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Anotace

Onemocnéni riznymi typy rakoviny je v lidksé populaci stale ¢etnéjsi. S rostoucim procentem
vyskytu roste téz rezistence na bézné pouzivand léCiva. Z toho divodu jsou vyvijeny
a testovany nové latky, které by pomohly pii 1é¢bé tohoto onemocnéni. Vysoce efektivni
strategii je inhibice proteazomu, kterd se uspésné pouziva od roku 2003, kdy bylo schvaleno
prvni uznané IéCivo, bortezomib (I. generace). Velké procento pacienti bylo na 1éCbu
bortezomibem rezistentnich, coz vedlo k vyvoji inhibitori proteazomu II. generace
(carfilzomib, ixazomib, marizomib, orpozomib a disulfiram). Inhibitory I. a Il. generace jsou
zaméfeny na 20S podjednotku proteazomu. Vykazuji dobrou lécebnou odpovéd’, nicméné
se pomérng Casto objevuje relaps onemocnéni. Z tohoto diivodu se pii hledani novych typt
léciv studie zaméfily predev§im na 19S podjednotku proteazomu. Tak vznikly dalsi typy
potencialnich 1é¢iv, které riznym zptusobem ovliviiuji ubikvitin-proteazomovy systém (UPS).
Mezi tyto latky patii RA190, RA183, RIP-1, ubistatin B, capzimin, KDT-11, pevonedistat,
serdemetan, nutlin-3 a NSC-207895, jenz v soucasné dob¢ prochazeji intenzivnim testovanim.
Je teba zjistit, pro¢ dochazi k rezistenci nadorovych bunck na pouzivané 1é€¢ivo a eliminovat

piipadné vedlejsi uinky.

Kli¢ova slova:

proteazom, ubikvitin, degradace proteind, inhibitory proteazomu,rakovina



Annotation

Disease from various types of cancer is becoming more common in the human population.
As the percentage of occurance increases, so does resistance to commonly used drugs.
For this reason, agents are being developed and tested to help with the treatment of this
disease. A highly effective strategy is proteasome inhibition, which has been used
successfully since 2003, when the first authorized drug, bortezomib (generation 1),
was approved. A large percentage of patients were resistant to bortezomib, leading to the
development of Il. generation proteasome inhibitors (carfilzomib, ixazomib, marizomib,
orpozomib and disulfiram). Inhibitors of I. and Il. generations were focused on the 20S
proteasome subunit. They showed good results, however, relapse often occurred. For this
reason, in the search for new types of drugs, studies have focused on the 19S proteasome
subunit. So the new potential drugs that variously target the ubiquitin-proteasome system
(UPS) such as RA190, RA183, RIP-1, ubistatin B, capzimin, KDT-11, pevonedistat,
serdemetan, nutlin-3 and NSC-207895 were formed.These potential drugs are currently under
intensive investigation. It is necessary to find out why tumor cells are resistant to the used

drugs and to eliminate their side effects.

Keywords:

proteasome, ubiquitin, protein degradation, proteasome inhibitors, cancer
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SEZNAM ZKRATEK

ALDH
AML
ATP
Bax
Bcl-2
Bcl-XL
c20S
CDK
CP
CRLs
CYP
DUB
El

E2

E3
FAS ligand
GBM
HDAC
HDM2
HtrA2/0Omi
i20S
IAP
IGF-I
IKK
IL-6
IxB
MM
MTD
NAE
NEDD8
NF-xB
NOXA

enzym aldehyd dehydrogendza

akutni myeloidni leukémie

adenosintrifosfat

proapoptoticky protein (BCL2-associated X protein)
antiapoptotickymi protein (B-cell lymphoma 2)
antiapoptoticky protein (B-cell lymphoma-extra large)
konstitutivni proteazom

cyklin dependentni kynaza

centrdlni jednotka

cullin-RING ubikvitin ligazy

cytochrom P

deubikvitinaéni enzym

ubikvitin aktivujici enzym

ubikvitin konjugujici enzym

ubikvitin ligaza

transmembranovy protein typu II

glioblastom multiforme

histondeacetylaza

human double minute 2

serinova proteaza HtrA2

imunoproteazom

inhibitor apotézovych proteinti

rustovy faktor podobny inzulinu

enzym IkB kindza

interleukin-6

inhibitor jaderného faktoru kappa B
mnohocetny myelom

maximalni tolerovana davka

NEDD& aktivujici enzym

protein NEDD8 (neural cell developmentally downregulated 8)

jaderny faktor kappa B

proapoptoticky protein (phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1)



p21
p27
p53
PARP
PUMA
ROS
RP
RRMM
TNBC
TNF-a
UPS
VEGF

protein p21

protein p27

protein p53

poly(ADP-ribosa) polymeraza
proapoptoticky protein PUMA (p53 upregulated modulator of apoptosis)
kyslikové radikaly

regulacni jednotka

relabujici/refrakterni mnohocetny myelom
triple negativni karcinom prsu

faktor nadorové nekrézy a
ubikvitin-proteazomovy systém

vaskularni endotelidIni rastovy faktor



1 Uvod

Tato literarni reSerSe se zabyva inhibitory proteazomu. Ty jsou V soucasné dobé
pouzivany pii 1é€bé riznych typl rakoviny. Onemocnéni tohoto typu je stale Cetnéjsi, z tohoto
divodu je potfeba hledat vhodna 1é¢iva. Inhibice proteazomu se jevi slibné, coz dokladaji
studie provadéné po celém svété (napf. Veathington a Mallampalli, 2014; Sherman a Li,
2020; Lim a kol, 2007a). Pied vice nez 20 lety byla inhibice proteazomu povazovana
zariskantni a zaroven neudrZitelny pfistup k 1é€bé rakoviny. Dnes inhibitory proteazomu
predstavuji zaklad pii 1é¢bé mnohocetného myelomu (MM) a vyrazné zlepSuji kvalitu zivota
a prezivani pacienti s MM (Park a kol., 2018). Nejcastéji pouzivanym inhibitorem
proteazomu je bortezomib. Je vyuzivan pievazné pii 1é¢bé MM. Jelikoz se pacienti ¢asto
stavali rezistentnimi na 1lécbu bortezomibem bylo nutno vyvynout novy druh [éCiva
(inhibitory II. generace). Jejich G¢innost byla srovnatelna s bortezomibem, objevoval se vSak
relaps onemocnéni (Ma a Diao, 2015; Jao a kol., 2016). Nasledné bylo ptistoupeno k pouziti
dalsich latek ovliviujicich ubikvitin-proteazomovy systém (UPS) (Sherman a Li, 2020).
Z inhibitor 1. generace je u nds dostupny bortezomib, ktery je celosvétové nejcastéji
pouzivan. Z inhibitorti II. generace u nas muizeme najit ixazomib s registrovanym nazvem
Ninlaro, carfilzomib s registrovanym nazvem Kyprolis a disulfiram s registrovanym nazvem
Antabus. Inhibitory nové generace zatim nejsou klinicky uzivany, protoze vétSina z nich
je stale ve fazi testovani.

Cilem této bakalaiské prace je shrnout souc¢asné poznatkyo ubikvitin-proteazomovém
systému, inhibitorech proteazomu a o moznostech 1é¢by nadorovych onemocnéni pomoci

inhibitori proteazomu.
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2 Struktura proteazomu

Eukaryoticky 26S proteazom (obr. 1) je velky multi-podjednotkovy komplex ve tvaru
valce, ktery se podili na degradaci vétSiny proteinti v bunikdch. Skladd se nejméné z 33
podjednotek, které tvoti dva subkomplexy, 20S a 19S. Centralni jednotka (CP — core particle)
20S tvofi jadro valce. Regula¢ni jednotka (RP — regulatory particle)19S se nachazi na konci
kazdé centralni jednotky 20S a tvofi tak pomyslné kraje valce (Kisselev a kol., 2006;
Budelholzer a kol., 2017). 19S se sklada alesponn z 19 podjednotek, které jsou uspofadany
do subkomplexti bazi a vika. Bazi tvoii Sest ATPaz (Rptl — 6), které dohromady vytvaieji
hexamerni kruh a ¢tyfi non-ATPazové podjednotky, které tvoii dva proteiny skeletu (Rpnl
a 2) a dva ubikvitinové receptory (Rpnl10 a 13). Zbyvajicich devét podjednotek (Rpn3, 5 — 9,
11, 12 a 15) predstavuje strukturu vika. Patii sem Sest podjednotek (Rpn3, 5, 6, 7, 9 a 12)
obsahujicich COP9/sigalosom-elF9 (PCI), dvé podjednotky (Rpn8 a 11) Mprl — Padl — N —
terminalni (MPN)a maly adhezivni protein Sem1 (Budenholzer a kol., 2017).

195

208

Obr. 1: Struktura lidského 26S proteazomu. 26S (oranzova); ATPaza (modra); Rpnl, 2, 10 (svétle modra);
Rpn3, 5, 6,7, 9, 12 (zelend); Rpn8 (fialova), Rpnl1 (razova) (Upraveno z: Wehmer a Sakata, 2016).

Hlavni funkci subomplexu 19S je rozpoznat, rozlozit, deubikvitinovat a translokovat
substraty docastice 20S, ktera obsahuje proteolyticka mista proteazomu a dochazi zde
k degradaci substratd na kratké proteiny. Proteolytické Stépeni substratti probiha tedy
v centralni dutiné¢ 20S, kde jsou ulozena aktivni mista. 20S je tvofena duplikaci sedmi o
a sedmi B podjednotek, které tvofi ¢tyfi axialné naskladané heteroheptamerni kruhy (obr. 2).
o kruhy maji omezovaci a branici funkci, zatimco podjednotky B (B1, B2 a BS) obsahuji NH»-

termindlni threoniny, které jsou zodpovédné za rtizné proteolytické aktivity proteazomu.
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Podjednotky B1, p2 a B5 jsou oznaCovany jako podobné kaspaze (caspase-like), trypsinu
(trypsin-like) a chymotrypsinu (chymotrypsin-like), protoze preferované misto ke $tépeni
kazdé podjednotky je podobné jejich znamym proteazam (Wang a kol., 2017; Wehmer
a Sakata, 2016).

Obr. 2: Struktura proteazomu. Ctyfi prstence po 7 podjednotkach v potadi appa (Prevzato z: Matéjikova a kol.,
2013).

Pro proniknuti do tzkého axiidlniho kandlu z ATPazy musi byt substraty pied
translokaci rozlozeny a deubiqitinovany. VétSina substrat je v prvni fadé kovalentné
modifikovana ubikvitinem a vznikd ubikvitinovany substrat, ktery slouzi k nasmérovani
do proteazomu. Ubikvitinovany substrat je do proteazomu vazan pomoci vnitinich
ubikvitinovych receptorti (Rpnl10, Rpnl3). Poté probiha deubikvitinace vazanych substrati

za pomoci vnitini deubikvitinazy Rpnl1 (Kupperman a kol., 2010).
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3 Ubikvitin-proteazomovy systém

3.1 Funkce

Ubikvitin-proteazom systém (UPS) je hlavnim systémem degradace intracelularnich
proteinii (Schwartz a Ciechanover, 2009). Primarni funkci UPS je regulace bunéénych
proteinti, ktera je nezbytna pro diferenciaci a proliferaci bunc¢k (Ciechanover, 2005).
Regulacni funkce jsou zprostiedkovany predevsim ubikvitinovymi ligaizami a deubiqita¢nimi
enzymy (Gupta a kol., 2018). Zpocatku je ubikvitin aktivovan prostfednictvim ATP-
dependentni tvorby vysokoenergetické thioesterové vazby mezi aktivnim mistem cysteinu
ubikvitin aktivujiciho enzymu (E1) a karboxylovym koncem ubikvitinu. Ubikvitin je poté
pienesen do ubikvitin konjugujicich enzyma (E2) a nakonec je konjugovan k lysinovym
zbytkim v substratu nebo k N-terminalni aminoskupiné pomoci ubikvitin ligazy (E3).
Tato ligaza rozpoznava specifické vzory v cilovém proteinu. Dalsi molekuly ubikvitinu
se pfipoji na prvni molekulu a wvytvateji polyubikvitinovany shluk molekul.
Ten je rozpoznavan proteazomem 268S, coz vede k degradaci substratu (obr. 3) (Gong a kol.,
2016).

Béhem normalni proteinové homeostazy jsou specifické proteiny urceny k destrukci
prostiednictvim pfipojeného ubikvitinu (Adams, 2004). K tomu slouzi specializované
ubikvitin-proteinové ligazy, které maji schopnost rozpoznavat chybné slozené proteiny oproti
normalné sloZzenym proteinim (Fredrickson a Gardner, 2012). Pleiotropni u¢inky inhibitora
proteazomu také vedou k aktivaci antiapoptotickych drah, které mohou potlacit
protinadorovou aktivitu (Orlowski a Kuhn, 2008). Apoptéza je indukovana extra- nebo
intracelularnimi signaly, které spoustéji charakteristické signalizacni kaskady, vcetné jaderné

kondenzace a fragmentace DNA (Khazaei a kol., 2017).
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Ubikvitin

- A-*
Protein

Ubikvitinovany protein

Ubikvitin

Ao Peptidové
fragmenty

Proteazom

Obr. 3: Struktura a funkce proteazomu. Proteiny uréené k degradaci jsou konjugovany s vice jednotkami
ubikvitinu a poté jsou pfivadény do regulacni ¢astice (RP) proteazomu. Proteiny jsou degradovany na peptidy
V B podjednotkach jadrové castice (CP) a produkty jsou volné ubikvitinové jednotky a peptidové fragmenty

(Pfevzato a upraveno z: Teicher a Tomaszewski, 2015).

3.2 Ubikvitinace

Ubikvitin je maly protein, ktery se sklada ze 76 aminokyselinovych zbytkt. Nachazi
se ve vSech tkanich eukaryotickych organismi. V bunice se vyskytuje bud’ jako volna
molekula, nebo je pfipojen k proteinim pomoci kovalentni vazby. Proces znaceni proteinti
ubikvitinem se nazyva ubikvitinace a byl objeven v 70. letech (Shaid a kol., 2013). V burice
piedstavuje hlavni signal, kterym jsou vyvazovany hladiny intracelularnich proteint a podili
se na hlavnich bunéénych procesech, jako je apoptdza, replikace a opravy DNA, progrese
bunééného cyklu, transkripce a imunitni reakce (Mukhopadhyay a Riezman, 2007; Ikeda
a Dikic,2008; Zientara-Rytter a Subramani, 2019).

Vétsina proteint uréenych k degradaci je pfed vstupem do proteazomu oznacena
pomoci ubikvitinovych znacek nebo degront. Degron je ¢ast proteinu sloZzena ze sekvenci
kratkych aminokyselin a je dalezita pfi regulaci proteind. Ve vétsing piipadt tvoii ubikvitin
isopeptidovou vazbu pomoci jeho C-koncové karboxy-skupinys g-aminoskupinou lysinovych
zbytkli v substratech. Vaze se také s N-koncem polypeptidového fetézce nebo postranniho
fetézce cysteinového zbytku substratového proteinu. V mnoha piipadech jsou K lyzinovému
zbytku prvniho ubikvitinu ptipojeny dalsi a dochazi tak K vytvofeni polyubikvitinového
fetézce (Foot a kol., 2017). Cely proces vedouci k ubikvitinaci probihda v n¢kolika krocich

15



(obr. 4). Pocatecnim krokem je aktivace ubikvitinu prostfednictvim ubikvitin aktivujiciho
enzymu (E1), ktery ptipojuje glycin 76 k cysteinovému zbytku v E1 pfes thioesterovou vazbu.
Poté je ubikvitin pfenesen na cysteinovy zbytekenzymu konjugujiciho ubikvitin (E2).
V poslednim kroku je pomoci ubikvitinové ligazy (E3) usnadnén ptenos ubikvitinu z nabitého
E2 do vnitfniho lyzinového zbytku v substratu. Substraty mohou byt monoubikvitinované
nebo polyubikvitinované na jednom nebo vice lysinovych zbytcich. Ubikvitin Ize také
odstranit z ubikvitinovanych proteinit pusobenim deubiquitaénich enzymt (DUB) (Foot
a kol., 2017).

ATP  ADP + PPi

B / 1 \
@’\ & @/\

C Ub

A@ﬁ@%—’@%g

ciL

Obr. 4: Ubikvitinaéni kaskada. A: Prvnim krokem je aktivace ubiquitinu pomoci El, ktery je zavisly na dodani
energie. Takto aktivovany ubiquitin se poté pievede na E2. B: V poslednim krokuE3 katalyzuje pienos
ubiquitinu na cilovy substrat. Existuji tfi znamé tiidy E3, a to HECT E3, ktery nejdiive pfijme ubiquitin
na katalyticky cysteinovy zbytek, a poté jej prenese na substrat; RING E3 usnadiuje pfenos piimo z E2
na substrat; RBR E3 funguje jako hybrid RING/HECT. C: Substraty mohou byt modifikovany riznymi zptisoby
napi. monoubiquitinaci, multi-monoubiquitinaci, homotypovou polyubiquitinaci, heterotypovou polyubiquitinaci

a rozvétvenim (Upraveno z: Foot a kol.; 2017).

Degradace muze byt fizena nacasovanim ubikvitinaéniho procesu. Mnoho E3
rozpozna své substraty pouze tehdy, pokud je jejich misto interakce nejdiive fosforylovano
kindzou (Deshaies a Joazerio, 2009). Potadi degradace je béhem bunééného cyklu fizeno také
regulatory. Ty jsou ubikvitinovany stejnymi E3. V eukaryotech je degradace proteinu
ve vét§iné piipadi iniciovana piipojenim ubikvitinovych fetézcl, které pomoci 26S

proteazomu oznacuji proteiny pro destrukci (Rape a kol., 2006).
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Ubikvitinové znacky na proteinech se prostfednictvim plisobeni enzymit E3 a DUB
mohou zvétSovat a zmenSovat, 1 kdyz jsou ve vazbé s proteazomem. DUBYy upravuji
(zastiihdvaji) ubikvitinové fetézce z distalniho konce na jedné nebo nékolika ubikvitina¢nich
skupinach najednou. Omezuje se tak doba, po kterou zustava zbytek substratu pripojen
na proteazom (Lee a kol., 2010).

Proteazom rozpoznava a vaze své substraty pomoci svoji polyubikvitina¢ni znacky
a iniciuje degradaci na neuspotfadanych oblastech substratu (Prakash a kol., 2004). Oznaceni
ubikvitinem umozZniuje proteazomu navazat cilové proteiny. Neuspofadana oblast slouzi jako
misto pocatku degradace substratu proteazomem. Ubikvitinova znacka nemusi byt umisténa

na stejném polypeptydovém tetézci (Prakash a kol., 2009) (obr. 5).

Ubiquitinace a

deubiquitinace
Ub (Ub)n-substrat
& @2 Rozpoznani
Substrat \E1, E2, £3 P

substréatu

Navazéni
;DUBS P
\ OO A\
Neusporadana <

-

oblast

265 proteazom

RozloZeni
Translokace

080 a

Deubiquitinace

Obr. 5: Degradac¢ni cyklus UPS. Proteiny jsou cilené na proteazom pomoci dvoudilného degrada¢niho signalu
nebo degronu. Zahrnuje vnitin€ neusporadané ¢asti bez substratl a reverzné piipojené polyubiquitinové znaénky
(Ubn). Polyubiquitinova znacka je pfipojena pomoci E1-E2-E3 ubiquitina¢ni kaskady a tento proces muze byt
zvracen pomoci DUBs (vlevo nahoie). Proteazom rozpozna svilj substrat na ubiquitinové znacce pomoci
ubiquitinovych receptort (Rpn10 a Rpn13; zelena nahote) a iniciuje degradaci v nestrukturované ¢asti (vpravo).
Jakmile proteazom obsadi sviij substrat, rozlozi protein translokaci do centralni dutiny v jadrové &astici, kde
je protein postupné protealyzovan (dole).Polyubiquitinova znacka je ods$tépena vnitinim DUB Rpnl1(svétle

modra) bezprostiedné pied degradaci (Upraveno z: Inobe a Matouschek, 2014).
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4 Inhibitory proteazomu

Inhibitory proteazomu jsou kratké peptidy, které maji kovalentné¢ navazany farmakofor.
Farmakofor je skupina atomu, které jsou navazany na Katalytickd mista proteazomu
a zabranuji jeho spravné funkci. Inhibitory proteazomu byly pivodné vyvinuty jako latky
s potencialnim piinosem k prevenci kachexie, ktera souvisi s rakovinou (Schwarzkopf a kol.,
2006; Petruzzelli a Wagner, 2016).

Pozdg&jsi in vitro vyzkumy ukazaly, ze inhibitory proteazomu vykazuji Siroké spektrum
antiproliferativni a proaptotické  aktivity proti hematologickym a solidnim nadoram.
| pres jejich velky terapeuticky potencial, mnohé z nich vykazovaly nedostatek uc¢innosti,
specifity nebo stability, coz vedlo ke vzniku novych inhibitori s vétSim potencidlem
a selektivnéjsi aktivitou (Crawford a kol., 2011).

VétSina nadorovych bun€k je vysoce proliferativnich a maji zvySené naroky
na syntézu proteini, coz vede k vétsi citlivosti vici proteazomové inhibici. Jiz diive bylo
prokazano, ze zvySena proteazomova aktivita v leukemickych bunikéch je spjata se zvySenou

citlivosti na proteazomové inhibitory (Crawford a kol., 2009; Koyama a kol., 2014).

4.1 Mechanismy protinadorového ptisobeni

Existuje né€kolik mechanismi, které vysvétluji protinddorovou aktivitu inhibitora
proteazomu. Z velké miry jsou dusledkem zhorSené degradace proapoptotik
a/nebo regulac¢nich proteint (Nencioni a kol., 2007). Bylo prokazano, ze inhibice aktivity
transkripniho faktoru nadorovych bunék (NF-xB), zména degradace proteini souvisejicich
s bunécnym cyklem, zména proapoptotické a antiapoptotické bilance proteinti, stres
endoplazmatického retikula, inhibice angiogeneze a opravy DNA, piispivaji k apoptotickému
pusobeni inhibitorli proteazomu v nadorovych buiikach (Nawrocki a kol., 2008; Crawford

a kol., 2011).

411 Inhibice jaderného faktoru kappa B

Jednim z prvnich mechanismii plisobeni pfisuzovanych inhibitorim proteazomu, byla
inhibice transkripniho jaderného faktoru NF-kB (nuclear factor kappa B) pomoci stabilizace

jeho inhibitoru jaderného faktoru kappa B (IxB) (Traenckner a kol., 1994; Crawford a kol.,
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2011). NF-xB reguluje rizné imunitni a zanétlivé odpovédi, ale také hraje dilezitou roli
pti tvorbé nadort (Tabruyn a Griffioen, 2008).

NF-«B je vazan na sviij IkB v cytoplasmé a je aktivovan jeho proteazomalni degradaci
IkB. Inhibice proteazomové aktivity zabranuje degradaci IkB, nasledné aktivaci a translokaci
NF-«xB do jadra. NF-xB je aktivni u velké ¢asti rakovin v pokrocilém stadiu. Bylo prokazano,
ze hraje roli v rezistenci vii¢i chemoterapeutickym ¢inidlim, proto byl NF-kB po néjaky cas

zajimavy jako potencialni terapeuticky cil (Lugman a Pezzuto, 2010; Crawford a kol., 2011).

4.1.2 Bunécny cyklus

Progrese v bunéném cyklu probiha ptes pevné fizenou souhru cyklini a cyklin
dependentnich kyndz (CDK). Ztrata kontroly bunécného cyklu je zasadnim krokem
v onkogenezi. UPS zprostfedkovava degradaci mnoha regulacnich proteini bunééného cyklu.
Existuje fada zpiisobt, kterymi mohou inhibitory proteazomu vyvolavat zastavu bunééného
cyklu. Jednim ze zplsobi je to, ze interferuji s degradaci cyklinii a regulacnich proteint
buné¢ného cyklu v malignich bunikach (Casimiro a kol, 2012). Naptiklad protein p27 je CDK
inhibitor, ktery inhibuje cyklin D i cyklin E, a tim negativné reguluje prib¢h faze bunééného
cyklu G1/S (Sherr a Roberts, 1999).

Degradace p27 tedy podporuje progresi v bunééném cyklu. Bunééné hladiny p27 jsou
fizeny UPS. Nizka exprese p27 je spojena s rustem nadoru a Spatnou progndézou u ruznych
malignit, véetné lymfomu, rakoviny prsu, plic, tlustého stfeva, prostaty, vajeCniku a mozku
(Chu a kol., 2008).

4.1.3 Regulace apoptozy

Apoptoza je regulovana protichidnymi aktivitami proapoptotickych a antiapoptotickych
molekul. Rakovinné bunky maji casto neregulované apoptotické signdlni drahy, které déavaji
malignim bunkdm vyhodu pteziti a mohou poskytnout rezistenci vii€¢i chemoterapeutickym
¢inidltim (Siegel a Lenardo, 2002). Proteazom se podili na kontrole apoptdézy modulaci hladin
proapoptotickych a antiapoptotickych faktord. Inhibice aktivity proteazomu ma za nasledek
zvySenou hladinu proapoptotickych faktort, jako jsou protein p53, proapoptoticky protein
BCL2-associated X protein (Bax) a proapoptoticky protein phorbo-12-myristate-13-acetate-
induced protein 1 (NOXA), pficemz se snizuji hladiny antiapoptotickych proteint, jako jsou
antiapoptoticky protein B-cell lymphoma (Bcl-2) a inhibitor apoptdézovych proteini (IAP)
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(Shibue a kol., 2003; Pistritto a kol., 2016). Bylo prokazano, ze inhibitory proteazomu
indukuji apoptozu v fadé malignich bunécnych typl. Pokud se pouzivaji jako jediné Cinidlo,
zvysuji citlivost na jina chemoterapeuticka ¢inidla (McConkey a Zhu, 2008).

p53 je zasadnim regulatorem apoptozy, ktera je indukovana poskozenim DNA (Jung
a kol., 2019). Tento supresor je velmi Casto inaktivovan v malignich bunkach, coz vede
Kk progresi nadoru a rezistenci na 1éky (Momand a kol., 1998; Hientz a kol., 2017). Inhibice
proteazomu vede k akumulaci p53. Aktivuje cilové geny p53, jako je protein p21,
transmembranovy protein typu II (FAS ligand), proapoptoticky protein p53 upregulated
modulator of apoptosis (PUMA) a Bax (Nakano a Vousden, 2001; Pistritto a kol., 2016).
Inhibitory proteazomu indukuji apoptéozu zavislou na p53 u bunéénych linii odvozenych
od karcinomu ledviny, rakoviny tlustého stieva, melanomu a mnohocetného myelomu (Ding
a kol., 2007; Harris a kol., 2018).

4.1.4 Stres endoplazmatického retikula

Endoplazmatické retikulum hraje ditleZitou roli pii sklddani a zrani proteinti. NesloZzené
nebo Spatné slozené proteiny jsou nasmérovany do proteazomu k degradaci. Inhibice
proteazomu vede k akumulaci a agregaci chybné slozenych proteinti v endoplasmatickém
retikulu, coz ma za nasledek jeho stres, ktery vyvolava UPR (unfolded protein response).
UPR je primérni odpovédi, ktera snizuje akumulaci nerozlozenych proteinti a obnovuje funkci
retikula (Corazzari a kol., 2017; Roeten a kol., 2018). Maligni bunky maji obecné vyssi
rychlost syntézy proteinu nez normalni buiiky, coz zpusobuje vy$s$i nachylnost k agregaci
proteinti a citlivost na apoptézu indukovanou inhibitorem proteazomu. Bylo prokazano,
ze inhibice aktivity proteazomu vyvolava proapopticky stres endoplasmatického retikula
v mnoha rakovinnych bufikach, véetné mnohocetného myelomu, rakoviny pankreatu, hlavy
a krku a nemalobuné¢ného karcinomu plic (Nawrocki a kol., 2005; Obeng, 2006; Morgillo
a kol., 2011).

4.1.5 Inhibice angiogeneze

Angiogeneze je proces tvorby novych cév. Je nezbytnym ptedpokladem pro rust
nadoru, protoze zasobuje proliferujici nador zivinami a kyslikem. Proces angiogeneze miiZe
ptispivat k progresi, invazi a metastdzovani nadoru a je obecné povaZzovan za indikéator

prognézy nadoru (El-Kenawi a El-Remessy, 2013). Tento proces také zahrnuje migraci
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a diferenciaci endotelidlnich buné€k, které lemuji vnitini sténu krevnich cév (Cook a Figg,
2010).

ucinkim na myelomové bunky, ale také ucinkim na mikroprostiedi nadoru, vcetné
antiangiogennich ucinkt. Ukézalo se, Ze inhibitory proteazomu maji nepfimy vliv
na angiogenezi, a to snizenim sekrece vaskularniho endotelialniho ristového faktoru (VEGF)
(Hideshima a kol., 2001). Proces angiogeneze je fizen chemickymi signaly v téle. Nékteré
Z téchto signald, jako je VEGF, se vazi na receptory na povrchu normalnich endotelidlnich
bunék. V ptipadé, ze se VEGF a dalsi endotelidlni ristové faktory vazi na své receptory
na endotelidlnich bunkach, jsou uvnitf téchto bunck iniciovany signaly. V téchto bunkach

poté dochazi k podpofte rustu a k pteziti novych krevnich cév (Cook a Figg, 2010).

4.1.6 Opravy DNA

Nedavny vyzkum prokazal ulohu UPS pii regulaci opravy DNA prostfednictvim
mechanismd, jako je naptiklad reparace po replikaci nebo homologni rekombinace (Motegi
a kol., 2009). Inhibitory proteazomu mohou ovlivnit tyto drahy prostiednictvim vyc¢erpani
dostupného ubikvitinu v jadie. Inhibice aktivity proteazomu vede k hromadéni
nedegradovanych polyubikvitinovanych proteini, coz vede ke snizeni mnozstvi volného
ubikvitinu v buice. Ubytek volného ubikvitinu ma za nasledek ztratu monoubikvitinovanych
histont v jadre, a také vy$si miru poSkozeni DNA (Marsh a Dickson, 2019). Bylo prokazano,
ze inhibitory proteazomu zvysuji citlivost nadorovych bunck na rizné druhy protinddorové
1€cby, jako jsou radiace, inhibitory kamptothecinu a topoizomerazy, z nichz vSechny indukuji

poskozeni DNA (Crawford a kol., 2011; Matsuno a kol., 2018).

4.2 Autofagie

Indukce autofagie, jako alternativni cesta degradace a recyklace intracelularnich
proteind, miize fungovat jako mozny zplsob piezivani pfi stresu endoplasmatického retikula,
ktery je vyvolan inhibitory proteazomu. Cytosolové agregaty vSudypiitomnych proteinti
(agrezomy) jsou pieneseny mikrotubuly do lyzozomu a zde jsou degradovany pomoci

autofagie. Zasadni roli pii transportu agrezomt mikrotubuly hraje histondeacetylaza (HDAC)
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typu II, kterd rozpoznava proteinové agregaty pomoci navazani na polyubikvitinované

proteiny (Ouyang a kol., 2011; Roeten a kol., 2018).
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5 Inhibitory proteazomu I. generace

5.1 Bortezomib

5.1.1 Historie a struktura

Bortezomib je dipeptidovy derivat kyseliny borité, ktery obsahuje kyselinu
pyrazinovou, fenylalanin a leucin s kyselinou boritou ve své struktute (obr. 6). Atom boru
je nezbytny pro inhibici aktivity proteazomu, protoze ma schopnost specificky vazat B5
katalytickou podjednotku proteazomu (Chen a kol., 2011). Molekulovy vzorec bortezomibu
je C1gH25BN4O4 a jeho chemicky nazev IUPAC je kyselina [3-methyl-1-(3-fenyl-2-pyrazin-2-
ylkarbonylamino-propanoyl) amino-butyl] boronova (Chen a kol., 2010).

Bortezomib byl syntetizovan v roce 1995 a v roce 1999 byly provedeny rozsahlé
klinické zkousky. V roce 2003 byl v USA schvalen ufadem FDA s nazvem bortezomib
(znatka Velcade®) pro 1é¢bu pacienti s mnohoCetnym myelomem (MM),
relapsem/refrakternim MM (RRMM) a lymfomem z plastovych bunék. Inhibice proteazomu
muze podporovat degradaci antiapoptotickych proteinti a zabranit degradaci proapoptotickych
proteinii, coZ ma za nasledek programovanou bunécnou smrt v malignich buiikach (Kane
a kol., 2007; Chen a kol., 2011).

Udaje zklinickych studii 1. faze ukézaly pfijatelnou wrovefi toxicity spojenou
s vyznamnym klinickym piinosem vic¢i hematologickym malignitim (Adams a kol., 1999;
Orlowski a kol., 2002). Bortezomib se ukazal byt pfinosny nejen pii 1é€bé mnohocéetného
myelomu, ale je také intenzivné studovan v souvislosti s dalSimi hematologickymi
malignitami a solidnimi nadory, at’ jiz jako samostatny piipravek, nebo jako soucast
kombinované terapie. Byly vSak pozorovany nékteré toxické vedlejsi ucinky spojené s 1é¢bou
bortezomibem. Samotny bortezomib vykazoval minimalni G¢inky pfi 1é€bé solidnich nadort.
Vkombinaci s jinymi piipravky pii probihajici chemoterapii se reakce pacientli nezlepsila

(Dou a Goldfarb, 2002; Kane a kol., 2006; Chen a kol., 2011).
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Obr. 6: Chemicka struktura bortezomibu (Pfevzato z: Muz a kol., 2016).

5.1.2 Mechanismus pisobeni

Bortezomib plsobi jako reverzibilni inhibitor 26S proteazomu. Obvykle se stava
nedetekovatelnym 72 hodin po jeho podani, kdy dochazi k obnoveni inhibované aktivity
proteazomu. Skupina boronové kyseliny v bortezomibu se muize vazat a tvofit komplex
s aktivnim mistem hydroxylové skupiny threoninu v 5 podjednotce a blokovat
chymotrypsin-like aktivitu proteazomu (obr. 7), ktery je zodpovédny za indukci bunécné
smrti (Schwartz a Davidson, 2004; Chen a Dou, 2010).

Obr. 7: Ukotveni bortezomibu do B5 podjednotky proteazomu. Obrazek ukazuje, Ze bortezomib zapada do S1
kapsy B5 podjednotky proteazomu a blokuje ji. (Upraveno z: Chen D. a kol., 2011).

Jednim z mechanismi u¢inku bortezomibu, které jsou spojeny s jeho protinadorovou
aktivitou je potlaceni signalni drahy NF-kB, ktera vede ke sniZeni hladiny antiapoptotickych
cilovych genti (Obr. 6). Aktivace NF-kB drahy je iniciovana degradaci IxB proteinu (obr. 8).
Fosforylace kB vede k ubikvitinaci IkB a degradaci proteazomem. S degradaci IxB se pak
komplex NF-xB piemisti do jadra, kde muze stimulovat expresi specifickych gend, véetné
cytokint, napft. interleukinu-6 a faktoru nadorové nekrézy a (IL-6, TNF-a), faktort preziti

(1AP, antiapoptoticky protein B-cell lymphoma-extra large (Bcl-XL)) a inzulinu podobnému
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rastovému faktoru (IGF-1). To ma za nasledek bunétnou proliferaci, rezistenci na indukci
apoptozy a rezistenci vici 1é¢ivim u rakovinnych bun¢k (obr. 8) (Chauhan a Anderson, 2003;
Adams, 2004). Lécba mnohocetného myelomu bortezomibem brani degradaci IxB, blokuje
aktivaci NF-xB, ¢imz potlacujeprodukci souvisejicich cytokind a faktorGpieziti v bunkach
mnohoc¢etného myelomu za ur¢itych experimentalnich podminek (Ma a kol., 2003; Chen
a kol., 2011; Roy a kol., 2018).

Obr. 8: Inaktivace NF-kB drahy bortezomibem. V odpovédi na vnéjsi stres dojde k fosforylaci IxB pomoci IKK
a je degradovan proteazomem. S degradaci IxB se pak komplex NF-«kB ptemisti do jadra a podporuje transkripci
fady genti pro preziti. Inhibice proteazomu brani aktivaci NF-kB a zvySuje citlivost malignich bunék

na chemoterapeutické 1éky (Upraveno z: Chen a kol., 2011).

Dalsim kliCovym mechanismem pisobeni bortezomibu spojenym s jeho
protirakovinnou aktivitou je zvySeni hladiny proapoptického proteinu NOXA. ZvysSena
regulace NOXA indukuje apoptozu selektivni interakci s antiapoptotickymi proteiny Bcl-XL
a Bcl-2 nebo stimulaci dalSich faktort podporujicich apoptézu (Oda a kol., 2000, Qin a kol.,
2005). NOXA muze byt indukovana bortezomibem v ruznych nadorovych buné¢nych liniich
s poskozenou signalizaci p53. Bortezomib mtize selektivné podporovat 20-60 nasobnou
indukci NOXA v riznych melanomovych bunkach, zatimco hladiny v normalnich

melanocytech zistavaji nezménény (Qin a kol., 2006; Nikoforov a kol., 2007).
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5.1.3 Klinické studie

vvvvvv

aktivita miize byt inhibovdna bortezomibem v zavislosti na velikosti davky a dobé, po kterou
byl 1ék podavan. Bortezomib byl testovan celkem ve tfech fazich. V prvni fazi byla zjisténa
maximalni tolerance a efektivita davky léku u pacienti s riznymi druhy rakoviny.
Tato maximalni tolerance byla pro samotny bortezomib stanovena na 1,04 mg/m?
V kombinaci s doxorubicinem u pokrocilych hematologickych malignit byla maximalni
tolerovana davka 1,30 mg/m2 (Holkova a kol., 2011; Chen a kol., 2011).

Ve druhé fazi testovani byla pouzita maximalni tolerovana davka, ktera byla zjiSténa
v prvni fazi. Testovani probihalo za tcasti vy3siho podtu pacienti ve vice skupinach. Uginky
bortezomibu byly navic testovany i v kombinaci s dalSimi Iéky pouzivanymi pii 16¢bé
rakoviny u pacienti s RRMM. Vysledky této faze byly z vétsi Casti pozitivni (Richardson
a kol., 2003; Markovic a kol., 2005; Chen a kol., 2011).

V ramci tieti faze byl testovan ucinek bortezomibu samostatné i v kombinaci s jinymi
lécivy. Tato studie prokazala, Ze pacienti, kterym byl podavan bortezomib od zacatku lécby
vykazovali vys§i pravdépodobnost preziti, nez pacienti, kterym byl bortezomib podan
po piedchozi 1€cbé konvencnimi 1éCivy (Curran a McKeage, 2009; Chen a kol. 2011; Mai
a kol, 2015).

Vysledky klinickych studii prokazaly, ze je bortezomib velmi UCinny pii 1é¢bé
pacientli s mnohocetnym myelomem. VéEtSina pacientli reaguje na pocateCni chemoterapii,
ale u mnoha z nich obvykle dojde krelapsu nemoci v dusledku proliferace rezistentnich
nadorovych bunck. Mira pozitivni odpovédi u 1é€by bortezomibem byla 35% pacientt, ktefi
byli predtim neuspésné IéCeni jinymi protinadorovymi Iéky (Richardson a kol., 2003).

Bylo prokazano, ze bunécné linie mnohocetného myelomu jsou 170krat citlivéjsi
na lécbu bortezomibem nez buiiky kostni dfené nebo bunky periferni krve zdravych jedinc.
(Hideshima a kol., 2001). Hlavnimi nevyhodami 1é¢by bortezomibem jsou Cetné vedlejsi
ucinky, jako je naptiklad unava, slabost, nevolnost, prijem, zvraceni, nechut’ k jidlu, nizky

pocet trombocytl a erytrocytl, neuropatie a dalsi (Tariman a Lemoine, 2003).
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6 Inhibitory proteazomu Il. generace
6.1 Carfilzomib

6.1.1 Historie a struktura

Carfilzomib je tretrapeptidovy epoxyketon pribuzny epoxymycinu. Molekulovy vzorec
je C4oHs7NsO7 (obr. 9) a jeho chemicky nazev IUPAC je (2S)-4-methyl-N-[(2S)-1-[[(2S)-4-
methyl-1-[(2R)-2-methyloxiran-2-yl]-1-oxopentan-2-yl]Jamino]-1-oxo-3-phenylpropan-2-yl]-
2-[[(2S)-2-[(2-morpholin-4-ylacetyl)amino]-4-phenylbutanoyl]amino]pentanamide (Herndon
a kol., 2013).

Je selektivnéj$i pro chymotrypsin-like aktivitu ve 20S podjednotce proteazomu.
Diky této zvySené selektivit¢ byly prokazany niz8§i nezadouci uéinky ve srovnani
s bortezomibem (McBride a kol.,, 2015). Inhibice proteazomu ma delsi pribéh kvuli
kovalentni vazbé na cilovy protein. (Khan a Stewart, 2011; Teicher a Tomaszewski, 2015).

Cilem inhibitora II. generace bylo dosazeni vyS§i uc¢innosti a niz8i toxicity.
Carfilzomib byl schvalen v USA v roce 2012 tiftadem FDA pro 1é¢bu pacienti s RRMM, ktefi
podstoupili nejméné 2 predchozi terapie. U téchto pacientii byla jiz difive pouzita Iécba
bortezomibem a jinymi imunomodula¢nimi ptipravky (de Moraes Hungria a kol., 2019).
V roce 2015 uiad FDA schvalil carfilzomib jako soucast kombinované terapie. V soucasné
dobé je Iék indikovan spole¢né s dexamethasonem nebo lenalidomidem (Perel a kol., 2016).
Carfilzomib oproti bortezomibu neni primdrné¢ metabolizovan jaternim cytochromem,
a proto jsou plazmatické hladiny minimaln¢ zavislé na funkci jater a soubézné podéavané

medikaci (Kortuem a Stewart, 2013).
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Obr. 9: Chemicka struktura carfilzomibu (Pfevzato z: Muz a kol., 2016).
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6.1.2 Mechanismus pusobeni

Carfilzomib selektivné cili na proteazomové enzymy uvnitf buiiky. Ireverzibilné se vaze
na aktivni mista 20S proteazomu, a také na hlavni slozku v ramci 26S proteazomu. Selektivni
a ireverzibilni inhibici téchto proteaz ma carfilzomib schopnost oddalit proliferaci a indukovat
apoptozu malignich plazmatickych bunék (Maisnar, 2016; Perel a kol., 2016).

Carfilzomib selektivné inhibuje B5 podjednotkukonstitutivniho proteazomu (c20S)
a B5i podjednotku imunoproteazomu (i20S) (obr. 10). Inhibice vSech proteazomovych
podjednotek vede k cytotoxickym ucinkiim na buiiky hematologickych malignit, ale také
na mononuklearni bunky periferni krve. Na rozdil od bortezomibu je carfilzomib v mensi
mife spojen s periferni neuropatii. Periferni neuropatii indukovanou bortezomibem
Ize vysvétlit mechanismem, ktery neni zavisly na proteazomu, a tento Ik inhibuje také
nékolik nonproteazomadlnich cilli (napf. serinové proteazy katepsin G, katepsin A, rennin,
dipeptidyl peptidazu Il a HtrA2/Omi). Serinova proteaza HtrA2/Omi se podili na pteziti
neurond a je inhibovana bortezomibem, nikoli vsak carfilzomibem. Carfilzomib dobie
pronika do celého téla, ale nepiekrauje hematoencefalickou bariéru (Lee a kol., 2016; Perel
a kol., 2016). Kvuli peptidovému slozeni muze byt carfilzomib degradovan endogennimi
protedzami a plasmatickymi peptazami, coz snizuje jeho ucinnost (de Moraes Hungria a kol.,
2019). Ma velmi kratky polo€as rozpadu, ptiblizné¢ 30 minut. Na rozdil od bortezomibu
je extrahepatalné metabolizovan na neaktivni metabolity (Lee a kol., 2016; Perel a kol.,
2016). Samotnd inhibice proteazomu trva 48 hodin a déle. Po podani neni carfilzomib

V systému kumulovan.
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Obr. 10: Mechanismus proteazomové inhibice pfi pouziti carfilzomibu (Upraveno z: Groen a kol., 2019).

6.1.3 Klinické studie

Ve dvou studiich faze 1 bylo zkoumano nékolik strategii podavani jak samotného
carfilzomibu, tak v kombinaci s lenalidomidem, dexamethasomem, melphalanem
a prednisonem, ale maximalni tolerovana davka nebyla zjisténa. Maximalni testovana davka
byla stanovena na 20 mg/m?, s naslednym navySenim na 27 mg/m? Tento davkovaci rezim
byl pouzit i v nasledujicich klinickych studiich. Stale v§ak nebylo objasnéno nejoptimalngjsi
davkovaci schéma (Kortuem a Stewart, 2013; Groen a kol., 2019). Této studie se zucastnili
pacienti s hematologickymi malignitami a jejich relapsem (MM, Non-Hodgkiniv lymfom,
Hodgkintv lymfom), ktefi podstoupili alesponi dvé predchozi lécby (McBride a kol., 2015).

Ve studii faze II bylo pouzito stejné schéma davkovani carfilzomibu jako v prvni fazi.
Ani v této fazi nebyla stanovena maximalni tolerovana davka. Studie se zucastnili pacienti
SRRMM. V této studii byl spole¢né s carfilzomibem podavan v nékolika skupinach
i dexamethason (Kortuem a Stewart, 2013; Groen a kol., 2019).

V posledni studii  faze III byly srovnavany ucinky lécby carfilzomibu
s dexametasonem a bortezomibu s dexametasonem. Byla zjisténa vy$s$i GCinnost a nizsi
toxicita carfilzomibu nez bortezomibu, ktery tak muze byt potencionalné carfilzomibem

pii [é¢be pIné nahrazen (Maisnar, 2016; de Moraes Hungria a kol., 2019).
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Vyhodou lécby carfilzomibem je nizky vyskyt periferni neuropatie na rozdil
od bortezomibu. Ma potencialni vyuziti také u dal$ich onemocnéni jako Waldenstromova
makroglobulinemie, lymfom, amyloidéza a rtznych druhti autoimunitnich onemocnéni.
Celkova odpoveéd’ pri 1é¢bé carfilzomibem ¢inila u posledni studie 46% pfi nizSich davkach
a53% pri vysSich davkach. Lécba je celkové dobfe snasena a je bezpecnou moznosti
U pacientit s poruchou funkce ledvin a jater a u pacientti s periferni neuropatii (Kortuem
a Stewart, 2013). Vyvoj carfilzomibu pfedstavuje vyznamny pokrok smérem k méné
neurotoxickym a uc¢innéjSim proteazomovym inhibitorim (Brayer a Baz, 2017). Naopak
nevyhodou je zvySena kardiovaskularni toxicita. Nejcast€jSimi nezadoucimi ucinky jsou
trombocytopenie, Unava, neutropenie, lymfopenie, anémie, pneumonie a hyperglykemie

(Kortuem a Stewart, 2013).

6.2 Ixazomib

6.2.1 Historie a struktura

Ixazomib je modifikovana peptidova kyselina boronova (Obr. 11). Je formulovan jako
stabilni ester citratu, ixazomib citrat (Skofepova a kol, 2017). Ten za fyziologickych
podminek rychle hydrolyzuje na biologicky aktivni formu kyseliny boronové, ixazomib
(Richardson a kol., 2014; Gupta a kol., 2019). Molekulovy vzorec je C14H19BCI;N204. Jeho
chemicky nazev IUPAC je [(1R)-1-[[2-[(2,5-dichlorobenzoyl)amino]acetyllamino]-3-
methylbutyl] boronova kyselina (Gupta a kol., 2018). Ixazomib je vysoce rozpustny a ma
nizkou propustnost. Chemické struktura ixazomibu obsahuje jedno chirdlni centrum, pficemz
1é¢iva latka je > 99,0% R enantiomer (Gupta a kol., 2019).

Klinicky vyvoj ixazomibu byl rychly. Od pocate¢niho zatfazeni pacientti do studii
uplynulo 6 let do schvaleni. Jako prvni peroralni inhibitor proteazomu byl schvalen v roce
2015 uradem FDA v kombinaci s lenalidomidem a dexamethasonem k 1€cbé pacientl
a kol., 2019). Hlavnim diivodem zrychleného vyvoje byla pfedem specifikovana a komplexni
charakteristika klinické farmakologie této perordlné podavané latky. Schvaleni bylo

provedeno na zaklad¢ vysledku studie faze IIT (Dimopoulos a kol., 2019).
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Obr. 11: Chemicka struktura ixazomibu (Pfevzato z: Muz a kol., 2016).

6.2.2 Mechanismus pisobeni

Studie in vitro prokazaly, Ze ixazomib je selektivni, i¢inny a reverzibilni inhibitor 20S
proteazomu, ktery se piednostné vaze a inhibuje proteolyticky aktivni misto 5 podjednotky
(chymotrypsin-like). Pfi podani vy$s$i koncentrace IéCiva mize dojit k vazbé na [l
podjednotku (caspase-like) a P2 podjednotku (trypsin-like) a zpusobit jejich inhibici.
Tato selektivita a uc¢innost je podobna jako u bortezomibu, nicméné ixazomib
se od bortezomibu lisi svou vazebnou kinetikou. Ma podstatné kratsi polocas rozpadu (t%2).
t’2 u ixazomibu Cini 18 min, coZ je pfiblizn€ Sestkrat rychlejsi neZ u bortezomibu, ktery €ini
110 min (Krhovska a Minafik, 2017; Gupta a kol., 2019). Ixazomib je odbouravan pomoci
cytochromu P (CYP) a non CYP enzymi. Je vylu¢ovan piedev§im moci, méné pak stolici
(Krhovska a Minatik, 2017; Richardson a kol., 2017).

6.2.3 Klinické studie

I. faze testovani probihala ve dvou klinickych studiich, kde bylo testovano odlisné
davkovaci schéma u pacient s MM. Populace pacientli méla primérny veék 64 let a hlavnim
kritériem byly minimaln¢ dvé ptedchozi linie 1é¢by, které zahrnovaly expozici bortezomibem,
imunomodulaénich piipravki a kortikosteroidi v jakékoli kombinaci (Brayer a Baz, 2017).
Bylo hodnoceno podavani 1éku jednou tydné a dvakrat tydné€. V obou davkovacich strategiich
byl ixazomib dobie snaSen. V obou studiich pfevladaly nezadouci u¢inky, trombocytopenie
a gastrointestinalni toxicita. Vys§i vyskyt Ginavy a vyrazky se vyskytoval u davkovani dvakrat
tydné. Studie fazel hodnotily ixazomib jako jedinou latku. Maximalni tolerovana davka byla

stanovena na 2,97 mg/m?. (Brayer a Baz, 2017; Zanwar a kol., 2018).
Klinickych studii faze II se iastnili pfedev§im pacienti s relapsem MM, kteti nebyli

diive 1éCeni Zadnymi inhibitory proteazomu. V klinickych studiich byl testovan ixazomib
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samostatné, ale i v kombinaci s dexamethasonem a cyklofosfamidem. Primarnim cilem této
faze bylo zjisténi procenta celkové odpovédi (Kumar a kol., 2018).

V soucasné dob¢ probihaji nové studie faze III, kde je testovan ixazomib v kombinaci
S lenalidomidem a dexamethasonem u odliSnych skupin pacientti. Vysledky studie faze III
prokazaly vys$$i miru pteziti u pacientt s RRMM (Brayer a Baz, 2017; Krhovska a Minaftik,
2017).

Vyhodou ixazomibu je jeho peroralni podani na rozdil od bortezomibu a carfilzomibu,
které jsou podavany intravendzné. Bortezomib a carfilzomib jsou spojeny se specifickymi
nezadoucimi uc¢inky, zejména s periferni neuropatii u bortezomibu a kardiovaskularni
toxicitou u carfilzomibu (Brayer a Baz, 2017; Gupta a kol., 2018). Vyskyt periferni
neuropatie u pacienti uzivajicich ixazomib je vyrazné niz$i ve srovnani s bortezomibem.
Mezi pacienty uzivajicimi ixazomib byly nejéastéjSimi nezadoucimi u¢inky (vyskytujici se
u > 20 % pacientli) prijem, zacpa, zalude¢ni potize, zvraceni, periferni neuropatie, bolest
zad, trombocytopenie a vyrazka, z nichz nejcastéj§imi zavaznymi nezadoucimi uéinky byly
trombocytopenie a prujem (Ramirez, 2017). Se zvySenym zaméfenim na dlouhodobou
kontinualni terapii u MM je potieba takovy inhibitor proteazomu, ktery kombinuje
pohodIngjsi podavani s tolerovanym toxickym profilem, coz ixazomib spliiuje (Brayer a Baz,

2017; Krhovska a Minaiik, 2017; Gupta a kol., 2018).

6.3 Disulfiram

6.3.1 Historie a struktura

Disulfiram je ¢lenem skupiny dithiokarbamati a obsahuje funk¢ni skupinu, kterd ma
schopnost vytvafet komplexni kovy a reaguje se sulthydrylovou skupinou (obr. 12) (Chen
a kol., 2006). Molekulovy vzorec disulfiramu je C10H20N2S4 (0br. 11) a jeho chemicky nazev
IUPAC je 1-(diethylthiokarbamoyldisulfanyl)-N,N-diethyl-methanethioamid (Sandberg a kol.
2008; Marciniec a kol., 2012).

Disulfiram patii k peroraln¢ podavanym lé¢iviim. Byl objeven ve 30. letech 20. stoleti
a v poslednich Sedesati letech je pouzivan pedevsim K 1é¢bé zavislosti na alkoholu. Je znaimy
pod obchodnim nazvem Antabus (Sanberg a kol., 2008). Jeho pouziti pfi 1é¢bé rakoviny
je popsano jiz od roku 1987 (Stewart a kol., 1987). Je povazovan za dobfie tolerované 1é¢ivo
S mirnymi nezadoucimi Gc¢inky. Disulfiram ireverzibiln¢ inhibuje enzym aldehyd

dehydrogenazu (ALDH). Ta vyvolava pii konzumaci alkoholu zvySeni koncentrace
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metabolitu acetaldehydu, coz vede k vysoce nepiijemnym piiznakim (Askgaard a kol., 2014;
Jiao a kol., 2016; Butcher a kol., 2018).

Bylo prokazano, ze disulfiram indukuje apoptézu v lidskych nadorovych buikach
U pacientti s myeloidni leukémii, karcinomem prsu, kolorektalnim karcinomem, karcinomem
vajecniki a s glioblastomem. Zakladni mechanismus ptsobeni vSak nebyl zcela objasnén

a jsou znamy pouze jeho mozné mechanismy (viz. kapitola 6.3.2) (Jiao a kol, 2016).
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Obr. 12: Chemicka struktura disulfiramu (Ptevzato z: Li a kol., 2020).

6.3.2 Mechanismus pusobeni

Bylo zjisténo, ze disulfiram inhibuje aktivitu proteazomu a selektivné indukuje
apoptozu v bunéénych liniich rakoviny prsu a prostaty. Proteasomova inhibice muze
podporovat protinadorovou aktivitu potlacenim NF-xB. Aktivace NF-xBse podili
na karcinogenezi prostiednictvim exprese gent bunétného cyklu, inhibitort apoptdzy
a invazivnich proteaz. Disulfiram navic mize inhibovat metylaci DNA v buiikach karcinomu
prostaty (Askgaard a kol., 2014).

V téle se molekula disulfiramu pfeménuje na mensi metabolit diethyldithiokarbamat.
Tento metabolit ma schopnost vytvaret silné komplexy s ionty médi a zinku (Triscott a kol.,
2015). Kombinace disulfiramu nebo jeho metabolitu s médi inhibuje proteazomovou aktivitu
v nadorovych bunkach. Inhibice proteazomové aktivity komplexem disulfiramu a médi
zpusobuje hromadéni polyubikvitinovanych proteinti a cytotoxickych proteinovych agregatt,
coz vede k naruseniproteinové homeostazy, a tim ke smrti rakovinnych bunék (Briining

a Kast, 2014; Jiao a kol., 2016).

33



6.3.3 Klinické studie

V soucasné dobé je testovan ucinek disulfiramu jako samostatného Ié¢iva i v kombinaci
S jinymi 1écivy (Jiao a kol., 2017). V L. fazi testovani byla jednou z vyznamnych klinickych
studii 1éCba glioblastomu multiforme (GBM) u 12 nové diagnostikovanych pacientli
po standardni chemoradioterapii. Primarnim cilem této studie bylo stanoveni bezpecnosti
a maximalni tolerované davky disulfiramu v kombinaci stemozolomibem. Maximalni
tolerovana davka byla stanovena na 500 mg denn¢. Disulfiram byl testovan také v kombinaci
s médi (Cu) (Huang a kol., 2016; Huang a kol., 2018).

Ve II. fazi studie bylo zjiSténo, Ze maximalni tolerovana davka 500 mg méla toxické

ucinky na pacienty uz po prvnim mésici uzivani. Davka disulfiramu byla stanovena na 80 mg,
méd’ na 1,5 mg a temozolomid na 150 mg/mz. Tato davka byla pacientovi poddvéana 1-5 dni
v kazdém cyklu trvajicim 28 dni (Huang a kol., 2019). Léivé ucinky disulfiramu byly
testovany u dalSich druhii rakovin jako naptiklad plic, jater, prsu atd. (Grossmann a kol.,
2011; Allensworth a kol., 2015; Nechushtan a kol, 2015).
Disulfiram je pouzivan jiz mnoho let. Diky tomu je velmi dobfe prozkouman
a zdokumentovan, coz je velkd vyhoda. Vyhodou je také peroralni podavani stejné jako
u ixazomibu. Jelikoz se jedna o 1€k pouzivany piedevs§im pii zavislosti na alkoholu, je nutné
se vyhybat i alkoholu, obsazeném Vv nékterych pochutinach (rumové pralinky, bonboniéry
s likéry apod.), 1éCivech (sirup proti kasli a nachlazeni) a dalSich produktech, jako naptiklad
ustni vody, desinfek¢éni ptipravky, parfémy, antiperspiranty a vody po holeni. Dale hrozi
nebezpeci v kombinaci s plo$né pouzivanym 1é¢ivem warfarinem a urCitymi druhy
antidepresiv. K nezadoucim vedlej$im ac¢inkiim patii naladovost, tinava, bolest hlavy, kozni
vyrazka, otok jazyka, kovova pachut’ v ustech, rozmazané vidéni apod. (Alharbi a el-Guebaly,
2013; Kalra a kol., 2014).

6.4 Marizomib

6.4.1 Historie a struktura

Marizomib (salinosporamid A) patii do skupiny B-lakton-y-laktami. Je to bicyklicka
sloucenina, ktera se vyskytuje v piirod¢ jako produkt ziskany z motskych aktinomycet a jedna
se o ireverzibilni inhibitor proteazomu (Park akol., 2018). Molekulovy vzorec marizomibu
je C15H20CINO, a jeho chemicky nazev IUPAC je (1R, 4R, 5S)-4-(2-chlorethyl)-1-[(S)-[(S)-
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cyklohex-2-en-1-yl]-(hydroxymethyl]-5-methyl-6-oxa-2-azabicyklo[3.2.0]heptan-3,7-dion
(obr. 13) (Obaidat a kol., 2011). Marizomib ma ve své struktufe navazany substituenty
chlorethyl a cyklohex-2-enylkarbinol, které ovliviiuji jeho selektivitu pro proteazomova
aktivni mista (Potts a kol., 2011).

Marizomib mé& ve srovnani s bortezomibem a carfilzomibem S§ir$i inhibi¢ni profil
pro 20S proteazom. Bylo prokazano, zZe inhibuje B5 (chymotrypsin-like), B1 (caspase-like)
a B2 (trypsin-like) aktivitu 20S proteazomu.Marizomib navic také aktivuje rizné kaspazy
a vytvari kyslikové radikaly(ROS), coz vede k apoptoz (Kaijun a kol., 2016).

Jako ptirodni motsky produkt ziskany z mikrobidlnich zdroju a jejich derivati, slibuje
vysokou uc¢innost proti MM, RRMM a dal§im typim solidnich nadort. Ve srovnani
s Bortezomibem ma méné zavaznych vedlejsich ucinkt. V roce 2013 byl v USA schvalen
ufadem FDA pro lé¢bu mnohocetného myelomu a v roce 2014 Evropskou agenturou
pro lécivé ptipravky (EMA). Jako jeden z inhibitorti proteazomu druhé generace muze byt
marizomib uznavan jako trvalé a uplné terapeutické cinidlo, které prodluzuje Zivotnost
pacientd s rakovinou (Ma a Diao, 2015).

Bylo prokazano, ze marizomib ma silné inhibi¢ni u¢inky u agresivni, triple negativni
rakoviny prsu (TNBC). Inhibuje proteazomové katalytické aktivity a vyvolava lepsi
protinadorovou odpovéd’ v TNBC buné¢nych liniich (Raninga a kol., 2020).

Obr. 13: Chemicka struktura marizomibu

(Ptevzato z: Jankowska a kol., 2013)

6.4.2 Mechanismus pisobeni

V MM bunkich zprostredkovavd marizomib apoptéozu prevazné prostiednictvim

kaspaz. Kromé& vyvolani apoptdzy marizomib snizuje regulaci ristu u rlznych typd bunck
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a signalnich drah pro pteziti v MM bunikach. Marizomib se stejné jako bortezomib zaméfuje
také na NF-kB a oproti bortezomibu je jeho siln€j$im inhibitorem (Potts a kol., 2011).
Nejpravdépodobnéji je inhibice NF-xB aktivovana inhibici degradace regulatoru IkB
(Marecek a Ruda-Kucerova, 2017). Bortezomib, carfilzomib a ixazomib jsou selektivnimi
inhibitory pouze B5 podjednotky, zatimco marizomib ihibuje vSechny tii podjednotky.
Marizomib rychle vstupuje do bun€k a kovalentné se vaze na vSechna tfi aktivni enzymaticka
mista. Tato nevratna vazba vyvolava proteazomalni inhibici. Ke zruSeni této vazbyje potieba
bunééné nahrady nebo proteazomové resyntézy (Levin a kol., 2016). Inhibice proteazomové

cesty vede k zastavé bunééného cyklu a apoptoze nadorovych bunék (Rajan a Kumar, 2016).

6.4.3 Kinické studie

Klinické studie byly rozdéleny do dvou fazi. 1. faze byla zaméfena na pacienty
S RRMM. Primarnim cilem této studie bylo stanovit maximalni tolerovanou davku (MTD)
(Richardson a kol., 2016). Marizomib byl v I. fazi podavan jako samostatné lé¢ivo. Studie
faze 1 zahrnovala 34 pacientd. 88%z nich bylo po piedchozi 1é¢be bortezomibem a 71%
z nich bylo refrakternich. MTD marizomibu byla stanovena na 0,4 mg/m? pii 60 minutové
infuzi a 0,5 mg/m? p¥i 120 minutové infuzi (Teicher a Tomaszewski, 2015; Harrison a kol.,
2016).

Ve II. fazi byl marizomib podévan intravendzné¢ ve dvou rtznych rezimech. Prvni
skupina sestavala z 32 pacientd, kterym byla podana davka 0,025— 0,7 mg/m?® jednou tydng.
Ve druhé skuping bylo 36 pacientil, ktefi dostavali davku 0,15 —0,6 mg/m® dvakrat tydné
s pridanim dexamethasonu. VSichni pacienti méli relabujici/refrakterni mnohocetny myelom
(RRMM) a prodélali praimérné pét az sedm cyklu piedchozi 1é¢by. U obou schémat byla
pozorovana vyznamna klinickd aktivita. Minimalni nebo lepsi odpovéd’ byla pozorovéana
U 2z 68 pacientil (3%), pficemz 3 dalsi pacienti reagovali po pfidani dexamethasonu. Autofi
studie doporucili dal§i testovani v kombinaci s jinymi chemoterapeutiky (Rajan a Kumar,
2016).

Samostatné¢ probihlala dalsi studie se 36 pacienty s postupnym zvySenim davky
marizomibu v kombinaci s pomalidomidem a dexamethasonem. Pacienti podstoupili nékolik
ptredchozich cykld lé¢by bortezomibu s lenalidomidem nebo carfilzomibem. Marizomib byl
podavan intravenézné v mmnozstvi 0,3-0,5 mg/m’ po dobu 2 hodin v kombinaci

s pomalidomidem a dexamethasonem. Z 11 hodnocenych pacientti jich dosahlo Caste¢né
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odpovédi Sest (54%), dva (12%) méli minimalni odpovéd” a u tii (27%) doslo ke stabilizaci
onemocnéni (Rajan a Kumar, 2016).

Mezi bézné nezadouci ucinky patfi inava, nevolnost, zvraceni, bolesti hlavy, zavraté
a horecka. Mén¢ casto byla pozorovana trombocytopenie a neutropenie. Narozdil
od bortezomibu nebyla pozorovana periferni neuropatie (Harrison a kol., 2016; Rajan
a Kumar, 2016).

6.5 Oprozomib

6.5.1 Historie a struktura

Oprozomib patii k peroralné podavanym 1éCiviim. Selektivné se vaze na proteazom
ama slibnou u¢innost pro IéCbu pacientd srelapsem MM a Waldenstromovou
makroglobulinémii (Ghobrial a kol., 2019). Je strukturalné velmi podobny carfilzomibu a byl
vyvinut k zlepSeni absorpce lé¢iva (Wang a kol., 2017; Shah a kol., 2019). Kovalentné
se vaze na N-terminalni molekulu threoninu 20S proteazomu (Ou a kol., 2019). Molekulovy
vzorec oprozomibu je CasH32N4O7S a jeho chemicky nazev IUPAC je N-[(2S)-3-methoxy-1-
[[(2S)-3-methoxy-1-[[(2S)-1-[(2R)-2-methyloxiran-2-yl]-1-o0xo-3-phenylpropan-2-ylJamino]-
1-oxopropan-2-ylJamino]-1-oxopropan-2-yl]-2-methyl-1,3-thiazole-5-carboxamide (obr. 14)
(Thibaudeau a Smith, 2019). Jedna se o vzacny piiklad 1é¢iva s malou molekulou, ktery
potlacuje cytochrom P450 (CYP) v mRNA (Ou a kol., 2019).

N O

Obr. 14: Chemicka struktura oprozomibu(Pievzato z: Jankowska a kol., 2013).
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6.5.2 Mechanismus piisobeni

V in vitro studii bylo prokazano, ze oprozomib inhibuje rust a migraci v myelomovych
buné¢nych liniiich a indukuje apotézu pomoci kaspaz (-8, -9, -3) a poly(ADP-ribosa)
polymerazy (PARP) (Kubiczkova a kol., 2014; Accardi a kol., 2015). V dalsich preklinickych
studiich oprozomib prokazal protinadorovou aktivitu podobnou carfilzomibu a bortezomibu.
Inhibuje B5 (chymotrypsin-like) podjednotku proteazomu v bunéénych liniich MM, a také 5
podjednotku u primarnich bunék Waldenstromovy makroglobulinémie (Ghobrial a kol.,
2019). Narozdil od bortezomibu inhibuje pouze N-terminalni ¢ast threoninu aktivni
proteazomové podjednotky. Podobné jako carfilzomib pfimo inhibuje diferenciaci a funkci
osteoklastti, ale neovliviiuje zivotaschopnost jejich prekurzorti (Kubiczkova a kol., 2014;
Accardi a kol., 2015).

6.5.3 Klinické studie

|. faze klinického testovani byla zamétfena na stanoveni maximalni tolerované davky,
bezpecnosti a snasenlivosti oprozomibu u pacient s hematologickymi malignitami. Ve Il.
fazi bylo primarnim cilem stanoveni celkové miry odpovédi a sekundarnimi cili bylo
stanoveni doby odpovédi a miry klinického ptinosu u pacienti s MM.

V prvni fazi byl oprozomib testovan ve skupin¢ 71 pacienti s MM
nebo s Waldenstrovou makroglobulinémii. Pacienti dostavali oprozomib v tabletich na
zakladé dvou schémat. V prvnim schématu pacienti dostavali davku vzdy prvni dva dny
V tydnu. Maximalni tolerovand davka byla u tohoto schématu stanovena na 300 mg/den.
V druhém schématu dostavali pacienti davku v péti po sobé jdoucich dnech, toto schéma
trvalo 14 dni. Maximalni tolerovand davka byla stanovena na 240 mg/den. Ve II. fazi byly
testovany alternativni reZimy s niz§imi davkami. Oprozomib byl pacientiim podavan na lacno.
U MM pacientil byla celkova mira odpovédi 41 % u schématu 2/7 (240/300 mg/den), 28,1 %
u schématu 5/14 (150/180 mg/den) a 25 % ve schématu 5/14 (240 mg/den) (Ghobrial a kol.,
2019).

V jiné studii byl oprozomib Vv kombinaci s pomalidomidem podavan pacientim
S RRMM ve stejnych dvou schématech jako u predeslé studie, a to v davce 150 mg/den

a 210 mg/den. Maximalni tolarované davky nebyly v této studii stanoveny. Celkova mira
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odpovédi byla 70,6 %, coz je velmi dobré. Problémem vsak zlstava farmakokineticky profil
a pretrvavajici vedlejsi u¢inky, které je potieba eliminovat (Shah a kol., 2019).

Béhem podévani oprozomibu bylo nutno pacientim piedepsat dopliujici 1éCiva
pro zmirnéni vedlejSich u¢inkti. Pfedevsim Slo o pretrvavajici nevolnost, prijem a zvraceni.
Dale pak anémie, neutropenie a trombocytopenie (Ghobrial a kol.,2019; Hari a kol., 2019;
Shah a kol., 2019).
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7 Dalsi latky ovliviiujici ubikvitin-proteazomovy systém

Inhibitory I. a II. generace vykazuji dobré vysledky, nicméné se Castokrat dostavuje
relaps onemocnéni. Proto je potieba zabyvat se novymi 1é¢ivy, ktera budou vykazovat vyssi
ucinnost. Predeslé dvé kapitoly byly vénovany inhibitoramkteré cili na 20S podjednotku
proteazomu. Tato Kkapitola bude v€novana inhibitorim 19S podjednotky proteazomu
S pracovnim nazvem non-20S inhibitory, krom¢ pevonedistatu, ktery je cileny na 20S
podjednotku proteazomu. Dale pak latkam, které se zamétuji na ligazy E3 (HDM2 a MDMX)),

Které jsou nepfimymi inhibitory proteazomu.

7.1 Pevonedistat

7.1.1 Historie a struktura

Pevonedistat znamy jako MLN4924 je inhibitor s malou molekulou NEDDS8
aktivujiciho enzymu (NAE) (Lan a kol., 2016). Byl hodnocen v klinickych studiich pro lé¢bu
akutni myeloidni leukémie (AML), myelodysplastického syndromu, solidnich nadort,
nehematologickych malignit, melanomt, lymfomi a MM (Wolenski a kol., 2015).
Molekulovy vzorec pevonedistatu je CyHsNsO4sS a jeho chemicky nazev IUPAC
je [(1S,2S,4R)-4-[4-[[(1S)-2,3-dihydro-1H-inden-1-ylJamino]pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-7-yl]-
2- hydroxycyklopentylJmethyl sulfamat (obr. 15) (Soucy a kol., 2009).

V mysSich xenografiovych modelech rakoviny slinivky zplsoboval vyssi citlivost
nadorovych bun¢k na radioterapii (Wei a kol., 2012). V n¢kolika preklinickych modelech
bylo prokazano, ze toto lé¢ivo ucinné blokuje proliferaci neoplastickych bunck. Byla
dokoncena I. faze studie u nehematologickych malignit a dalSi studie stdle probihaji

(Weathington a Mallampalli, 2014).

Obr. 15: Chemicka struktura pevonedistatu (Pfevzato z: Soucy a kol., 2009).
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7.1.2 Mechanismus piisobeni

Jak jiz bylo zminéno vySe, pevonedistat je inhibitor NEDDS8 aktivujictho enzymu
(NAE) (Lan a kol., 2016). Role NAE je pfenaset K substratim protein neural cell
developmentally downregulated 8 (NEDDS), ktery je podobny ubikvitinu. Témito substraty
jsou cullin ring ligazy (CRLs) (Wolenski a kol., 2015). CRLs patii do nejvétsi rodiny
ubikvitin ligaz a vyzaduji pro svou aktivitu neddylaci cullinu. Pevonedistat pisobi jako
nepiimy inhibitor CRLS blokovanim neddylace cullinu (Lan a kol., 2016). Neddylace
je proces, kterym je protein ubikvitinového typu NEDDS8 konjugovan s cilovymi proteiny.
Tento proces je podobny procesu ubikvitinace, za pouziti vlastnich enzymi E1 a E2 (Rabut
a Peter, 2008). Komplex CRLs-NEDDS8 funguje jako ubikvitinova ligaza, ktera pfipojuje
ubikvitin Kk substratim a sméfuje je k degradaci (Wolenski a kol., 2015). Pevonedistat
narusuje preménu proteinti zprostiedkovanou CRLS, coz vede k apotdéze v délicich
se rakovinnych bunikdch (Soucy a kol., 2009; Xu a kol, 2018). Vreakci na lécbu
pevonedistatem vede zhorSend aktivita NAE ke kumulaci substratu CRLS, coz zpiisobuje

antiproliferativni G¢inky u AML (Swords a kol., 2018).

7.1.3 Klinické studie

V 1. fazi tesovani bylo cilem stanoveni maximalni tolerované davky a toxicity. Testovani
probihalo ve dvou skupinach u pacienti s AML a myelodysplastickym syndromem (MDS).
Pevonedistat byl podavan intraven6zné po dobu 1 hodiny vcyklu trvajicim 21 dni.
Byla pouzita dvé schémata A a B. Ve schématu A bylo 27 pacienti a 1é¢ivo bylo podavano
ve dnech 1, 3 a 5. Maximalni tolerovana byla stanovena na 59 mg/m?. Ve schématu B bylo 26
pacientl a 1é¢ivo bylo podavano ve dnech 1, 4, 8 a 11. Maximalni tolerovana byla stanovena
na 83 mg/m? (Swords a kol., 2015). Celkova kladna odpovéd u pacientd se schématem A byla
17% a u pacientl se schématem B 10%.

V jiné studii byl pevonedistat pouzit v kombinaci s azacitidinem u 64 pacientd s AML,
ktefi byli starsi 65 let. Pevonedistat byl podavan intravendzné po dobu 1 hodiny ve 28 dennim
cyklu ve dnech 1, 3 a 5. Souc€asné s nim by podavan azacitidin se standardni davkou
75 mg/ m’ve dnech I, 5, 8 a 9. Maximdlni tolerovand davka byla stanovena
na 20 mg/m?v kombinaci se standardni davkou azocitidinu. Celkova kladnd odpoved

U pacientit byla 50% (Swords a kol., 2018). V soucasné¢ dob& probihd II. faze testovani

vvvvv
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je 67 let. Podle poslednich dat z biezna 2019 je celkova kladna odpoveéd 42,9% (Moyo a kol.,
2019).

Dalsi studie byla zaméfena na pacienty s metastatickym melanomem. 26 pacientim
byl podavan pevonedistat intravendzné ve dnech 1, 4, 8 a 11 ve schématu A a 11 pacientim
ve dnech 1, 8 a 15 ve schématu B. Cyklus trval 21 dni a maximalni tolerovand davka byla
u schématu A stanovena na 209 mg/m” U schématu B nebyla maximalni tolerovana davka
stanovena z divodu odstoupeni sponzora od projektu (Bhatia a kol., 2016).

Pevonedistat byl testovan také u pacienti s RRMM nebo lymfomem. Pacientd s MM
bylo 17 a s lymfomem 27. Intravendzné jim byla podavana latka ve dvou schématech v cyklu
trvajicim 21 dni. Ve schématu A bylo 27 pacientii a 1é¢ivo bylo podavano ve dnech 1, 2, 8
a 9. Maximalni tolerovana byla stanovena na 110 mg/m® Ve schématu B bylo 17 pacienti
a lé¢ivo bylo podavano ve dnech 1, 4, 8 a 11. Maximalni tolerovana byla stanovena na 196
mg/m? (Swords a kol., 2015). Celkova kladna odpovéd byla 71% (Shah a kol., 2016).

Z nezaddoucich ucinki prevladala horeCka, prijem, neutropenie, anemie, nevolnost,
z4vraté¢, zvraceni, nechutenstvi, periferni neuropatie. Pfi  vysokych davkach
se objevovaly zavazné az letalni vedlejsi ucinky, jako celkové selhani organismu,

trombocytopenie a hypoxie (Swords a kol., 2015; Shah a kol., 2016; Swords a kol., 2018).

7.2 Capzimin

Je to prvni inhibitor proteazomu na 19S podjednotce, konkrétn¢ na ubiquitinovém
receptoru Rpn 11 (Li a kol., 2017). Capzimin blokuje proteazomovou funkci inhibici
deubikvitindzové aktivity Rpnl1, ktera zptsobuje akumulaci polyubikvitinovanych proteina
(Sherman a Li, 2020). Jedna se o derivat quinoline-8-thiolu, ktery stabilizuje proteazomové
substraty, vyvoldva rozvinutou proteinovou odpoved’ a blokuje proliferaci rakovinnych bunék
(Li a kol, 2017).Je aktivni proti mnoha rakovinnym bunéénym liniim, vcetné¢ bunck
rezistentnich na bortezomib. Capzimin je tieba dale optimalizovat, zlepS$it i€¢innost a specifitu

(Sherman a Li, 2020).
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7.3 Ubistatin B

Ubistatin blokuje vazbu ubikvitinovych fetézct k jejich receptorim. Jeho ucinkem
dochazi k inhibici degradace proteint in vitro. Také byla odhalena interakce mezi ubistatinem
a ubikvitinem. Ubistatin piimo interaguje s hydrofobni ¢asti ubikvitinu a s okolnimi polarnimi
zbytky na jeho povrchu. Hlavni roli pro dalsi vyvoj ubistatinu jako 1é¢iva hraje jeho negativni
naboj, ktery zabranuje prichodu membranou. Timto je znaéné¢ omezena ucinnost v buiikach

(Verma a kol., 2004; Nakasone a kol., 2017; Sherman a Li, 2020).

7.4 RA190 a RA183

RA190 s chemickym ndzvem bis-benzylidin piperidin, byl identifikovan jako prvni
inhibitor Rpn13 (Anchoori a kol., 2020). Nalezeni inhibitorit Rpnl3 bylo povazovano
za dualezité proto, ze se spole¢né s deubikvitinovanym enzymem Uch37, ktery ho aktivuje,
objevuje u nékolika dalsich druht rakoviny (Song a kol., 2016; Sherman a Li, 2020). RA190
indukuje akumulaci polyubikvitinovanych proteini, zptisobuje stres ER a stabilizuje
proteazomové substraty, véetné p53. Pii testovani na mySich vykazoval protinadorové ucinky
u rakoviny vaje¢niki a MM (Anchoori a kol., 2013). Byly zjistény dva mechanismy uéinku,
a to zacileni pfimo na Rpnl3, pokud neni vazan na proteazom (v misté Cys88) a inaktivace
Uch37 na proteazomu (Lu a kol., 2017; Sherman a Li, 2020).

Stejn¢ jako RA190 je RA183 nevratny inhibitor se zacilenim na Cys88 na Rpnl3.
Inhibuje rist nadoru u rakoviny vaje¢nikti na mysich modelech (Anchoori a kol., 2018;
Sherman a Li, 2020). Oba inhibitory vykazuji antineoplastickou aktivitu u MM s rezistenci
na bortezomib, u solidnich nadort v preklinickych modelech rakoviny vaje¢niku, u lidského

papilomaviru a u né¢kolika dalSich typt rakoviny (Anchoori a kol., 2020).

7.5 KDT-11

Tento peptoidovy inhibitor zplsobuje akumulaci ubikvitinu a ve spolupraci
S bortezomibem pusobi pii 1écbé bunck MM. KDT-11 je reverzibilni inhibitor, ktery ma
odli$ny vazebny mechanismus, a proto nekonkuruje RA190 (Trader a kol., 2015; Sherman
aLi, 2020). Vzhledem k velikosti a hydrofobité slouceniny, nema KDT-11 potiebné
vlastnosti pro pouziti in vivo. Potvrzuje vSak fakt, ze zaméfeni na Rpnl3 je velmi slibnou

cestou k 1é¢b¢ rakoviny (Jiang a kol., 2017; Yu a kol., 2018).
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7.6 RIP-1

RIP-1 byl prvni identifikovany peptoidni inhibitor zaméteny na Rpt4,
coz je podjednotka proteazomu ATPazy. Biochemicky blokuje aktivitu rozkladani proteinu
19S podjednotky a inhibuje obrat proteazomového substratu p27 v buiikach (Sherman a Li,
2020). Byl objeven uz v roce 2007, od té doby vSak nebyly provedeny Zadné studie vedouci
Kk pochopeni jeho biologickych ucinki. Vzhledem k mnozstvi a podobnosti ATPaz v bunkach
by bylo dobré zabyvat se dal§im sudiem jeho selektivity vic¢i proteazomalnim ATPazam (Lim

a kol., 2007a; Lim a kol., 2007b; Sherman a Li, 2020).

7.7 Serdemetan

Serdemetan je nova sloucenina tryptaminu s antiproliferativni aktivitou u rdznych
nadorovych bunéénych linii s aktivni formou proteinu p53 (Chargari a kol., 2011). Specificky
se vaze na kruhovou doménu human double minute 2 (HDM2), stejné jako nutlin-3.
Tim inhibuje navazani komplexu HDM2-p53 na proteazom a brani degradaci p53.HDM?2
je E3 ubikvitin ligaza odpovédna za degradaci proteazomu, a také inhibuje aktivaci
transkripce divkého typu p53. Tumor supresorovy gen TP53, ktery koduje protein p53
je nejéastéji mutovany nadorovy supresorovy gen. Divoky typ oznacuje puvodni formu (Lub
a kol., 2016). Zatim prob¢hla pouze prvni faze testovani, a to u pacientd s pokroc¢ilymi
solidnimi nadory a s chronickou myeloidni leukémii (Stintzing a Lenz, 2014;You a kol.,
2017). Vysledky byly slibné, ale byly pozorovany vady srde¢niho vedeni (syndrom dlouhého
QT intervalu) (Tabernero a kol., 2011; Weathington a Mallampalli, 2014).

7.8 Nutlin-3

Je to analog cis-imidazolu se silnou afinitou k p53. Je prvnim zaznamenanym HDM2
inhibitorem. Vaze se na HDM2 a inhibuje interakci mezi HDM2 a p53. Nasledkem
je akumulace p53 a aktivace jeho signalni drahy (Teoh a Chng, 2014). Aby doslok indukci
apoptoézy nutlinem-3, je vzadovéana piitomnost p53. Nutlin-3 funguje nejlépe na nadorech
s divokym typem p53 (Lee a kol., 2017). Pii testovani bylo zjisténo, Ze nutlin-3 pulsobi
Vv synergii Se soucasné pouzivanymi léky proti MM, napt. s bortezomibem. Bylo vSak také
zjiSténo, Ze 1écba nutlinem-3 miZe zpisobit somatické mutace v p53. Dlouhodobgjsi

pouzivani tohoto 1é¢iva, by tak potencionalné¢ mohlo vést k rezistenci (Lub akol., 2016).
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Dalsi studie ukazala, ze nutlin-3 v kombinaci s bortezomibem indukuje paraptozu, coz je typ
apoptdzy spojeny s dilataci endoplasmatického retikula a mitochondrii (Lee a kol., 2017).

V soucasnédobg je testovani zaméteno na 1é¢bu rakoviny prsu (Kobayashi a kol., 2020).

7.9 NSC-207895

Tento benzofuroxanovy derivat inhibuje expresi murine double minute X (MDMX).
Ten je dilezitym regulatorem reakce p53 na ribozomalni stres a chemoterapeuticka ¢inidla
zaméfena na RNA (Wang akol., 2011). Bylo prokazano, ze inhibice murine double minute 2
(MDM2) a MDMX s nutlinem-3 a NSC-207895 ma silny inhibi¢ni G¢inek na proliferaci
bunék androgen-responzivniho divokého typu genu p53,ktery nese buiiky karcinomu prostaty.
Utinek NSC-207895 na bunéénou proliferaci byl zavisly na dévce (Chopra a kol., 2018).
Pfi testovani in vivo na kvasinkachse ukazalo, ze toto 1é¢ivo spousti cestu, vedouci k naruSeni
DNA. Diky tomuto zjisténi se piedpoklada, ze se toto 1éCivo bude chovat stejné i v pripadé
lidskych bun€k. Z tohoto divodu prozatim nebyly provedeny Zzadné laboratorni testy
(Kapitzky a kol., 2010).
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8 Zhodnoceni terapeutického potencialu

Nejdéle pouzivanym IéCivem je bortezomib. Ten vSak nevykazoval vysokou uc¢innost
U konkrétnich druhti rakoviny a dochazelo k ¢astym relapsim onemocnéni (Dou a Goldfarb,
2002; Chen a kol., 2011). Proto bylo potieba objevit nové a uc¢innéjsi druhy lé¢iv na zaklade¢
dat ziskanych pii 1é¢bé bortezomibem. Proto byly vyvinuty inhibitory Il. generace -
carfilzomib, ixazomib, oprozomib, marizomib a dislulfiram. Cilem pfi vyvoji téchto I&cCiv
bylo také snizeni zavaznych nezadoucich ucinkl, vykytujicich se u bortezomibu a nasledné
i u carfilzomibu (Maisnar, 2016; Kortuem a Stewart, 2013).

Inhibitory II. generace vykazovaly vysokou miru odpovédi na lécbu, ale 1 u nich
se objevovaly nezadouci ucinky a vyskyt relapsi (de Moraes Hungria a kol., 2019).
JelikoZ se véda stale zdokonaluje, bylo potieba aplikovat novy ptistup pii 1é€bé rakoviny.
Inhibitory [1. a II. generace byly zacileny na 20S podjednotku proteazomu.
Nejnove€jsi inhibitory jsou zaméfeny na 19S podjenotku, kromé pevonedistatu, ktery
je zam&fen na 20S podjednotku. Dalsi typ téchto nejnovéjSich inhibitori je zaméfen
na ubikvitinové ligazy. Tato nejnovéjsi 1éciva, jako naptiklad pevonedistat, capzimin,
ubistatin B, RA190, RA183, KTD-11 a RIP-1 se jevi slibng, jsou vSak stale ve fazi testovani
(Veathington a Mallampalli, 2014; Sherman a Li, 2020; Lim a kol, 2007a, Lim a kol., 2007Db).
Cilem tady probihajicich studii je vyhodnotit G¢innost a toxicitu novych kombinaci 1éCby,
zahrnujici nové inhibitory proteazomu a monoklonalni protilatky. Tyto kombinace jiz prosly
schalovacim procesem pro lécbu MM pro dosazeni lepSi chemosenzibilizace ur¢itych bunék.
Timto zptsobem by mohlo dojit ke snizeni odolnosti danych bunék vici 1éktiim (de Moraes
Hungria a kol., 2019).

Nespornou vyhodou inhibitorti proteazomu je jejich snadné podavani ve form¢ tablet,
coz neplati pro bortezomib, carfilzomib a pevonedistat, které jsou podavany intravendzng.
Pouziti inhibitor proteazomu jako samostatného 1é€iva pti 1€cbé fady lidskych onemocnéni
je ztizeno zakladni tlohou proteazomu v biologii bunkky. Nové inhibitory proteazomu maji
potencial pro zlepSeni klinickych vysledkl, vcetné zpozdéného progresu onemocnéni
u vysoce rizikovych pacientll (de Moraes Hungria a kol., 2019).

Ptes pozoruhodny klinicky tspéch bortezomibu se objevilo n€kolik omezeni. U ¢asti
pacientti byla pozorovana pozitivni odpovéd’ na zacatku 1é€by, ale postupem ¢asu Se vyvynula
rezistence. Déle se velmi Casto vyskytovala periferni neuropatie a jiné vedlejsi ucinky. Tyto
problémy vedly k vyvoji inhibitorti II. generace s pifiznivéjSim bezpe€nostnim profilem
a pfesn¢jS$im zacilenim. Kromé strukturdlnich a mechanickych rozdili umoziuje carfilzomib
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na rozdil od bortezomibu lé¢bu s mnohem mensim rizikem periferni neuropatie. Vyskytuji
se vSak dal$i riizné nezaddouci u¢inky jako napt. kardiovaskularni komplikace, srde¢ni selhani
a hypertenze, kterym jde predejit peclivym sledovanim pacienta. Carfilzomib je vsak také
nachylny k rezistenci. Tento problém podnitil vyvoj dal§itho inhibitoru, ixazomibu.
Jeho hlavni vyhodou oproti bortezomibu i carfilzomibu bylo peroralni podani. Ixazomib
ma potencial vyrazné zlepsit kvalitu zivota pacienti s MM. Jeho terapeutické vyhody oproti
bortezomibu nebo carfilzomibu v§ak musi byt prozkoumany v klinickych studiich (de Moraes
Hungria a kol., 2019). Ixazomib je prvni peroralné podavané 1é¢ivo. Byla u néj pozorovana
niz8§i mira toxicity a vynikajici snasenlivost v kombinaci s jinymi 1éCivy. S velkou
pravdépodobnosti bude z dlouhodobého hlediska hrat dilezitou roli pti 1écbé pacienth s MM
(Richardson a kol,, 2018). Nejnov¢jsi klinické studie dokazuji, Zze 1é¢ba zalozena
na ixazomibu mize byt piinosna zvlasté pro pacienty, u kterych po predeslé lécbé
bortezomibem nedochazi k progresu po uplynuti 24 mésicti (Cohen a kol., 2020).

Obrovsky potencial ma také disulfiram, pouZivany jako 1€k proti alkoholismu.
V soucasné dobé probihanékolik klinickych testovani u pacienti s GBM, a to samostatné
nebo v kombinaci s jinymi slouc¢eninami. Dalé probihaji studie pro 1é¢bu rakoviny prsu
a slinivky biisni (Xu a kol., 2020). Dal§im slibnym lé¢ivem byl oprozomib, ktery vSak ma
minimalni u¢innost u pacientti se solidnim tumorem. Je proto potieba dalSiho testovani
se snahou pro rozsireni jeho terapeutického potencidlu. Pro 1écbu pokrocilych malignit,
véetné MM a refrakterniho lymfomu je testovan marizomib. Momentalné¢ u néj probihaji
studie tykajici se 1é¢by maligniho glioblastomu (de Moraes Hungria a kol., 2019). Latky
zamétujici se na 19S podjednotku a ligazy E3 jsou stale ve fazi testovani a klinickych studii.
Predstavuji novou generaci ptipravki pro lécbu néadorovych onemocnéni. Vyslednky
klinickych testovani jsou slibné, je vSak nutné snizit miru toxicity a zbavit se zadvaznych

nezadoucich ucinku.
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9 Zavér

V této praci jsem se zabyvala inhibitory proteazomu, které jsou v soucasné dobé
vyuzivany pfi 1écbé riznych typt rakoviny. Zameétila jsem se predev§sim na MM, ktery
se v lidské populaci vyskytuje stale Castéji a s uspéchem lze v jeho terapii vyuzit inhibitory
proteazomu. Ptipravka pro Ié¢bu rakoviny je mnoho, Casto se v§ak U nich vyskytuji zavazné
nezadouci ucinky. Spole¢né s timto problémem dochdzi i k ¢astému relapsu onemocnéni
a ke vzniku a rozvoji rezistence na dana lé¢iva. Lécebné postupy vyuzivajici inhibitory
proteazomu, tak nabizeji moznost, jak Celit t€émto komplikacim, které mohou protinadorovou

1écbu doprovazet.
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