GR) [52]. According to published studies, both the EtDTC-

Cu(Il) and PyDTC-Cu(Il) mixtures depleted GSH content, thereby increasing free radical
5



production in primary astrocytes and HL-60 cells [23-24]. Importantly, the studies report that
dithiocarbamates per se have similar effects. Disulfiram was found to rapidly decrease GSH
levels in vitro [53], and disulfiram administration in rat brains caused GSH decline with a
concomitant increase in GSSH levels [54-55], formation of disulfiram-glutathione conjugates
[56] and inhibition of GR activity [54-55]. PyDTC has shown an analogous impact on GSH
content in vivo [57]. In contrast, another study [58] showed that a high dose of disulfiram
(200 uM) significantly increases GR activity in a cell-free system, and despite their pro-
oxidative properties, dithiocarbamates have long been used as antioxidants [59-61]. These
evident discrepancies on the impact of disulfiram on GR activity are most likely caused by the
distinct conditions of each experiment because GR could be inhibited by some metabolite of
disulfiram, which is unlikely in a cell-free system [32]. Furthermore, the effect of
dithiocarbamates has been shown to be dependent on cell type [62], concentration [63],
medium [64-65], presence of Cu(Il) or Zn(Il) [62] and even the density of the cell cultures

[62, 64].

Apart from dithiocarbamates, copper ions also interact with GSH to form a redox-active
complex [66-68], and even low concentrations (10 uM) of copper(Il) can decrease the GSH
content [69] of the cell. GSH depletion is often considered a byproduct of oxidative stress
during the process of cell death; recent discoveries suggest that GHS depletion is a critical
regulator of apoptosis [70], and GSH depletion was observed independently of ROS during
apoptosis [71]. Thus, a proper explanation of the above-mentioned results cannot be based
only on the decrease of GSH levels, and is likely more complex than oxidative stress.
Furthermore, co-treatment of the cell with an EtDTC-Cu(Il) mixture or a PyDTC-Cu(Il)
mixture and N-acetylcysteine (NAC), a precursor of GSH, was less sufficient at inducing

apoptosis [23-24]; however NAC has also been shown to block intracellular accumulation of
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copper [64] that potentiates the toxicity of dithiocarbamates [16, 22-23, 72]. Despite acting as
a potent antioxidant, it is possible that NAC directly modifies certain signaling proteins and
promotes cell growth and survival pathways [73]. Hence, the suggestion that oxidative stress
is important in the process of apoptosis based on the role of GSH and NAC role might be

misleading.

The exact mechanism involved in the production of ROS in response to an EtDTC-Cu(Il)
mixture remains a largely open question. It is well established that copper(Il) ions are able to
induce ROS formation via Fenton reactions [74]. In the presence of superoxide or cellular
reductants, the cupric ion can be reduced to cuprous ion, which is capable of catalyzing the
generation of hydroxyl radicals [74]. However, EtDTC has been shown to inhibit significantly
copper-catalyzed ROS generation via the Fenton reaction in human cerebrospinal fluid [75].
In addition, because it is highly redox active, any intracellular free copper is likely limited to
far less than one free copper ion per cell, suggesting extensive copper-chelating overcapacity

in the cell [76].

We propose yet another possible explanation for the oxidative stress observed in cells treated
with a mixture of EtDTC-Cu(Il). The oxidative stress may be just one of the consequences of
inhibition of the cellular proteasome, as both the EtDTC-Cu(Il) mixture and Cu(EtDTC),

complex are potent inhibitors of the proteasome [17, 21].

PROTEASOME AND OXIDATIVE STRESS

Prior to degradation, proteins are usually tagged with multiple ubiquitin molecules through a
series of three enzymatic activities by ubiquitin activating (E1), ubiquitin conjugating (E2)

and ubiquitin ligase (E3) enzymes [77]. Proteins attached by a polyubiquitin chain are



recognized by the 26S proteasome and subsequently hydrolyzed (Fig. 2.). The 26S
proteasome is composed of a one or two 19S regulatory particles (RP) bound to a 20S core
particle (CP). The 19S RPs are responsible for substrate recognition, unfolding and
deubiquitination [78], whereas the 20S CP facilitates degradation of proteins translocated
from 19S. CP has a barrel-shaped structure and contains two pairs of three proteolytic
subunits: B1, B2 and B5 with caspase-like (C-like), trypsin-like (T-like) and chymotrypsin-like
(CT-like) activities, respectively [79]. The overall machinery of ubiquitination, as well as
deubiquitination and proteasomal degradation, is known as the ubiquitin-proteasome system

(UPS) [80].

Protein degradation by the proteasome is a fundamental process in maintaining the viability
and homeostasis of the cell. In addition to the degradation of short-lived regulatory proteins,
the proteasome prevents the accumulation of non-functional, damaged or misfolded, and
potentially toxic proteins. This process is particularly important in protecting the cell against
unfavorable conditions, including oxidative stress [81]. Just as the ubiquitin-proteasome
system (UPS) regulates cellular redox status, it is also affected by redox imbalance in the cell.
Mild oxidative stress can impair the proteasome, and it appears that the 26S proteasome is
more susceptible than the 20S proteasome [82], as oxidative stress causes the 26S proteasome
to dissociate into 19S and 20S [83], which is responsible for degrading oxidatively damaged
proteins [84]. Importantly, both inhibition of purified 20S proteasome by EtDTC-Cu(lIl) [17]
and PyDTC-Cu(Il) mixtures [85] and the results of a study in which ROS scavengers were
insufficient to overcome the proteasome-inhibitory activity of a neocuproine-Cu mixture [86],
suggest that copper complexes are able to inhibit the cellular proteasome directly,

independently of ROS [86].



However, inhibition of the proteasome by various compounds could lead to oxidative stress.
This result was reported for several cell lines and multiple of proteasome inhibitors, including
bortezomib [87-92], MG132 [93-95], lactacystin [95-97], aLLN [95], MG262 [95],
carbobenzoxy-Leu-Leu-Leu-aldehyde [97] and N-benzyloxycarbonyl-Ile-Glu (O-z-butyl)-Ala-
leucinal [98]. ROS generation by proteasome inhibitors induces c-Jun N-terminal kinase
(JNK) [92] and activator protein-1 (AP-1) activation [95], loss of mitochondrial membrane
potential (A¥Wm) [87, 91-94, 97-98], cytochrome-c release [87, 90-92, 97-98], caspase-3
activation [87-93, 97] and subsequent apoptosis. Similar events (e.g., JNK and AP-1
activation, decreased AWYm and caspase-3 activation) were observed in cells treated with
mixtures of EtDTC-Cu(Il) [23] or PyDTC-Cu(Il) [24]. However, bortezomib also did not
increase ROS generation, and several antioxidants failed to protect cells from bortezomib-
induced apoptosis [99], suggesting the tissue- and cell line-specific involvement of ROS in

apoptosis is caused by the inhibition of the proteasome.

Because proteasomes eliminate misfolded or unassembled proteins in a process known as
endoplasmic reticulum (ER)-associated protein degradation (ERAD) [100], they protect cells
from ER stress leading to unfolded protein response (UPR) [101], which can trigger apoptosis
if unmitigated [102-103]. Not surprisingly, inhibition of the proteasome resulted in UPR-
associated cell death in several cell lines [104-110]. Interestingly, involvement of UPR in
apoptosis has also been reported in cells treated with a PyDTC-Cu(Il) [27] or disulfiram-

Cu(IT) mixture [111] and other copper compounds [111-113].



MECHANISM OF PROTEASOME INHIBITION BY THE Cu(EtDTC), COMPLEX

Targeting UPS in cancer therapy is a new and promising approach used by the first-in-class
drug bortezomib (Velcade), which reversibly inhibits the active sites in the 20S proteasome
[114]. The obscurity of the antitumor and chemosensitizing activity of disulfiram has been
uncovered in a study [17] in which disulfiram was shown to inhibit the cellular proteasome in
the presence of copper. In contrast to disulfiram alone, a disulfiram-Cu(II) mixture potently
inhibited the CT-like activity of the purified 20S proteasome (with an ICsy value of ~
7.5 uM). Similarly, inhibition of the CT-like activity of the cellular 26S proteasome was
observed in malignant MDA-MB-231 and MCF10DCIS.com breast cells treated with the
disulfiram-Cu(Il) mixture, whereas inhibition was not seen in normal immortalized MCF-10A
cells. Importantly, inhibition of the cellular proteasome preceded induction of apoptosis and
resulted in the accumulation of tumor suppressor proteins p27 and bax, which are natural
proteasome substrates, indicating that the apoptosis was induced by proteasome inhibition.
The proteasome-inhibitory, apoptosis-inducing and antitumor activity of disulfiram has been

confirmed in vivo in human breast tumor xenografts containing higher levels of copper [17].

Interestingly, in sharp contrast to the disulfiram-Cu(Il) mixture, a synthetic Cu(EtDTC),
complex was not able to inhibit CT-like activity of the purified 20S proteasome, yielding an
ICso value of >50 uM [21]. However, even at a much lower concentration (20 pM), the
Cu(EtDTC); complex inhibited ~ 90% of cellular 26S proteasome activity in MDA-MB-231
cells [21]. One explanation for this antagonic behavior on 20S by the disulfiram-Cu(Il)
mixture versus the synthetic Cu(EtDTC), complex could be the ability of copper (II) ions to
independently inhibit the 20S proteasome, as demonstrated elsewhere [17, 85-86]. Likewise,

while 50 uM of a PyDTC-Cu(Il) mixture inhibited the CT-like activity of the purified
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proteasome by ~ 90%, the same concentration of Cu(PyDTC), complex caused only partial
(40%) inhibition [85]. Furthermore, by increasing the concentration of PyDTC to match a
fixed concentration of Cu(Il) ions, the potency of these mixtures to inhibit purified 20S

proteasome significantly decreased [85].

These results indicate that, unlike bortezomib, the target of the Cu(EtDTC), complex is the
26S proteasome rather than the 20S. We have previously reported that a possible target could
be the JAMM domain of the POH1 subunit (RPN11 in yeast) within the lid of the 19S
proteasome [39, 115], and a mechanism was proposed elsewhere [21]. POHI, a member of
the JAMM (JAB1/MPN/Mov34 metalloenzyme) domain deubiquitinases, is responsible for
releasing the polyubiquitin chain attached to a substrate before its translocation and
degradation in 20S CP; thus it is necessary for activity of the 26S proteasome [116-117] and
viability of the cell [118-119]. Moreover, the JAMM domain motif is located in the CSN5
subunit of the COP9 signalosome complex, [120] which has an emerging role in cancer [121]
and is a negative regulator of many tumor suppressors, including p27 [122]. Furthermore,
CSNS5 isopeptidase activity is essential for breast epithelial transformation and progression,

suggesting it may be a potential breast cancer oncogene and therapeutic target [123].

Although only 20S proteasome inhibitors are being tested in ongoing clinical trials, UPS
provides many promising opportunities to treat cancer [124], and targeting deubiquitinases is
undoubtedly one of them [125]. Several members of the JAMM class, including POHI1 or
CSNS5, might make good drug targets. In particular, targeting the POH1 subunit introduces a
new approach to proteasome inhibition [126]. This idea has been supported by a recent study
[127] where inhibition of another two deubiquitinases associated with the 26S proteasome,

USP14 and UCH37, induced tumor cell apoptosis and in vivo inhibition of tumor progression.
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CONCLUSION

Finally, EtDTC shows promising activity against solid tumors that has been confirmed in a
phase II clinical trial with high-risk breast cancer patients. Moreover, a combination of oral
zinc gluconate and disulfiram induced clinical remission of hepatic metastasis in patient with
ocular melanoma. These achievements led to an ongoing clinical trial at the Huntsman Cancer
Institute in Utah (ClinicalTrials.gov Identifier NCT00742911) that elucidated the effect of
simultaneous administration of disulfiram and copper gluconate on cancers involving the
liver. Consequently, the toxicity of disulfiram or EtDTC (summarized in Fig. 3.) considerably
increases in the presence of copper, suggesting that the active compound is actually the
Cu(EtDTC), complex, and it acts as a potent inhibitor of the cellular proteasome. In addition,
disulfiram’s targets, multidrug resistance, angiogenesis, invasion and anticancer activity as a
DNA demethylating agent [128] or inhibitor of RING-Finger E3 ubiquitin ligases have been
described [129]. Nevertheless, further studies and larger clinical trials are required to utilize
disulfiram in clinics as an anticancer therapy. The term “repurposing” refers to the
identification of new uses for existing drugs, and it has been proposed to provide an effective
way to develop new chemotherapeutics [130-131]. According to Francis S. Collins, the
director of the NIH (National Institutes of Health), drug rescue and repurposing will be an
important focus of the NIH's proposed National Center for Advancing Translational Sciences
[132]. Importantly, disulfiram is a generic and unpatentable drug; therefore, the research and
trials will be financed by a government, non-profit organization or charity (such as
GlobalCures), leading to approval of disulfiram as the first non-profit drug against cancer

[133].
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ABBREVIATIONS

A¥m = mitochondrial membrane potential
AP-1 = activator protein 1

C-like = caspase-like

CP = core particle of the proteasome
CT-like = chymotrypsin-like

Cu(EtDTC), = bis(diethyldithiocarbamate)-copper complex
DNA = deoxyribonucleic acid

ER = endoplasmic reticulum

ERAD = ER-associated protein degradation
EtDTC = diethyldithiocarbamate

GR = glutathione reductase

GSH = glutathione (reduced form)

GSSH = glutathione (oxidized form)

ICso = half maximal inhibitory concentration

JAMM = JAB1/MPN/Mov34 metalloenzyme
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JNK = c-Jun N-terminal kinase

NAC = N-acetylcysteine

NF-kB = nuclear-factor kB

NIH = National Institutes of Health

O, " = superoxide radical

P-glycoprotein = permeability glycoprotein
PyDTC = pyrrolidine dithiocarbamate

RP = regulatory particle of the proteasome
ROS = reactive oxygen species

SOD-1 = CuZn superoxide dismutase
T-like = trypsin-like

UPR = unfolded protein response

UPS = ubiquitin-proteasome system
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