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Od ubikvitinu k antabusu

Boris Cvek

V ramci projektu Inovace studia molekularni a bunécéné biologie (tento projekt je soucasti Operacniho
programu Vzdélavani pro konkurenceschopnost a je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim
rozpoétem CR, registraéni &islo CZ.1.07/2.200/07.0354) na Ptirodovédecké fakulté v Olomouci pfipravuje tym
pod vedenim prof. Zderfikem Dvorakem neprodejny u¢ebni text Vybrané kapitoly z buné&né biologie. Pfi psani mé
Casti, vénované objevu tzv. ubikvitin-proteazomového systému (Nobelova cena 2004) a vyvoji protinadorovych
|éku, zaloZzenych na blokaci tohoto systému (Iék proti mnohoc¢etnému myelomu VELCADE), jsem si uvédomil, Zze
nikde v ¢estiné tyto informace nejsou dosud dostupné. A pfitom reflektuji tzasny pokrok, uskuteénény na pomezi
bunéc¢né biologie, mediciny a farmaceutického byznysu.

Puvodni anglicky psana literatura, ze které jsem vychazel, je citovana na konci pfispévku...

Tento zdroj informaci maze byt dalezity pro vSechny studenty i vyucujici v biomedicinskych oborech,
farmaceuty a farmakology, Iékafe, onkologické pacienty nebo prosté pro vSechny zdjemce o nové, vzrusSujici a
prelomové objevy. Po poradé s prof. Dvofakem jsem tedy tuto ¢ast naSeho spole¢ného neprodejného skripta
nabidl Janu Culikovi k vydani v Britskych listech, kde bude k dispozici zdarma pro vSechny zajemce. Pevné
véfime, Ze timto zpusobem skute¢né prospéjeme nasi spole¢nosti ve vzdélavani pro konkurenceschopnost.

Stranky projektu Inovace studia molekularni a bunééné biologie, jehoz je prof. Dvorak hlavnim feSitelem ZDE

1. Degradace protein 0 v bunce

Tradiénim tématem molekularni a bunééné biologie, jemuZ rozumime se stale vice ohromujici detailnosti, je
proteosyntéza a jeji regulace. Od dob formulace ,centralniho dogmatu molekularni biologie* F. Crickem v roce
1958 jsou biologové a biochemici dodnes zaujati studiem replikace DNA, transkripce a translace, coz je patrné
snad ze vSech ucebnic, jez se néjak vénuji fungovani buriky. Tématem naopak dlouho ignorovanym a teprve v
soucasnosti hloubéji docefiovanym je to, jak jsou v burice degradovany jiz syntetizované proteiny, které jsou z
néjakého duvodu bud defektni nebo nepotfebné. Do biologickych ucebnic téma degradace proteint v burice
pronik& jenom velmi zvolna a v ¢estiné snad ani zadna ucebnice s podrobnym pojednanim této latky neexistuje (i
proto citujeme v nasledujicim textu pomérné extenzivné puvodni ¢asopiseckou literaturu, z niz jsme vychazeli).
Nabizime tedy v tomto u€ebnim textu shrnuti celé problematiky pro studenty biologickych, chemickych a
lékarskych obort s uvedenim pozoruhodné aplikace inhibitord degradace proteint v onkologii (I€k VELCADE a
nova generace inhibitor proteazomu).

Jak mohou byt proteiny v bu nce degradovany?

V eukaryotnich burikach existuji dva hlavni zpGsoby, jimiz dochazi k rozkladu proteinti na peptidové zbytky.
Prvnim z nich je autofagie (z feétiny ,sebepojidani*), pfi niz se odstranuji proteiny s dlouho Zivotnosti nebo vétsi
struktury, jako jsou organely, jejich transportem do lyzozomu, kde jsou rozStépeny ©.

Proteiny, které maji kratSi dobu Zivotnosti, a to je drtivd vétSina (cca 90%) vSech degradovanych protein(,
nejsou rozkladany v néjaké membranové organele, jakou je lyzozom, nybrz volné v cytozolu nebo v jadfe pomoci
multiproteinového komplexu, zvaného proteazom. Prostfednictvim proteazomuU jsou také degradovany defektni
proteiny, které se burice nepodafilo syntetizovat spravné (asi 30% vSech nativnich proteini v burice) a jejichz
likvidace probiha ihned béhem translace nebo kratce po ni @. Jsou-li nové syntetizované defektni proteiny
umistény v endoplazmatickém retikulu (ER), a zde jde pfedevSim o proteiny Spatné poskladané do terciarnich



struktur, podléhaji procesu, v némzZ proteazomy spolupracuji s ER a ktery se nazyvd ERAD (endoplasmic
reticulum-associated degradation). BEhem ERADu je nespravné poskladany protein nejprve oznacen specifickym
kédem (jedna se o glykany), pak je transportovan pres membranu ER do cytozolu a degradovan prilehlymi
proteazomy ®. V pfipadé nenativnich proteinud, které jsou Spatné poskladany a agregovany, dochazi k jejich
vychytavani v cytozolu pomoci dvou kompartmentl zvanych JUNQ (juxta-nuclear quality control) a IPOD
(insoluble protein deposit). | tyto proteiny jsou nakonec degradovany v proteazomech . Proteazomy ovSem
zdaleka nedegraduji pouze defektni proteiny, nybrz se také vyznamnou meérou podileji na zpracovani funkénich
proteini ve smyslu ovlivhovani jejich funkce. Degradace néjakého proteinu maze byt dalezitou sou¢asti riznych
signaliza¢nich dé&j v burice, jak uvidime nize.

Proteazomy jsou obsazeny v cyoplazmé i v jadfe, kde se volné a rychle pohybuji. Pfenos proteazoma z
cytoplazmy, kde je jich vice, do jadra (opaénym smérem to nejde) je naopak pomaly. Béhem mitdézy se obé
oddélené populace proteazom(, jadernda a cytoplazmaticka, mohou spojit a promisit ®. Celkové mnozstvi
proteazomu v burice je ve stovkach az tisicich nanogramd na miligram vSech bunéénych proteinl s tim, ze v
rakovinnych burikach maze byt vyrazné vétSi nez ve zdravych burikach ©. BlizSi podrobnosti o lokalizaci
proteazomu v cytoplazmé a jadru Ize najit v literatufe ™.

1.2 Objev ubikvitin-proteazomového systému (UPS), ubikvitinace
protein G

Degradace proteind pomoci proteazom( je velice sofistikovany proces, ktery se déje v rdmci tzv. ubikvitin-
proteazomového systému (UPS) neboli tzv. ubikvitin-proteazomové cesty (cesta = pathway, tedy zkraka UPP).
Vyznamnou roli v tomto procesu hraje maly (76 aminokyselin, 8,5 kDa) protein ubikvitin, ktery byl objeven uz v
roce 1975, aniz by byla znama jeho funkce. Jiz z nazvu vSak plyne, Ze tento protein se hojné vyskytuje ve vSech

eukaryotnich bunkéach (je ,ubikvitni* €ili ,vSude se vyskytujici“). Dnes uz vime, Ze ubikvitin slouzi ke znaceni
proteinll v déji, jemuz fikame ubikvitinace nebo ubikvitinylace proteinu. Vyznam, rozmanitost a komplexni kontext
oznac¢ovani proteind ubikvitinem dnes dosahuje Urovné dosud nejvyznamnéjsi posttranslaéni modifikace proteint,
kterou je fosforylace ©. Pfesto je ubikvitin stale spojeny pfedevSim s objevem mechanismu degradace protein(,
ktery ucinili na za¢atku 80. let minulého stoleti Avram Hershko, Aaron Ciechanover a Irwin Rose. VSichni tfi tito
védci obdrzeli za svljj objev v roce 2004 Nobelovu cenu v oboru chemie. Z nobelovské prednasky profesora

Hershka budeme v dalSim textu vychazet pfi liceni historie objevu UPS .

Hershko byl v letech 1969-1971 na postdoktorském pobytu v laboratofi prof. G. Tomkinse v Kalifornii, kde si
vSiml pfi experimentalni praci, Zze degradace proteinu, ktery byl pfedmétem jeho studia, vyZaduje energii
(spotfeba ATP). Tento tajemny proces, vyzadujici energii, byl vysoce specificky (doSlo k degradaci jen toho
urcitého proteinu) a zaujal Hershka natolik, Ze se mu rozhodl vénovat svou pozornost i po navratu do Izraele. V té
dobé uz byl znam ATP-dependentni proteolyticky systém z lyzata retikulocytll, popsany harvardskymi védci J. D.
Etlingerem a A. L. Goldbergem . Hershko, jeho student Ciechanover a jejich pfitel Rose z Fox Chase Cancer
Center (Pensylvanie) se pustili do biochemické frakcionace tohoto systému, aby mohli popsat jeho slozky. Zjistili,
Ze ATP-dependentni degradace proteint vyzaduje pravé fetézce ubikvitinG. Tyto ubikvitiny jsou jeden po druhém
pfipojeny k proteinu, ktery ma byt degradovan (takové proteiny nazyvejme zkratkou PDG), jako ,polibek smrti*, €ili
oznamuji proteazomim, Ze tento protein ma byt zni€en. Jak jsou ovSem ubikvitinové Fetézce k proteiniim
pfipojovany? Mezi lety 1980 az 1990 naSla Hershkova skupina odpovéd i na tuto otazku (do historie tohoto
objevu se vraci i C. M. Pickart v # z pohledu vyzkumné skupiny A. Varshavského, jemuz podle minéni mnoha
védcu 2 nepravem unikla Nobelova cena, udélena Hershkové skupiné).

Ubikvitin je v burice nejprve vazan (aktivovan) za spotfeby ATP tzv. ubikvitin-aktivujicim enzymem E1, potom
je pfenesen na ubikvitin-pfenasejici (nebo ubikvitin-konjugujici) enzym E2. DalSi pfesun ubikvitinu na PDG (nebo
na vytvarejici se fetézec ubikvitini na PDG) je podminén ubikvitin-ligazou E3, ktera dokaze specificky rozpoznat
proteiny, jez maji byt degradovany. Jinymi slovy, enzymy E1 a E2 slouZi pfevazné pouze k transportu ubikvitind,
naopak enzymy E3 obsluhuiji jejich kone¢né navazani na PDG, rozpoznany pravé témito enzymy. Nejprve je tedy
na PDG navazan prvni ubikvitin, na né pak druhy, na druhy tfeti atd. Z toho, Zze E3 enzymy specificky
rozpoznavaji riizné PDG, plyne také to, Ze v burnkach je malo rliznych E1 (podle ® existuji v lidskych burikach
pfinejmensim dva E1 enzymy, totiz Uba6 a Ubel) a E2 enzymu, zatimco E3 enzym( existuje rozmanité mnozstvi



(stovky) pro rGizné skupiny proteind, uréenych k degradaci. Rozeznavame zakladni dva rody ubikvitin-ligaz, které
se liSi pfitomnosti aktivni domény: bud obsahuji doménu HECT (homologous to E6-Associated Protein C-
Terminus), nebo doménu RING (really interesting new gene) #*, Navic kromé klasické kaskady E1-E2-E3 dnes
uz zname také tzv. E4 enzymy, které se mohou podilet na prodluzovani polyubikvitinového fetézce =

Klicovou otazkou je také to, jakym zplUsobem jsou ubikvitiny v fetézci navzajem spojeny. Nikoli kazdy
polyubikvitinovy fetézec je totiz prima facie polibkem smrti. Nejb&znéjSi zplsob vazby dvou ubikvitind v
polyubikvitinovém fetézci je pres lysin 48 (tzv. K48 fetézce) nebo lysin 63 (tzv. K63 Fetézce), existuji vSak i
fetézce ubikvitinl vazané pres lysin 6, 11, 27, 29 ¢i 33, vyjime¢né byvaji tyto fetézce i rozvétvené 7. Dnes
neumime presné fici, jaky je vyznam celé pestrosti téchto signalu. Za ,polibek smrti“ jsou povazovany zejména
K48 fetézce, zatimco K63 fetézce hraji pfedevsim jiné role v bunééné signalizaci. Nedavno se vSak ukazalo, ze
také proteiny oznacené K63 fetézci mohou byt rozpoznany proteazomy a degradovany v nich ®. Existuje
dokonce moznost, ze K63 Fetézce mohou byt prfeménény pfimo na ozna¢eném proteinu na K48 fetézce .

V eukaryotni burice dochazi kromé ubikvitinace proteint také k jejich deubikvitinaci. Enzymy zodpovédné za
tento proces se nazyvaji deubikvitindzy a oznacuji se zkratkou DUB. MiZeme je rozdélit do nasledujicich péti
skupin: 1. ubikvitin C-termindlni hydrolazy, 2. ubikvitin specifické proteazy, 3. proteazy s doménou Machadovy-
Josephovy nemoci, 4. proteazy z vaje¢nikovych tumor( a 5. proteazy s JAMM doménou . Dnes je znamo 75
DUBU, které interaguji se stovkami proteind a hraji v eukaryotni burfice nesmirné mnozstvi raznych roli #. Pro nas
dalSi vyklad je dobré poznamenat, ze jedna z JAMM doménovych deubikvitindz, ozna¢ovana v lidskych burkach
jako Poh1l, je soucasti eukaryotniho proteazomu a hraje kli€¢ovou roli pfi jeho spravném fungovani.

1.3 Struktura a funkce proteazomu v eukaryotni bu  Ace

Jakmile protein na sobé& nese K48 polyubikvitinovy fetézec, mize byt rozpoznan tzv. 26S proteazomem a
degradovan v ném. 26S proteazom je bézny typ proteazomu, obsazeny v naSich burikach. Sklada se ze dvou
zakladnich ¢asti #2: a) z 20S proteazomu ¢ili hlavni partikule (core particle), kterd ma tvar valce a v niz probiha
samotna proteolyza PDG, b) z 19S proteazomu ¢ili regulaéni partikule (regulatory particle), ktera se také nazyva
vnitfni sedmi B podjednotkami. Aktivni mista Stépici proteiny jsou v B prstencich a jsou obraceny dovnitf valce
20S proteazomu, konkrétné se jedna o B1 podjednotku s aktivitou podobnou kaspazam, B2 podjednotku s
aktivitou podobnou trypsinu a B5 podjednotku s aktivitou podobnou chymotrypsinu. Kromé bézného 20S
proteazomu existuji v naSich burikach také inducibilni proteazomy s jinymi aktivnimi misty (81i, 32i a B5i), jeZ se
nazyvaji imunoproteazomy nebo smésné proteazomy a hraji roli v imunitni odpovédi bunék na cizorodé latky #.
Zcela specidlni typ proteazomu existuje v brzliku, jde o tzv. thymoproteazomy, jeZz obsahuji 35t podjednotku s
neobvyklou katalytickou aktivitou. Jejich role souvisi s pozitivni selekci CD8+ T bunék #.

Regulacni ¢astice se vazou na vnéjsi, tedy a prstence 20S proteazomu. Kromé 19S proteazomu to mohou byt
i jiné komplexy, jako jsou PA28 & PA200, nebo dokonce proteiny, které se reverzibilné pfipojuji k 20S
proteazomu v substechiometrickych mnozstvich #. | kdyz uspofadani proteazom( se rzné dynamicky méni, bylo
prokazano, Ze 26S proteazom zlstava béhem degradace protein( intaktni #. Regulaéni ¢astice 26S proteazomu
(PA700) obsahuje dvé zakladni, navzdjem spojené, oblasti: bazi a viko. V bazi mdzeme najit Sest rozdilnych
AAA+ ATPaz a dalSi ¢tyfi podjednotky. Jejim hlavnim poslanim je regulovat vstup do nitra 20S proteazomu #".
Viko obsahuje devét ne-ATPazovych pojednotek ? a jeho zakladni funkci je deubikvitinace ubikvitinovanych
proteind pomoci JAMM doménové DUB Poh1 pred jejich vstupem do nitra 26S proteazom( 2.

Ackoli typicky protein, degradovany v eukaryotni burice proteazomy, musi byt ubikvitinovan, podle nedavného
zjiSténi asi 20% vSech proteinu, Stépenych proteazomy v eukaryotnich burikach, nemusi mit ubikvitinové znaceni
— takové proteiny obsahuji Spatné uspofadana mista ve svych strukturach a takova mista potom slouzi jako
nespecificky signal pro degradaci v proteazomech bez nutnosti ubikvitinace daného proteinu . My se vSak
zaméfime na mechanismus degradace ubikvitinovanych PDG v 26S proteazomech. V rozpoznani
ubikvitinovaného proteinu hraji kli€ovou roli nékteré podjednotky z baze (ubikvitinové receptory) a také nékteré
proteiny, které se jen pfechodné asociuji s 26S proteazomy ©4. Jestlize je ubikvitinovany protein jiz navazan na
26S proteazom, jeho polyubikvitinovy fetézec mize byt proteazomem r{izné Sté€pen a znovu syntetizovan pomoci
deubikvitindz a ubikvitin-ligaz ©2. Bylo také ukazano, Ze snizeni intenzity degradace samotnych ubikvitint v



proteazomu souvisi s ¢innosti specifické DUB, nazyvané Ubp6, ktera neni stalou podjednotkou 26S proteazom(

[33]

Pfed samotnou degradaci PDG je vSak polyubikvitinovy fetézec zpravidla odStépen en bloc pomoci Pohl a
dale je odstrafovan jinymi DUBy ®4. Rozplétani proteinu do primarni struktury a jeho pfesunuti do otvoru
proteazomu je pak spojeno s hydrolyzou ATP AAA+ ATPazami ®. Rozpleteny protein mize byt ,skladovan“ v a
prstencich, pokud B prstence jsou jesté vytizeny degradaci pfedchoziho PDG ®9. Proteiny mohou pfitom vchazet
do 20S proteazomu z obou stran ®. Degradace probiha tak dlouho, dokud vzniknuvsi oligopeptidy nejsou
dostate¢né malé, aby mohly samovolné difundovat ven ©. Jakmile se oligopeptidy dostanou ven z 26S
proteazomu, jsou v bunce dale Stépeny jinymi peptidazami az na aminokyseliny, pouzitelné pro dalsi
proteosyntézu ®, nebo jsou pouzity v ramci imunitniho systému jako antigeny “. Nékteré proteiny jsou 26S
proteazomy degradovany neuplné, nybrz jsou vlastné aktivovany, a to tak, Ze dojde k degradaci jinych proteind,
které jsou na né vazany a inhibuji je. Typickym pfikladem je aktivace tzv. jaderného faktoru-kB (NF-kB), ktery se
bézné v cytoplazmé vyskytuje v komplexu se svym inhibitorem |-kB. Jakmile je tento I-kB ubikvitinovan a
degradovan, NF-kB se translokuje do jadra a spousti transkripci pfisluSnych genl 3. Funkce 26 proteazomu je
tedy spojena nikoli jen s regulaci mnozstvi daného proteinu v burice, nybrz i s regulaci aktivity riznych proteind.
Neni proto divu, Ze UPS hraje klic¢ovou roli v mnoha terapeuticky vyznamnych procesech, jako jsou zanétliva
onemocnéni, neurodegenerativni procesy, svalové dystrofie, virové infekce nebo karcinogeneze ¥4,

1.4 VELCADE (bortezomib): p Fibéh jednoho Usp échu

Uspésna aplikace inhibitoru proteazomu bortezomibu (podava se jako lék pod nazvem VELCADE) proti
mnohocetnému myelomu je povazovana, napf. na strankach amerického National Cancer Institute (NCI), za
exemplarni ,pfib&h Gspéchu“, dodnes neuvéfitelny. Zadny jiny zasah do UPS, kromé& vyuZiti bortezomibu, nebyl
zatim schvalen jako terapeuticky pfistup, aplikovatelny na lidskych pacientech v bézné klinické praxi. O detailech
objevu a vyvoje bortezomibu se zminime nize, pfi€¢emz budeme vychazet ze tfech hlavnich zdroju (kde neni
uvedeno jinak): z rozhovoru s Julianem Adamsem pro ¢asopis Myeloma Today (6.5.2003), z ¢lanku The Velcade
Story v Boston Globe (6.5.2007) a z ¢lanku Velcade: First in a New Class of Cancer Drug na strankach Science
Progress (Harvard Medical School).

Jak uz bylo zminéno vySe, Hershko a jeho skupina navazovali na praci skupiny prof. Goldberga z Harvardu,
ktery také vymyslel nazev ,26S proteazom“ pro entitu degradujici v sav¢ich bunkach proteiny nelyzozomalni
cestou. Goldbergova skupina postupné zjistila, Ze tyto proteazomy jsou ve vSech eukaryotnich bufkach a ze v
kazdé bunce jsou jich desitky tisic. Goldberg si velice brzy uvédomil, Ze tyto objevy by mohly mit terapeutickou
hodnotu, napf. v Ié€eni svalové atrofie, kterd miva rdzné pric¢iny — hladovéni, rakovinu, AIDS, TBC —, a Usti do
nadbyte¢né degradace proteint proteazomy ve svalu. S dalSimi tfemi harvardskymi profesory, ktefi badali v této
oblasti, konkrétné s T. Maniatisem, M. Rosenblattem a K. Rockem, zalozil v roce 1993 Goldberg spole¢nost
MyoGenics, jez méla dosazené poznani komercionalizovat v podobé novych Ié€iv. Zde byl také pfipraven prvni
znamy inhibitor proteazomu, nazvany podle jména spole¢nosti MG132. Ve spolupraci s K. Rockem se
Goldbergovi podafilo prokazat roli, jakou hraji proteazomy v imunitnim systému, a spolu s Maniatisovou laboratofi
objevili vyznam proteazomu pro aktivaci NF-kB. Na zakladé Maniatisova sméru vyzkumu se spole¢nost
MyoGenics pfejmenovala na ProScript se zaméfenim nyni uz ne na svalovou atrofii, nybrz na vztah mezi
proteazomy (Pro) a regulaci transkripce (Script). V té dobé Goldberg a jeho spolecnici zaméstnali chemika J.
Adamse, ktery mél uz zkuSenosti s praci na vyvoji novych Iékd ve velkych farmaceutickych firmach. Adams na
podzim 1994 vyvinul specificky a velmi silny inhibitor proteazomu pod nazvem PS-341, pro néjz se pozdéji vzilo
jméno bortezomib. V té dobé jiz Adams po konzultaci s A. Hershkem a za podpory T. Maniatise Vvéfil, ze se
ProScript musi zaméfit na aplikaci bortezomibu v 1é¢bé rakoviny. A rok poté se poprvé podafilo ukazat, ze
bortezomib in vivo (v mySich) potlacuje rakovinné bujeni. Goldberg, vétSina zaméstnanc(i ProScriptu a také lidé
zvenci vSak byli presvédceni, Ze masivni aplikace bortezomibu u lidskych pacientd bude mit fatalni vedlejsi
Gginky a Adamsovo sméfrovani nepodpofili.

Klic¢ovym bodem obratu byl pfichod D. Livingstona do védecké rady ProScriptu a také Adamsovo navazani
spoluprace s E. Sausvillem z NCI. Prvni klinicky test bortezomibu, podavaného intraven6zné jako lék VELCADE,
byl tak zahajen v fijnu 1998 pod vedenim R. Orlowského na University of North Carolina, ktera cely test také



financovala. V té dobé totiz ProScript uz nemél penize. V roce 1997 umfel bohaty filantrop W. Steinberg, jehoz
spole¢nost Health Care Ventures vlastnila vSechny akcie ProScriptu. Steinbergovi nastupci Adamsovu sméru
nevéfili a nakonec v ¢ervnu 1999 prodali ProScript za 2,7 miliond USD firmé LeukoSite, jez byla o tfi mésice
pozdéji koupena firmou Millenium Pharmaceuticals za 635 milioni USD. VSechny tyto obchody se dély v ramci
Cambridge v Massachusetts, kde sidli také Harvardova univerzita (a za Charles River v Bostonu je zase Harvard
Medical School a k ni pfidruzené kliniky jako napf. Dana-Farber Cancer Institute). Millenium Pharmaceuticals

Adams a jeho smér byli zcela bezvyznamnou soucasti firmy LeukoSite.

Mezitim klinicky vyzkum v Severni Karoliné ukazal, Ze VELCADE nema vazné vedlejSi G€inky a muze mit
veliky potencial pro Ié¢bu nékterych rakovin. V roce 2000 tym R. Orlowského pfi aplikaci nizkych davek
VELCADE, které byvaji pouzivany pouze pro ovéfeni bezpecnosti léku, pozoroval naprosté vymizeni
mnohocetného myelomu u 47-leté pacientky. Za téchto okolnosti Séf onkologického oddéleni v Millenium
Pharmaceuticals, J. Bolen, jiz pochopil dulezitost dalSiho vyvoje |éku VELCADE a stejné pozitivné byl
Adamsovym snaham naklonén také management, vedeny M. Levinem. Adams se spojil s K. Andersonem,
odbornikem na mnohocetny myelom z Dana-Farber Cancer Institute, a spolu pfesvédcili Levina, aby Millenium
zaplatilo naklady spojené s dalSimi klinickymi testy léku. Zasadni dulezitost pro prosazeni VELCADE mély dvé
dalSi okolnosti. Jednak se Adams a Anderson spoijili s organizacemi pacientd, trpicich mnoho¢etnym myelomem.
Pro tento druh rakoviny tehdy nebyla prakticky Zadna fungujici terapie, a proto zadjem na povoleni VELCADE k
bé&znému klinickému pouziti byl obrovsky. Druhou zasadni okolnosti byla Gzka spoluprace lidi z Millenium
Pharmaceuticals s americkym Ufadem pro povolovani Ié¢iv FDA (Food and Drug Administration). Vysledky
dalSich klinickych testd byly tak GZasné, Ze dne 13. kvétna 2003 FDA povolil VELCADE pro lé¢bu pacientl s
relapsujicim mnohoéetnym myelomem, a to jeSté predtim, nez byla dokonéena 3. faze klinickych testu, ktera je
obvykle pro takové povoleni nezbytna.

V roce 2008 byl VELCADE v USA povolen jako Iék prvni volby proti mnoho¢etnému myelomu a dnes se
pouZziva zejména v kombinaci s jinymi léGivy 9. VELCADE je indikovan k 1é€bé mnoho&etného myelomu bézné i v
Evropé, v Japonsku a jinde na svété. Pro Millenium Pharmaceuticals se tento lék stal velmi vyznamnym zdrojem
pfijma (podle zminéného ¢&lanku v Boston Globe jde asi o tfetinu vSech zisk( firmy). Ve mnoha pfipadech
VELCADE ovSem nepredstavuje Gplnou lIéEbu nemoci, nybrz ,jen" prodlouzeni zivota v fadu mésicu. Podle jedné
z nedavnych studii ® ze 64 pacientd s mnoho¢etnym myelomem, ktefi brali VELCADE, 9% bylo vylé¢eno a 41%
dosahlo aspori ¢aste¢ného potlaceni nemoci. Median trvani citlivosti nemoci na lék byl 8,4 mésicli a median
doby, nez doslo k dalSi progresi nemoci, byl 17,3 mésict. V soucasné dobé existuji stovky klinickych testl
VELCADE proti mnoho¢etnému myelomu i dalSim typam rakoviny. V zasadé se ukazuje, ze VELCADE selhava v
pfipadech pevnych nador(i, zatimco nékteré krevni nadory (lymfomy) jsou na néj citlivé (podrobnosti jsou v
tabulce, vice informaci k jednotlivym klinickym testim Ize najit na PubMedu).

PFes stovky studii a publikaci o pusobeni VELCADE na cely organismus i na buné¢né kultury stale nevime,
pro¢ vlastné tento lék prednostné zabiji rakovinné bunky a zdravé buriky nechava zit. Jisté je, zZe inhibice
proteazomu predstavuje simultanni zasah do obrovského mnozstvi bunéénych déju najednou a ne ve vSech
typech rakovinnych linii in vitro vyvolava tytéz zmeény. Nékteré ze zakladnich mechanism( smrticiho G€inku
VELCADE na rakovinné buriky byly shrnuty v publikaci * z podzimu 2008. V této publikaci se stale jeSté opakuje
pocatecni dogma (pfejaté v mnoha stovkach ¢lankl), Zze jednim z kli€¢ovych mechanismu, které jsou zodpovédné
za Uc¢inek VELCADE na buriky mnohoc¢etného myelomu, je inhibice NF-kB, a to pfes tehdy uz znama data z
rdznych studii, kterd v roce 2008 shrnuli v pfehledném ¢&lanku autofi tohoto u¢ebniho textu #7. Pfelomova prace
potom vysla v ¢ervenci 2009 v ¢asopise Blood z tymu profesora Andersona z Dana-Farber Cancer Institute.
Autofi prokazali, Zze VELCADE nejenze neinhibuje NF-kB v burikach mnohocetného myelomu, odebranych z
pacientll, nybrz tento transkripéni faktor dokonce aktivuje, a tim snizuje sv(j vlastni smrtici efekt na tyto burnky
(ktery je posilen pfidanim specifického inhibitoru NF-kB) 3. V roce 2009 se tedy spravna odpovéd na otazku, jak
VELCADE zabiji rakovinné buriky v lidském téle, stala jeSté zahadnéjSi. Limitace maze byt i v tom, Ze drtiva
vétSina publikovaného vyzkumu na toto téma se déje v nadorovych liniich in vitro a nereflektuje tak dostate¢né
realitu procesu v téle IéEenych pacientu.

Vysledky klinickych test G VELCADE (bez kombinace s jinymilé ¢&ivy)



do roku 2010

typ onemocn éni

mnohocetny myelom

lymfom plastovych bunék

lymfom koZnich T-bunék

MALT lymfom

Waldenstrémova makroglobulinemie
chronicka lymphocytarni leukemie

vysledky klinickych test @

v klinické lécbé

v klinické lécbé

signifikantni aktivita ve 2. fazi testa*
signifikantni aktivita ve 2. fazi testu
signifikantni aktivita ve 2. fazi testu
biologicka aktivita ve 2. fazi testl

détska leukemie

sarkomy mékkych tkani
malobunécény karcinom plic
kolorektalni karcinom
melanom

neuroendokrinni nadory
rakovina prsu
nemalobunéény karcinom plic
karcinom zaludku a jicnu

nizka aktivita v 1. fazi testl
nizka aktivita ve 2. fazi testl
nizka aktivita ve 2. fazi testl
zadna aktivita ve 2. fazi testl
zadna aktivita ve 2. fazi testl
zadna aktivita ve 2. fazi testl
zadna aktivita ve 2. fazi testl
zadna aktivita ve 2. fazi testl
zadna aktivita ve 2. fazi testl

* Klinické testy novych léCiv se klasicky rozdéluji do tfi fazi. V prvni fazi (20-100 pacientl) se ovéfuje
bezpecnost pouzivané latky, jeji farmakokinetika a farmakodynamika a vhodné davkovani pro dalSi testy. Ve
druhé fazi klinickych testd (20-300 pacientl), do niz nové léCivo zpravidla postupuje az po zjisténi, Ze je
dostate¢né bezpeéné, se ovéfuje zejména jeho schopnost dosdhnout zadouciho G¢inku proti dané nemoci.
Samoziejmé se stale monitoruji vSechny nezadouci vedlejSi Gc¢inky. Je-li nové légivo dostatecné efektivni,
o randomizované, multicentrické studie, jejichZ cilem je zjistit, zda nové lé€ivo (Ci jeho kombinace s jinymi I€Civy)
je acinngjSi proti dané nemoci nez soucasny zlaty standard lé¢by. Teprve na zakladé vysledku treti faze
klinickych testd dochazi k povoleni nového léc€iva pro 1é¢bu dané nemoci v bézné klinické praxi. Treti faze muze
ovSem probihat pro rizné kombinace daného IéCiva s jinymi IéCivy i po jeho povoleni pro béznou klinickou Ié¢bu,
napf. v souc€asnosti Ize najit na strankach NCI 24 klinickych testl VELCADE ve tfeti fazi, vSechny proti
mnohocetnému myelomu. Cena klinickych testd jednoho nového IéCiva od zacatku prvni faze testd az po jeho
uvedeni do bézné klinické péce se odhaduje ' na pll miliardy USD (1 USD v hodnoté z roku 2000). Diky vyrazné
variabilit¢ v lidské populaci se vSak musi sledovat bezpec&nost a uc€innost daného léku i pfi jeho bézném
pouzivani, coz byva oznacovano za ¢tvrtou fazi klinickych testll. Nedavno bylo navrzeno ®9, aby se béhem této
faze sledovaly i pfipadné necekané pozitivni G¢inky daného léku na jiné nemoci, jimiz pacient trpi zaroven.

1.5 Nové klinicky testované latky zasahujici UPS

Lék VELCADE ma nékteré nevyhody: podava se injekéné, neni pfilis G¢inny, nefunguje v pevnych tumorech a i
pacienti s mnohocetnym myelomem si na néj vytvareji zpravidla rezistenci. Existuje proto zna¢na poptavka po
dalSich, novych inhibitorech proteazomu, jez by mohly pfinést onkologickym pacientdm vétSi uzitek a
farmaceutickym firmam nové zisky. Zminime se nejprve o tzv. druhé generaci inhibitord 20S proteazomu a
budeme vychazet z publikace, vydané védci z Millenium Pharmaceuticals 4.

V soucasnosti jsou v klinickych testech nasledujici latky: MLN9708 (Millenimu Pharmaceuticals), CEP-18770
(Cephalon & Cell Therapeutics Europe), Carfilzomib (Proteolix) a NPI-0052 (Nereus Pharmaceuticals). MLN9708
je chemicky podobny bortezomibu a podobné jako bortezomib inhibuje 20S proteazom reverzibilné (po néjaké
dobé se uvolni z mista navazani na 20S proteazom). Oproti bortezomibu je Gc¢inny také pfi peroralnim podani. Na
strankach NCI Ize najit Ctyfi pravé probihajici klinické testy (faze 1-2) této latky (mnohocCetny myelom, pevné
nadory, lymfomy). CEP-18770 je také reverzibilni inhibitor 20S proteazomu (opét chemicky podobny
bortezomibu), podava se vsak intravendzné. V soucasné dobé probiha pouze jeden klinicky test této latky (faze 2,
mnohocetny myelom). Obé dalSi latky jsou ireverzibilni inhibitory 20S proteazomu a patfi do zcela jinych
chemickych skupin: na rozdil od bortezomibu, ktery je odvozen od kombinace monoalkylborité kyseliny a
dipeptidu, carfilzomib je kombinaci epoxyketonu a tretrapeptidu a NPI-0052 je bicyklicky y-laktam-B-lakton. NPI-
0052 je znam také jako salinosporamid A a byl plvodné izolovan z jedné morské bakterie. Pro tuto latku Ize najit
na strankach NCI ¢&tyfi probihajici klinické testy (intraven6zné, faze 1, mnohocetny myelom, pevné nadory,
lymfomy). Carfilzomib je testovan v osmi klinickych testech (intravenézné, faze 1-2, lymfomy, leukemie, pevné



nadory), v kombinaci s jinymi Iéky dokonce uz ve fazi 3 u pacientd s mnohocetnym myelomem. VELCADE
(bortezomib) vSak zatim zlstava stale jedinym klinicky pouzivanym inhibitorem proteazomu.

Puvodni Hershkova idea pfi jeho rozhovoru s Adamsem vSak nespocivala v tom zastavit degradaci proteina
jako takovou. Inhibitory 20S proteazomu zasahuji pfili§ mnoho bunéénych déju najednou. Hershko uvazoval
spiSe o tom, jak ovlivnit degradaci konkrétnich vybranych protein(i, o nichz se vi, Ze hraji vyznamnou roli ve
vzniku a progresi rakoviny. Pro takovy pFistup je nutné inhibovat konkrétni E3 ligazy, jez rozhoduji o ubikvitinaci a
degradaci téchto proteind. Prvni takovy inhibitor (MLN4924) vstoupil do klinickych test(i zcela nedavno a pochazi
z produkce Millenium Pharmaceuticals ®2. Ve skute¢nosti nejde o inhibitor pfimo néjaké E3 ligazy, nybrz o
inhibitor enzymu NAE (NEDD8-activating enzyme), ktery reguluje jednu skupinu E3 ligaz. V tom smyslu MLN4924
predstavuje zcela unikatni pfistup k 1é¢bé rakoviny, jenz dosud nebyl vibec vyzkouSen. Na strankach NCI Ize
najit tyfi klinické testy této latky (intravenézné, faze 1, melanom, leukemie, lymfomy, mnohocetny myelom a také
pevné nadory).

DalSi dosud ,exotickou” moznosti, jak ovlivnit UPS, je inhibovani deubikvitinaz. V roce 2007 védci z Millenium
Pharmaceuticals navrhli jako jeden z nadéjnych cill protinadorové terapie uz vyse zminénou Pohl ve viku 26S
proteazomu ®. Je docela mozné, Ze jeden stary Iék, pouzivany desitky let proti alkoholismu (antabus neboli
disulfiram), je schopen Pohl a jiné JAMM doménové DUBY inhibovat, a tim velmi efektivné potlaCovat rakovinu. V
dalSim textu se pokusime ukazat, co je o tom uz znamo. Je to jedno z hlavnich vyzkumnych témat nasSeho
pracovisté. Prehled celé problematiky Ize najit v publikaci ®.

1.6 PFibéh antabusu

Pro moZnost, Ze antabus je schopen potlatovat néktera onkologicka onemocnéni, svéd¢éi nékolik
roztrouSenych klinickych pozorovani. V jednom zapadlém ¢&lanku z roku 1977 © doktor E. F. Lewison z Johns
Hopkins Hospital popisuje pfipad Zeny, ktera v roce 1956 ve svych 35 letech byla operovana kvuli agresivni
rakoviné prsu. O tfi roky pozdéji se u ni objevila vazna bolest zad, ¢ehoz pficinou se ukazaly rozsahlé metastaze
v patefi, zebrech a panevni kosti. V roce 1961 se pacientka stala alkoholi¢kou a musela uzivat antabus. BEhem
nasledujicich deseti let doslo k GpInému vymizeni viech metastazi. Zena umrela v roce 1971 diky padu z okna v
tézké opilosti, z hlediska onkologického vSak naprosto zdrava. Lewison spekuloval o protirakovinné aktivité
antabusu v dlsledku jeho zakladni schopnosti inhibovat enzym acetaldehyd dehydrogenazu.

Na pfelomu 80./90. let se stala popularni latka, nazyvana ditiocarb nebo také immuthiol. Tato latka vznika v
téle z antabusu po jeho poziti a vyznacuje se vysokou reaktivitou, mj. je schopna reagovat s médi, obsazenou v
krvi, a vytvafet komplex, ktery si oznaéme zkratkou CuEt. Véfilo se, Ze ditiocarb je schopen mit pfiznivy vliv na
imunitu a mohl by tedy byt vhodnym Iékem proti HIV/AIDS. Nékteré klinické testy publikované v prestiznich
lékarskych ¢asopisech (Lancet, JAMA) ukazaly na podivuhodnou uginnost ditiocarbu proti tomuto onemocnéni.
DalsSi klinické testy vSak selhaly a kdyZ se zjistilo, Ze ditiocarb nema na imunitu pacientd s HIV/AIDS Zadny vliv,
upadl cely pfib&h do zapomnéni. Uspéch klinickych testd ditiocarbu proti HIV/AIDS zlstal dodnes nevysvétlen.
Zda se vSak, Ze jeho Gc¢innost mohla byt vyrazné ovlivnéna mnoZstvim médi ve stravé pacientd a vibec
nesouvisela s vlivem na imunitu, nybrz se schopnosti CuEt inhibovat proteazom . Pro nas je v3ak podstatné, ze
ditiocarb byl jeSté v dobé své slavy vyuzit také v klinickém testu na 64 pacientkach (faze 2) s rakovinou prsu
(nezavisle na Lewisonovi). Vysledky byly velmi pozitivni: po Sesti letech Zilo ve skupiné, berouci ditiocarb, 81%
pacientek, zatimco ve skupiné s placebem pouhych 55% pacientek 7. Autofi vychazeli v tomto testu z
predpokladu, Ze ditiocarb pfiznivé ovliviiuje imunitni systém. Kdyz se tento predpoklad vSak ukazal myiny,
ziskana data pfestavala davat smysl a dalSi vyzkum byl opustén.

Potom se antabus zacal znovu vnucovat pozornosti lidskych déjin na zakladé experimentl, jeZz provedla
skupina profesora T. P. Kennedyho na University of Utah. Tito vyzkumnici nezavisle na obou jiz zminénych
publikacich objevili, Ze antabus ma silnou protinadorovou aktivitu, kdyZ vytvari komplexy s kovy, zejména se
zinkem a médi. Rozhodli se aplikovat své vysledky u beznadéjné nemocné pacientky s velkou metastazi
melanomu v jatrech. Pacientka brala antabus a glukonat zinecnaty, kazdy zvlast, denné. Po tfech mésicich
metastaze zmizela a doslo k Uplnému obnoveni zdravi, takze nebylo jiz zapotfebi zadné hospitalizace. Az do
publikovani vysledkd v roce 2004 Zila Zena s kazdodenni davkou antabusu a zinku po dobu 55 mésicu bez

zhorSeni zdravotniho stavu ®. Davod této pozoruhodné protinadorové aktivity bylo vSak obtizné najit az do



objevu, ktery udélal profesor Q. P. Dou v Detroitu (Michigan) se svym tymem. Pfi experimentovani v jeho
laboratofi se totiz ukazalo, Ze CuEt je silny inhibitor proteazomu, a to dokonce in vivo v mysich, kde efektivné
potlacoval xenografty odvozené od lidské prsni nadorové linie ®. Z vysledkd obou americkych tym( potom vySel
klinicky test na Huntsman Cancer Institute v Utahu, zahajeny v Iété 2008 a trvajici dodnes (investorem je
University of Utah). V tomto testu (1. faze) je pacientim s nadory jater (primarnimi i sekundarnimi, s uréenim
plvodu i bez uréeni ptvodu) peroralné a denné podavan antabus a glukonat médnaty, kazdy zvlasté.

PUsobi-li antabus, potencovany médi, tak vyrazné proti pevnym nadorim, zda se, Ze bude inhibovat
proteazom néjakym jinym zpusobem nez VELCADE. Zpusob inhibice proteazomu pomoci CuEt je nyni tou
vskutku vzruSujici otdzkou. Ve spolupraci se skupinou profesora Doua jsme nedavno ukazali, ze CuEt neni
schopen inhibovat 20S proteazom a jeho cilem je mnohem spiSe Poh1l ve viku 26S proteazomu ®. Mechanismus
protinadorového G¢inku latky CuEt, ktera vznika v naSem téle po poziti antabusu ¢&i ditiocarbu ©4, je vSak dnes
jesté mnohem veétsi otazkou nez mechanismus G¢inku bortezomibu.
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