UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

KATEDRA BIOCHEMICKYCH VED

VLIV INHIBICE PROTEAZOMU NA
ANTIPROLIFERA CNi UCINEK
ANTRACYKLINOVYCH ANTIBIOTIK

DIPLOMOVA PRACE

Vedouci diplomové prace: PharmDr. Anna JirkovskapP

Hradec Kralové 2016 Jana Kroupovéa



.Prohlasuji, Ze tato prace je mymiyodnim autorskym dilem. VeSkera
literatura a dalSi zdroje, z nichz jsetin zpracovanterpala, jsou uvedeny v seznamu
pouzité literatury a v pradiadre citovany. Prace nebyla pouzita k ziskani jiného

nebo stejného titulu.”

V Hradci Kralové dne 13. 5. 2016 Podpis:



Dékuji své Skolitelce PharmDr. AgnJirkovské, Ph.D. za tépvost, cenné rady,
piipominky a informace poskytnutéipvypracovani této diplomové prace. Také
dékuji zamestnanédm a studeriim Katedry biochemickych & Farmaceutické
fakulty v Hradci Kralové za praktické rady a vyteai gijemného pracovniho
prostedi. V neposlednifack dékuji také za finatni podporu z grantu IGA
NT/13457-4-2012, UNCE 204019/304019/2012 a SVV 284.

Hradec Krélové, 2016 Jana Kroupova



Abstrakt
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Kandidat: Jana Kroupova

Skolitel: PharmDr. Anna Jirkovska, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vliv inhibice proteazomu aatiprolifera&ni inek

antracyklinovych antibiotik

Antracyklinova antibiotika (daunorubicin, doxoruimk pa#i mezi nej@innéjSi
protinadorova l&va. V sowasné Kklinické praxi jsou pouzivany &a$tji
v kombinacich, a to jak s ,klasickymi“, tak i novyntilenymi“ protinadorovymi
léCivy. Mezi tato nova protinadorova diga pati také inhibitory proteazomu
(bortezomib a karfilzomib). Proteazom je multienoym komplex v eukaryotickych
bunkach, ktery je zodpavny za intracelularni degradaci proteininhibitory
proteazomu se doposud uplatnilyepazrié v terapii mnohoéetného myelomu, ale
jejich potencial je studovan také u jinych maligniejich pouZiti v kombinaci
s antracykliny se jevi jako mozZna alternativa wapér nékterych nadorovych
onemockni, avSak tinek kombinace antracyklin a inhibitofi proteazomu na
naddorové bikky nebyl dostaitn¢ objasgn. Terapie antracykliny je také
doprovazena zavaznym nezadoucitiimkem — kardiotoxicitou, jejiz potencialibe

byt kombinaci s inhibitory proteazomu ovlim

Cilem této diplomové prace bylo zhodnotit antideskcni aktivitu inhibitoi
proteazomu bortezomibu a karfilzomibu naikyi lidské promyelocytarni leukemie
(HL-60) a vliv &chto latek na antiprolifetai (Cinek daunorubicinu na tyto nadorové
buinky. DalSim cilem bylo také studovat jejich vliv raxicitu daunorubicinu
v in vitro modelu antracyklinové kardiotoxicity na izolovanycpotkanich

neonatalnich ventrikularnich kardiomyocytech.

Antiproliferatni aktivita inhibitofi proteazomu byla testovana na suspenznédmén
linii HL-60. Buné¢na viabilita byla hodnocena pomoci MTT testu po otthoveé

inkubaci bugk s daunorubicinem, doxorubicinem, bortezomibemasdilkomibem
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v Siroké koncentr@i Skale. Zd&chto dat byly vypéteny hodnoty 1G pro vSechny
studované latky. Nasledrbyl analyzovan kombiriai efekt metodou podle Chou
a Talalaye. Bortezomib i karfilzomib vykazovaly p&nm vyrazné antiproliferéni
Gcinky vaci leukemické bu&ené linii s hodnotami 16y v fadu jednotek nM. AvsSak
kombinace s antracykliny nevedla k vyraznému zviySentiprolifera&niho &inku
(kombina&ni index byl ve velk€asti koncentréni Skaly v hodnotach vysSich nez 1).

Vliv inhibice proteazomu pomoci bortezomibu a HKadmibu na viabilitu
izolovanych neonatalnich kardiomyogybyl hodnocen po 48hodinové inkubaci
s testovanymi latkami pomoci stanoveni aktivity tétehydrogenazy uvainé

z burek do kultivatniho média Bhem inkubace. U obou latek byla stanovena
hodnota IG,. Dale byl na tomto modelu hodnocen vliv inhibjgeteazomu na
kardiotoxicitu daunorubicinu. P tomto hodnoceni bylo zji&o, Ze inhibice
proteazomu v naSem schématu vygazreovliviiuje toxicitu daunorubicinu 0&i
primarnim neonatalnim kardiomyoéwy. Toto pozorovani vSak bude nutno doplnit
jes€ dalsimi hodnocenimi v dalSicitasovych schématech a koncentracich

bortezomibu a karfilzomibu.
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Title of diploma thesis: The effect of the proteago inhibition of the

antiproliferative effect of anthracycline antibicsi

Anthracycline antibiotics (daunorubicin, doxorubicibelong to the most effective
antitumor drugs. In current clinical practice treg used mostly in the combinations
with either “classical” or new targeted antitumougs. The proteasome inhibitors
(bortezomib and carfilzomib) are also viewed asad pf new “targeted” antitumor

drugs. The proteasome is a multienzyme complex ukamyotic cells which

is responsible for intracellular degradation oftpnas. The proteasome inhibitors
have been largely used in the therapy of multipleeloma, but their potential has
been also studied in the case of other malignan@iesir use in the combination
with anthracyclines could be a possible alternativehe therapy of some tumor
illnesses, but the effect of combination of anthicdioes and proteasome inhibitors
on tumor cells have not been sufficiently explainBge anthracycline therapy is also
accompanied by serious adverse side effect — thdiotaxicity, which potential

could be influenced by the combination with proteas inhibitors.

The main aim of this master thesis was the evanaif the antiproliferative activity
of proteasome inhibitors (bortezomib and carfilzomon human promyelocytic
leukemia cells (HL-60) and the influence of thesegd on the antiproliferative
effect of daunorubicin on these tumor cells. Thetngoal was also to study
the influence of these drugs on the toxicity of m@wbicin inin vitro anthracycline

cardiotoxicity model — isolated rat’s neonatal ventlar cardiomyocytes.

The antiproliferative activity of proteasome inhdys was tested on suspension cell
culture HL-60. The cell viability was evaluated BT test after 72 hours of the

incubation of cells with daunorubicin, doxorubicibprtezomib and carfilzomib
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in a wide range of concentrationss4©f all studied drugs was calculated from these
data. After that the combination effect of drugssvemalyzed using Chou-Talalay
method. Bortezomib and carfilzomib showed a quietfqund antiproliferative
effects on leukemia cell culture with 4 values in nmol/df unit order.
The combination with anthracyclines did not lead ttee significant increase
of antiproliferative effect (the combination indess in wide range of concentration

scale higher than 1).

The influence of proteasome inhibition by bortedmnand carfilzomib on the
viability of isolated neonatal cardiomyocytes waslaated after 48 hours of the
incubation of cells with tested compounds. It wasasured the activity of lactate
dehydrogenase released from cells to the cultigatiedium during the incubation.
The values of Ig for bortezomib and carfilzomib were determinedeThfluence

of proteasome inhibition on daunorubicin cardiotttyi was evaluated on that
model. It was found that the proteasome inhibition our scheme does not
significantly influence the toxicity of daunoruhbicitowards primary neonatal
cardiomyocytes. This observation must be suppleedealiso by other evaluations in

the next time schemes and concentrations of bartdrand carfilzomib.
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1 Uvod

Nadorova onemoemi jsou jednou z hlavnichfigin predtasného amrti. Vyzkum
latek s protinadorovymdinkem se zé&al rozvijet po druhé stové valce, od té doby
bylo identifikovano pes padesatiznych farmakologickych skupin protinadorovych
léciv (Lincova a Farghali 2007). Ret nov¥ diagnostikovanych malignit se kazdy
rok zvySuje, a proto je snahou lékd védci stale nalézat nové latky a moznosti
acinné terapie.

Antracyklinova antibiotika sefadi mezi nejdinnéjSi protinadorova k&va. Jsou
indikovana v terapii solidnich nador (karcinomy prsu, urogenitalniho
a gastrointestinalniho traktu) i hematoonkologid¢kymemocni (lymfomy, akutni

a chronicka leukémie). Diky své vyjitre@ &innosti se ani po 50 letech jejich
pouzivani nestaly obsolentnimi — nova protinadoré#dva se ¢asto pouzivaji
v kombinaci prav s antracykliny. RestoZze bylo vyvinuto &kolik tisic novych
struktur, v praxi se uplatnilo pouze¢kolik analogi — epirubicin, idarubicin,
pirarubicin, aclarubicin a valrubicin (Minotti a k@004).

UZivani antracyklia je limitovdno jejich vaznymi nezé&doucimicigky -
myelotoxicitou a kardiotoxicitou. Myelotoxicita, keujici trombocytopénii,
granulocytopénii a anémii, se projevuje jiz vlmhu podavani antracyklina po
ukorteni terapie se krvetvorba obnovuje. Jeji vyskyt tmmezit sodgasnym
podavanim istovych faktofi (Balducci a Extermann 2000). Kardiotoxicita se
naopak castji vyskytuje az po ukokeni terapie. Projevuje se dilata
kardiomyopatii, ktera iite progredovat az doastnavého srdmiho selhani. Toto
poskozeni kardiomyocitje povazovano za ireverzibilni a rezistentni n&bule
(Lincova a Farghali 2007).

Odhadnout domdu toxické poskozeni myokardu u daného pacientésedny
rozvoj manifestniho srdaiho selhani je velmi komplikované, situaci¢zztje
piedevsim vysoka interindividualni variabilita. Wkterych pacienit se toxické
acinky antracyklini projevi uz pi davkach nizsich nez 300 mgimu rskterych
pacienti ani 1000 mg/rhnevyvolava zavaisi srdéni poskozeni (Von Hoff a kol.
1979). U dti je pak vyskyt kardiovaskularnich komplikaci festétsi, coz
pravdEpodobré souvisi s delSi dobougiti €chto pacient (Oeffinger a kol. 2006).
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Riziko srdé€niho poSkozeni je ovlivmo také dalSimi rizikovymi faktory, jako jsou
nizky nebo naopak vysokyeék, existujici kardiovaskularni onemagn, obezita,
diabetes mellitus,fpdchozi nebo s@asna léba oz#ovanim mediastina nebo jinymi
kardiotoxickymi I&€ivy (Yeh a kol. 2004).

Jedinym léivem dosud registrovanym pro prevenci kardiotoyi@ntracyklini je
dexrazoxan. Mechanismus jeho Kkardioprotektivnindsopeni byl trading
piisuzovan jeho metabolizaci na chetskaaktivni produkt ADR-925, ktery by diky
schopnosti vychytavat volné katalyticky aktivni tprzeleza mohl branit vzniku
volnych kyslikovych radikdl v buice. V poslednich desetiletich se proto preklinicky
i klinicky vyzkum zangtil predevSim na oxidai stres zpisobeny antracykliny
a jeho omezeni pomoci antioxidard selektivijSich chelatar Zeleza. Vysledky
studii ale neprokazaly ¢innost €tchto latek, ktera by byla srovnatelna nebo
piekraiovala &innost dexrazoxanu (Simunek a kol. 2009). Prote sewasné dob
stédle vice studii za#uje na mozné alternativni mechanismy kardiotoxicity

antracyklini a kardioprotekce pomoci dexrazoxanu.

Tato diplomova prace byla vypracovana jako ¢ssti dlouhodobého vyzkumu
realizovaného na pracovistich Légieé a Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy
v Hradci Krélové. Mechanismy antracyklinové kardiitity a farmakologickeé
kardioprotekce jsou n&dhto pracovistich zkoumany uz od 90. let minulétobes.
Na Ustavu farmakologie Lékské fakulty byl zaveden skupinou prof. MUDr.
Vladimira Gersla, CScin vivo model antracyklinové kardiotoxicity na kralicich,
ktery pouziva klinicky relevantni aplikace antraliyl a byl také validovan pomoci
dexrazoxanu. Na Katee biochemickych & Farmaceutické fakulty pak probiha pod
vedenim doc. PharmDr. Tomase Sitka, Ph.D.in vitro hodnoceni antracyklinové
kardiotoxicity, a to jak na bwiné linii potkanich kardiomyoblastH9c2, tak i na
izolovanych primarnich neonatélnich potkanich lardiocytech. Také zde probiha
hodnoceni vlivu novych latek na antiproliferativiginky antracykliri. V roce 2012
se tato skupina, spolu s dalSimi pracovisti, stedatasti centra pro vyzkum
toxickych a protektivnich dinka 1€Civ na kardiovaskularni systém, které je jednim
z univerzitnich vyzkumnych center Univerzity Kanovv Praze (UNCE
204019/304019/2012).
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2 Sowasny staviceSené problematiky

2.1 Antracyklinova antibiotika

Antracyklinova antibiotika (ANT, antracykliny) pgatmezi jedny z nejinngjSich
protinddorovych I&v. Prvni ANT byly izolovany z&treptomyces peucetius v roce
1960 a byly pojmenovany doxorubicin (DOX, syn. adrycin) a daunorubicin
(DAU, syn. daunomycin). Struktura ANT je tema aglykonem a cukernym zbytkem
(Obr. 1). Aglykon se sklada ztetracyklické strulgtu s chinonovymi

a hydrochinonovymi skupinami na kruzich B a C, nzhk D je v poloze 4 navazan
methoxy substituent a v poloze 9 j&pejen kratky béni fettzec s karbonylovou
skupinou. Bazicky monosacharid daunosamin jgopen glykosidickou vazbou
v poloze 7 na kruh A, chemicky se jedna o 3-amir&e2trideoxy-L-lyxopyranosu.
Jediny rozdil mezi DOX a DAU je ve vedlejShetezci, korticim u DOX primarnim
alkoholem, zatimco u DAU je zakéen methylem. Tento nepatrny rozdil ma v3ak

vyznam pro odlisSné spektrundigku (Minotti a kol. 2004).

Daunorubicin: R = CH,

Doxorubicin: R =CH,OH

H;C NH,
OH

Obr. 1. Chemicka struktura daunorubicinu a doxorutihu. Prevzato
Z internetového zdroj@PubChem 2015b,c).

Cilovou strukturou ANT je DNA v jae, kde dochazi k inhibici replikace
a transkripce. | f&es jejich rozsahlé klinické pouzivaniepny mechanismustiaku
ANT v nadorovych biikach nebyl dosud zcela objgsn a stale dstava

rozporuplnou otazkou. V Uvahutighazi interkalace do DNA, tvorba volnych
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radikah, alkylace a zesihi DNA, piimy ®&inek na membrany, inhibice
topoizomerazy I, indukce apoptézy a dalSi mozné&harismy (Minotti a kol.
2004).

DOX je podavan jako hydrochlorid intravenézmomalou injekci nebo kratkodobou
infazi (vyjimesng dlouhodobou infazi) v davce 30-60 md/kazdy teti tyden 1&by.
Pouziva se k ¢ nehodgkinskych lymfoiiy Hodgkinovy choroby, mnokietného
myelomu, akutni lymfoblastové a myeloidni leukéniglSi indikaci jsou solidni
nadory jako karcinom prsu, osteosarkom, malébayn bronchogenni karcinom
a sarkom rékkych tkani. Liposomalni lékova forma se uziva rapé Kaposiho
sarkomu (Lincova a Farghali 2007). DAU se od DO¥ hizsi distribuci do tkani

a spektrem &inku — uplatnil se fevazr v terapii krevnich malignit.

Jejich uzivani je vSak kroimvysoké protinadorovécinnosti spojeno také imdou
komplikaci, jako je mozny vyvoj rezistence &kiterych typech nadorovych b

nebo toxicita u¢i zdravym tkdnim. K népsgjSim nezadoucimdainkam ANT pati

alopécie (90-100 %ijpadi). K projevu dochazi néasgji treti tyden po prvni
davce. Emetogennicinek se projevi ve 30-40 %ipadi. Krom¢ téchto pongrne

¢astych, ale #Sinou zvladnutelnych nezZadoucictinka pati k dalSim nejasgjSim

nezadoucim &inkam neutropenie a trombocytopenie. Ty mohou byt ZolobZujici,
ale ve ¥tSing pripadi jsou také zvladnutelné podaniristovych faktoii (Balducci

a Extermann 2000). Vzagnse objevuje hyperpigmentace a bolesti kib@bincova

a Farghali 2007).

Typickym nezé&doucim dnkem ANT je jejich kardiotoxicita, jejiz vyskyt de
k nutnosti omezeni maximalni mozné kumulativni ga@ifNT u daného pacienta
(Wouters a kol. 2005), coz ke v rekterych gipadech zn&n¢ omezit plny
terapeuticky potencial ANT.

2.1.1 Kardiotoxicita antracyklin @

ANT jsou nejlépe prostudovana protinadorovéve s prokadzanou kardiotoxicitou
(Yeh a kol. 2004). Tradni teorii nefastji prezentovanou v odborné literéuje, Ze
jde o multifaktorialni dj, zpisobeny pedevSim oxidénim stresem ziftomnosti
kyslikovych radikak vznikajicich po vytvéeni stabilniho komplexu mezi

antracykliny a ionty Zeleza z myoglobinu a hemogial(Lincova a Farghali 2007).
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PokraiilejSi nebo naopak velmi nizky ¢k, Zenské pohlavi a iedchozi
kardiovaskularni onemoéni jsou znamymi rizikovymi faktory (Yeh a kol. 2004

Klinicka terminologie rozliSuje &kolik forem liSicich se nastupem, projevy
a zavaznosti. Akutni kardiotoxicita nenfili§ ¢asta (postihuje ménnez 1 %
pacienti), objevuje se do 24 hodin po prvni davce a dénadrso korigovat pomoci
antiarytmik. Projevuje se ztnami na EKG v Useku ST-T, prodlouZzenim intervalu

QT a arytmiemi. Byva doprovazena nauzeou a zvratéhincova a Farghali 2007).

Chronicka kardiotoxicita se objevuje nahle,casgji béhem 1-2 misiai po posledni
davce a rychle se zhorSuje. Jeji vyskyt se drakatigySuje s kumulativni davkou
v&tsi nez 550 mg/fm Projevuje se kardiomyopatii doprovazenou znamkami
tachykardie, tachypnoe, plicni a venodzni kongesdguralnimi vypotky. Je
ireverzibilni a pomdrné rezistentni na naslednowli@ (Lincova a Farghali 2007).
Substrukturalni rysy kardiomyopatie se vyama ztratou myofibril, dilataci
sarkoplazmatického retikula, vakuolizaci a zvySengaitem lysozoni (Minotti

a kol. 2004). zvlastnim subtypem chronického tymudiotoxicity je typ pozdni,
ktery se manifestuje az po 4—-20 letech od dkanl&by. Byvacasta u dti (Lincova

a Farghali 2007).

Ucinné strategie pouzivané v klinické praxi pro orméz&NT kardiotoxicitu
zahrnuji pedevSim omezeni celkové davky pod jistou, reldtivazpeénou davku,
ktera4 je stanovena pro jednotlivé ANT (ha@50-550 mg/m v pifpads DOX)
a zmeénou zpisobu podavani z rychlé infuze na kontinualni inf(miobihajici po
dobu 24 az 92 hodin). V séasnosti se nafe vkladaji také do novych lékovych
forem. Bylo vyvinuto nafiklad reékolik lipozomalnich pipravki, u nichz se
piedpoklada, Ze by mohly vykazovat lepsinmost @i snizenych davkackeimz by
mohly zpisobovat také nizSi toxicitu (Wouters a kol. 2003¢dinou doposud
registrovanou latkou genou k prevenci ANT kardiotoxicity je dexrazoxamadicné
se fedpoklada, Zze dexrazoxan funguje jako pfigld jehoz aktivni forma ADR-925
(derivat EDTA) by mohla byt schopna chelatace volnigatalyticky aktivnich iorit
Zeleza a omezovat tak vznik volnych kyslikovychikali (Simunek a kol. 2009).
Tento mechanismus je vSak v posledni&ppochyliovan a pozornost ségsouva
k alternativnim  mechanisim, nag. schopnosti dexrazoxanu inhibovat

topoizomerazu Il (Lyu a kol. 2007).
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Jednou ze strategii pro omezeni kumulativni davkyerbyt i velmic¢asté klinické
pouziti ANT v kombinacich. DOX je Siroce pouzivankembinaci s etoposidem
a cyklofosfamidem pro &bu karcinomu plic. V kombinaci s platinovymi
a alkylanimi cinidly se uplaiuje v terapii karcinomu vajaika (Cortes-Funes
a Coronado 2007), kombinace DAU a cytarabinu jeyklow indulkéni terapii pro
pacienty s akutni myeloidni leukémii (Fernandezx2Cd pro |ébu pacieni s non-
Hodgkinskym lymfomem se vyuzivda kombinace DOX slofdsfamidem,
vinkristinem a prednisonem (Hande 1998), ke ktexévjrekterych pipadech
prfidavan i rituximab (Limat a kol. 2014). Z dalSicltorkbinaci se uziva ECF
(epirubicin, cisplatina, 5-fluorouracil) v terapikarcinomu zaludku, CAF
(cyklofosfamid, adriamycin, 5-fluorouracil) nebo €E(5-fluorouracil, epirubicin,

cyklofosfamid) pro l1ébu rakoviny prsu (Apetoh a kol. 2008).

Zesileny protinadorovydinek €chto kombinovanych terapii je atasto doprovazen
zvySenou kardiotoxicitou, ngilad pi sowasném podavani paklitaxelu, ktery
udrZzuje vysSi koncentraci ANT v plazmAlternativni strategii je uziti docetaxelu,
jenz nema tak velky vliv na plazmatické koncentr@s@X a kombinani terapie

rakoviny prsu je tak bezpegjsi (Cortes-Funes a Coronado 2007).

Z Klinické praxe Ize pozorovat trend ke kombinacNTA s moderni cilenou
onkologickou I€bou pro zvySeni protinadorové odgdva snizentetnosti vyskytu

I zavaznosti nezadoucickkigka. Mezi tato nova cilena protinadorové&ila seradi
kromé& monoklonalnich protilatek, jakou je rmaprastuzumab (Rayson a kol. 2008),
i inhibitory tyrosinkinaz (sunitinib, imatinib, extinib apod.) (Adams a Leggas 2007)
a také inhibitory proteazomu (Lenz 2003).
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2.2 Ubikvitin - proteazomovy systém

2.2.1 Funkce v buice

Proteazom je multienzymovy komplex, ktery zpfedkovava intracelularni
degradaci proteinv eukaryotnich btkach. Nekdy byva tento komplex oztavan
také jako ubikvitin-proteazomovy systém (UPS). Birot ukené k degradaci jsou
nejprve ozn&ny pfipojenim polyubikvitinovéharettzce diky tzv. ubikvitinovému
systému, ktery tvd tfi enzymy. Jednotlivé monomery ubikvitinu (vysoce
konzervativni polypeptidy tyené 76 aminokyselinami) jsou ns&ije aktivovany
ubikvitin-aktivujicim enzymem a poté jsou za pomadgbikvitin-konjuganiho
enzymu pipojeny na cilovy protein vybrany a vazany ubikvitigazou. Takto
oznaeny protein je poté dalSitheenem UPS — 26S proteazomem — rozloZzen na malé
peptidy, ubikvitin je uvoldan a recyklovan off pomoci specifického ubikvitin-
recyklujiciho enzymu &kdy nazyvaného také deubikvititrd enzym (Glickman
a Ciechanover 2002).

Svou aktivitou UPS kontroluje hladinu prot&jnkteré jsou dlezité pro Zivotni
cyklus normalnich i malignich bgk (nag. cykliny, kaspazy, Bcl 2, jaderny faktor
kB apod.) a hraje kibvou roli v mnoha biologickych procesech, jako j@dgné
déleni, vyvoj a fist buiky, apoptdza a prezentace antigenu (Voges a kéB)19

2.2.2 Lokalizace UPS

K degradaci wtSiny proteirii (jak cytoplazmatickych, tak membranovych) pomoci
UPS dochaziievazri v cytoplazng, ale jednotlivé komponenty byly nalezeny také
vjade (Glickman a Ciechanover 2002). Relativni zastoup&omponent
proteazomu v ja@ a cytoplazrase znané liSi v zavislosti na typu bk, ristovych
podminkach, hustdtburék, metodice pouzitéipptipraw vzorku a detekci (Wojcik

a DeMartino 2003). Vysoce proliferujici a transforané biiky maji obvykle vyssi
hladinu proteazomu a i jeho vySSi aktivitu oprotiunkam klidovym

a netransformovanym (Kumatori a kol. 1990).

Pokusy in vitro s fluorescetné¢ ozna&enym proteazomem ukazaly, Ze aktivni
proteazomové komplexy vstupuji do jadieg jaderné péry nebatem ogtovné

stavby jaderné membrany po mitéze (Reits a kol.7199 pribéhu apoptdzy jsou
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souasti proteazomu naopakigpravovany z jadra do cytoplazmy (Pitzer a kol.
1996).

V cytoplazné se nachazi ki volné rozptylene, ale také seasto asociuji
s centrozomem, \#Bim povrchem endoplazmatického retikula a s ctetkrni siti
(Woéjcik a DeMartino 2003).

2.2.3 26S proteazom

Degradace proteinpomoci 26S proteazomu je ob&cATP dependentni proces.
Proteazom je threonin protedza, N-koncovy threopirpodjednotky poskytuje
nukleofil, ktery atakuje karbonylovou skupinu peptré vazby v cilovém proteinu.
Schopnost rozpoznat a vazat polyubikvitinovany sabge dana 19S podjednotkou,
ta uvohuje substrat, posila jej do katalytického kompl@d$ a zaroue odstraiuje
diive pripojené molekuly ubikvitinu (Almond a Cohen 2002)6S proteazom
(pojmenovany na zaklgdeho sedimentaiho koeficientu) je 1500—-2000 kDa velky
komplex jadra a regutaich podjednotek (Almond a Cohen 2002).

Katalytické jadro — 20S proteazom — je valcovitéuldura skladajici se zétyr
heptamerickych kruh (Obr. 2). VrjSi kruhy obsahujia podjednotky, zatimco
vnitini kruhy obsahuji proteolyticky aktiviii podjednotky (Almond a Cohen 2002).
20S proteazom je sam o sobchopen degradovat oxidované proteinyiipgt
zvySeného oxidmiho poskozeni, a to nezavisle na ATP (Davies 20B8tgndardni
katalytické B podjednotky 1, p2, B5) jsou konstitutive exprimované ve vSech
eukaryotnich bikach a maji dznou proteolytickou aktivitu. Mechanismus
hydrolyzy je stejny pro vSechny podjednotky (akiivnisto je tvéeno vzdy Thrl,
Aspl7 a Lys33). Specificita &eni je ale pro kazdé aktivni mistocema jinymi
aminokyselinami, které setastni vazby substratu. Aktivni mista byla klasifi&oa
na zéklad proteolyzy peptidovych substéajako mista s kaspazovou, trypsinovou
a chymotrypsinovou aktivitou pro&steni po kyselych, bazickych a hydrofobnich

aminokyselinach v tomto padi (Ferrington a Gregerson 2012).

Regul&ni podjednotkou 19S je 700 kDa velky komplex vageina oba konce 20S.
Obsahuje pblizn¢ 20 miznych podjednotek, jejichZ velikost kolisa mezi 256 kDa
(Brooks a kol. 2000). Glickman a kolegové (1998)sw& studii prokazali, Zze se

sklada ze dvou subkompliex- ,zakladu“ (angl. base) obsahujiciho Sest ATPaz
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a ,vicka" (angl. lid). Zaklad sam o sdlje schopen degradovat peptidy a proteiny
bez ubikvitinové zn&y, zatimco wko vyZaduje proteiny ubikvitinem oz&ené —

poskytuje tedy vysSi Uroxiespecificity pro proteolytickou degradaci (Adam$2}

Sawi buiky obsahuji jest jiny regul&ni komplex — 11S. Na rozdil od 19S ale
nereguluje degradaci velkych prot&imle podili se na produkci antigennich pratein
a usnaduje dodavani peptiddo lumen endoplazmatického retikula (Adams 2004).

Aktivita 20S Kkatalytického jadra iie byt pozminéna inkorporaci odliSné
katalyticky aktivni B podjednotky a spojenim s jinym regéhdm komplexem.
Nap‘iklad interferony indukuje syntézuit B podjednotek, které mohou nahradit
stavebni jednotky 20S a vytiib tzv. imunoproteazom (Ferrington a Gregerson
2012). Oxidéni stres a proza&tlivé cytokiny jsou podéty, které vedou ke zvysSené
produkci imunoproteazoinve &tSiné burek. Funkci imunoproteazomu je vyied
peptidy pro prezentaci antigenu. Proto nefgkpapivé, Ze jeho bazalni aktivita je
vySSi v butkach imunitniho systému (Ferrington a Gregersor201
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Rpn3 (61 kDa) Rpt1 (48.5 kDa; ATPase)

Rpn5 (53 kDa) Rpt2 (49 kDa; ATPase, gate regulator)

Rpn6 (47.5 kDa) Rpt3 (47 kDa; ATPase)

Rpn7 (45.5 kDa) Rpt4 (44 kDa; ATPase)

Rpn8 (37 kDa) Rpt5 (49 kDa; ATPase, polyubiquitin binding)
Rpn9 (43 kDa) Rpt6 (45.5 kDa; ATPase)

Rpn11 (35 kDa; deubiquitination) Rpn1 (100 kDa; UBL binding)

Rpn12 (31 kDa) Rpn2 (106 kDa; UBL binding)

Rpni5 (?) Rpn13 (?)

Rpn10 (41 kDa; polyubiquitin binding)

o1 (27.4 kDa; gated pore) \4
02 (25.9 kDa; gated pore)
a3 (29.5 kDa; gated pore)
o4 (27.9 kDa; gated pore)
05 (26.4 kDa; gated pore) T
06 (30.2 kDa; gated pore)
o7 (28.4 kDa; gated pore)

20S proteasome

B1 (25.3 kDa; peptidase)

B2 (30 kDa; peptidase)

B3 (22.9 kDa)
B4 (22.8 kDa)
5 (22.5 kDa; peptidase)
36 (26.5 kDa)

B7 (29.2 kDa)

19S regulatory
complex

Obr. 2. Schématické znazao#ni 26S proteazomu

s vz z

Rpn — regulani ¢astice non-ATPazy, Rpt — reguifd castice ATPazy, UBL —
ubikvitinu podobné doményi&vzato z (Mearini a kol. 2008).

2.2.4 UPS v kardiomyocytech

UPS pedstavuje hlavni nelysozomalni cestu degradovateiph. Nedavné studie
ukazuji, Zze zmna aktivity UPS vede k patogenezi a progrésinych srdeénich
chorob (Yu a kol. 2009).

Béhem poslednich deseti let byla role UPi®dmttem cetnych studii vedoucich
k objasrni jeho funkce v kardiovaskularni fyziologii a pitmologii. Diky velkym
pokrokim v této oblasti, &tné pouZziti proteomiky, se uz vi, jak je stdé
proteazom regulovan a jak se jeho regulace podili specifickych funkcich
v kardiomyocytech (Powell a kol. 2012). Stdeproteazom ma nejmé&d4 rtiznych
podjednotek, z nichz &které podléhaji srdmi specifické modifikaci. Variabilita
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ve stavebnich podjednotkach proteazomu umjezznenu specificity a selektivity
a hraje tedy tlezitou roli v regulaci degradace proteiffYoung a kol. 2008).
Specificita UPS spova prevazre v zapojeni tiznych izoforem ubikvitin ligazy E3.
Zatimco existuje pouze jedna izoforma enzymu Edfoizm enzymu E2 je kolem
padesati, E3 izoforem bylo popsano vice nez stot@ha jen ®kolik z nich je
specifickych pro svaly.

Mnoho kardiovaskularnich patologii je spojeno &tumi odchylkami funkce UPS
od normy — & uz zvySeni nebo sniZeni jeho aktivity. U mnohalpgii vSak neni
jasné, zda dysfunkce UPS byla primartitipou onemocéni, nebo se jedna spise
o disledek vyvolany jinym primarnim patologickym meclsamem. Je alergjmé, Ze
jakmile se UPS stane nefumdm, zhorSeni nemoci je¢t&i (Powell a kol. 2012).
Tyto abnormality ve funkci proteazomu byly pozomyaa fizné arovni u ischemie
myokardu, srdéniho selhani, hypertrofie, aterosklerézy a dalSistenich
onemocgni (Yu a kol. 2009).

V piipadech, kdy byl proteazom futik aktivni a podilel se na patogenezi
onemockni, tak jeho inhibici v srdmi tkani byl prokdzan kardioprot&hki (Cinek.
Na zaklad téchto poznati je zaloZzeno mozné pouziti inhibitoproteazomu jako
potencialnich kardioprotektiv. Experimentélni prase v sotiasnosti soustdi
pievazre na ovlivreni UPS pi ischemii myokardu, hypertrofickych zmach a g
srde&nim selhani. Zagteni na ovlivieni kardiospecifickych satasti UPS spolu
s vySSi specificitou novych inhibitbrby mohlo nabidnout potenciélni terapie pro
kardiovaskularni onemoeéni (Yu a kol. 2009).
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2.3 Inhibitory proteazomu

In vitro a in vivo studie na iznych rakovinnych modelech ukézaly n&kolik
vlastnosti této kategorie latek, které je moZnéauni v protinddorove terapii.
Specificita a pesny mechanismusc¢iaku vSech inhibitar je stale pednetem
zkoumani (Adams 2004).

| kdyz kratkodoba expozice inhibitbichrani buiky od miznych toxickych podkta,
dlouhodoba expoziceédhto slodenin je toxicka tér¥ pro vSechny biky

a zpsobuje smrt apoptézou. Vztah mezi stmpna trvanim snizené proteolyzy
a apoptozou je nejasny, stejiako koncentrace a délka expozice vedouci k&
smrti  zavisejici na typu behk. Proliferujici buiky jsou obvykle citliwjSi

k inhibitoram proteazomu neZ neproliferujiciitkly a mohou podléhat apoptoze jiz
4-48 hodin po podani inhibitoru. Tatét§i citlivost proliferujicich bugk k apoptoze
muze byt nasledkem zastaveni bémého cyklu (Kisselev a Goldberg 2001).

ZvySend nachylnost malignich hikn k inhibitorim, ve srovnani s normalnimi
bunkami, nebyla definitivd stanovena. Zakladnimi charakteristikami malignich
burgk jsou mimo jinych rychla proliferace be&k a poruchy v kontrolnich
mechanismech bgtného cyklu. Ztohoto wodu maligni baky kumuluji
poskozené proteiny v mnohen§t$i mie neZz normalni hiky, coz zvySuje jejich

zavislost na proteazomu jako mechanismu pro likaii@adams 2004).

Ackoli mé& proteazom vice aktivnich mist, k vyrazné&nizeni odbouravani bilkovin
neni poteba inhibice vSech. Ve skudtesti inhibice struktury s chymotrypsinovou
aktivitou nebo jeji inaktivace mutaciigobi velky pokles proteolyzy. Naproti tomu
inaktivace struktury s trypsinovou nebo kaspazosktivitou ma pouze minimalni
vliv na vyslednou proteolyzu. &Sina inhibitofi vazicich se na strukturu
s chymotrypsinovou aktivitou je vysoce hydrofobriedy snaze prostupuji do hikn

nez inhibitory vazici se na struktury s trypsinov@wkaspazovou aktivitou, které
obsahuji zbytky s nabojem. Tén vSechny syntetické i fprodni inhibitory

proteazomu &inkuji prevazr na 5 podjednotku s chymotrypsinovou aktivitou,
mnohem slabsi vliv maji na dvou ostatnich podjekiidt (Kisselev a Goldberg
2001). Nedavna studie ukazala, Ze inhibitory struks kaspazovou aktivitou

senzitizuji maligni biky k inhibitorim 5 podjednotky (Mirabella a kol. 2011).
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VétSina inhibitofi proteazomu jsou kratké peptidy s elektrofilni skop navazanou
na C-konci. Tento farmakofor interaguje, reverzibil nebo ireverzibilg,

s N-terminalnim threoninem v aktivnim n#siproteazomu. Peptidova skupina
inhibitoru je do zné&né miry zodpo¥dna za specifitu (Kisselev a Goldberg 2001,
Groll a Huber 2004), i kdyz ta ide byt ovliviena i elektrofilnim farmakoforem
(Screen a kol. 2010). Podle typu farmakoforu jsainikitory rozdleny do

5 zakladnichiid:

» Peptidové aldehydy

» Peptidové boronaty

» Peptidové vinyl-sulfony

* Peptidoveé epoxyketony

* Nepeptidové inhibitoryp-laktony

Prirodni inhibitor lactacystin a syntetické peptidaildehydy byly prvnimi latkami,
u kterych byla rozpoznana schopnost blokovat protea(Adams 2004).

Proteazom rize byt inhibovan i jako sekundarni cil latekyvpdre (cinkujicich na
jiné enzymy. Mezi & pati nagiklad ritonavir, lovastatin, cyclosporin A, nebd ji
zmirgné ANT (Kisselev a Goldberg 2001, Fekete a kol.5200

VSechny tidy, az na peptidové boronaty, podlgivgjSich praci vykazovaly
vlastnosti nevhodné pro klinické studie — metalkmlic nestabilitu, nedostateou
enzymovou specifitu a ireverzibilni vazbu na pratega. Prvnim inhibitorem
proteazomu zZazenym do klinického hodnoceni byl bortezomib (Adag004).
V sowasné dob je bortezomib jiz pouzivan pro déu mnohgetného myelomu
(Kupperman a kol. 2010), v roce 2012 byl FDA regigén i karfilzomib v podobné
indikaci (Adib a kol. 2012) a dalSi inhibitory jsae fazi klinického testovani — NPI-
0052 (Chauhan a kol. 2005), CEP-18770 (Piva a X08), PR-047 (Zhou a kol.
2009) a MLN-9708 (Shah a kol. 2013).

2.3.1 Bortezomib

Bortezomib (BORT, fivodni oznaeni PS-341, Obr. 3) byl uveden na trh jako
piipravek Velcade od Millennium Pharmaceuticals (Pudr@ 2015a). V k&tnu
2003 FDA schvélila BORT v terapii mnotetného myelomu u pacidént ktefi
procklali alespai dvakrat pedchozi Iébu a u kterych dosSlo k progresi oneméain
pii posledni terapii. V dubnu 2004 byl schvéalen pooZiti i v EU (Adams 2004).
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Farmakokinetika ukazala kratky geini distribiéni polatas (<15 minut) a velky
distribwni objem (15 I/kg) séd¢ici o rychlém pestupu do tkani. Vazba na proteiny
lidské plazmy je v prmeéru 83 %. Maximalni inhibice podjednotky 20S proteaz
|ze pozorovat jednu hodinu po podani BORT, obnoktavity nastava po 48-72
hodinach. BORT je ddbk sndSen v davkach ne vy3Sich nez 3,0 mg (ekvivalen
k 1,75 mg/m) opakovanych ve dnech 1 a 4 kazdy druhy tyden (Hama kol.
2005). U rikterych paciernit se po gkolika cyklech BORT v davkach vysSich nez
1,0 mg/n? objevila zvy$ena teplota a Ginava. Byla pozorowtaké trombocytopenie,
ovdem nevyzadujici podmou transfuziCastym nezadouciméinkem je pfijem,
jemuz se daiedchazet profylaktickym podanim loperamidu. &kalika pacient
doSlo k periferni neuropatii, ale tito pacienti fizdtim prodlali Iécbu platinou nebo
taxanem (Adams 2002).

Aktivita BORT v riznych typech nadorového oneméahpravadpodobré zahrnuje
celou fadu molekularnich mechaniém Mechanismus jakym BORT vyvolava
apoptozu je stale nejasniyn vitro testy a testy na zidtech ukazaly, Ze BORT ma
aditivni &inek s jinymi terapiemi. Kromh toho se prokazal jeho chemosenzitivni
acinek, ktery tak umaluje pouziti nizSich davek dalSich protinddorovyehapii

k dosazeni tumoricidniho ¢ilnku srovnatelného s monoterapii. Tento efekt byl
pozorovan u kombinaci BORT s DOX, melfalanem nebexathethasonem
na buri¢né linii mnoh@etného myelomu (Hideshima a kol. 2001, Mitsiaddsla
2003), s irinotekanem nebo ra¢lid terapii u karcinomu tlustéhoista (Kozuch

a kol. 2008), s gemcitabinem u rakoviny pankreakally a kol. 2003),

s daclizumabem na modelu leukémie z TdhurfTan 2002), s radéai terapii,

cyklofosfamidem a cisplatinou na modelu nadoru preaySi (Teicher a kol. 1999).

Také byla prokadzana jeho schopnost obnovit cittivees chemoterapeutické latky
v rezistentnich busgnych liniich. Konkréts v buré¢nych liniich dive rezistentnich

vici doxorubicinu, melphalanu, mitoxantronu a dexarastimu byl BORT schopen
obnovit &innost gchto latek (Adams 2004).
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Obr. 3. Chemicka struktura bortezomibWPrevzato ze zdroje www.pubchem.com
(PubChem, 2015a)

2.3.2 Karfilzomib
Karfilzomib (KARF, pivodni oznaeni PR-171, Obr. 4) byl uveden na trh jako
Kyprolis od Onyx Pharmaceuticals (PubChem 2015d).

KARF je peptidovy epoxyketon z druhé generace ibib, ireverzibilre se vaze
a inhibuje vazebnou strukturu s chymotrypsinovouivdku 20S proteazomu.
V cervenci 2012 jej FDA schvalila jako potencialni ajgf pro pacienty
s mnohdetnym myelomem, ki¢ obdrzeli alesp® dvé piedchozi terapie, detn
BORT a imunomodukaiho ¢inidla, a u kterych doSlo k progresi nemoci do Satie
dni po ukokieni posledni terapie. Je podavan intravetiézmavce 20 mg/Mm
v pribéhu 2—-10 minut ve dnech 1, 2, 8, 9, 15 a 16 z celk8denniho cyklu (Adib
a kol. 2012).

V porovnani s BORT vykazuje stejnouinnost, ale wtSi selektivitu k vazebné
strukture s chymotrypsinovou aktivitou. Hematologické madiguiky vykazuiji &tSi
citivost na KARF jiz @i kratké expozici, zatimco lky solidnich tumai

a netransformované bky jsou mes citlivé (Demo a kol. 2007).

Terapie KARF niZze pekonat primarni a sekundarni rezistendicivBORT
a rekolika dalsim chemoterapeutik. Nicmér byla objevena uz i rezistence ke
KARF zpisobena prawipodobré zvySenim hladin P-glykoproteinu a mngbtou

lekovou rezistenci efluxnich pump, protozeirvvitro testech bylo zjigho, ze
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rezistence rive byt gekondna pomaoci inhibitoru P-glykoproteinu (haperapamil)
nebo peptidovych analégostradajicich farmakofor (Ao a kol. 2012).

KARF je obec® dokie snasen, dinymi nezadoucimi dinky jsou Unava, anémie,
nauzea, trombocytopenie, dusnostjjgm, hor€ka, bolest hlavy, infekce hornich

cest dychacich, periferni otoky, neutropenie adialad (Adib a kol. 2012).

Aktivita KARF se projevuje P riznych hematologiich i v pevnych naddorectetw
mnoha@etného myelomu, akutni myeloidni leukémie, Burditt Iymfomu,
Waldenstrémo¥ makroglobulinémie, rakoviny pankreatu a rakovinc gAdib
a kol. 2012). Aktivita KARF je zesilena s@asnym podanim inhibitér
histondeacetylazy (n&pvorinostat) (Kuhn a kol. 2007).

V probihajicich klinickych studiich se stale defeyeho bezp&ost a dinnost

u dalSich malignit (Zangari a kol. 2011).
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Obr. 4. Chemicka struktura karfilzomibuPrevzato ze zdroje www.pubchem.com
(PubChem, 2015d)
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2.4 Mnohocéetny myelom

PrestoZe jsou inhibitory proteazomu hodnoceny v &kfich studiich pro kEbu
raiznych nadorovych onemoémi (Papadopoulos a kol. 2013), v 8asnosti je jejich
hlavni indikaci terapie mnokiethného myelomu (MM). MM je zhoubné onema&ch
zpiusobené maligni transformaci B-lymfoéyjejich klonalni proliferaci a akumulaci
plazmocyti (CMG 2015). MM tvai asi 1 % vSech rakovinnych onemeépha vice
nez 10 % v3ech hematoonkologickych onengnér(Adib a kol. 2012). \CR je
incidence mnohgetného myelomu 2,65/100 000 obyvatétle o nemoc ipvazrie
starSi populace — vetkové kategorii 75—79 let je incidence 15,57/100 6b@vatel,
ve wku 20 az 40 let se tato choroba vyskytuje vEadbnemocwni je ¢asgjSi

u muzi nez u zen (CMG 2015). V Evrépge vice nez 40 000 novychiipad

diagnostikovanych kazdy rok.

Onemocegni se v klinické praxi Kklasifikuje kb jako symptomaticky, nebo
asymptomaticky MM. K symptomatické fo¥mje nutnad pitomnost klonalnich
malignich plazmocyit v kostni deni, gitomnost monoklonalnich imunoglobulin
v séru/m@i a pritomnost alespo jednoho z tzv. CRAB kritérii: hyperkalcémie,

renalni insuficience, anémie, kostni destrukcekajkol. 2011).

Mnohaietny myelom je stéle dostupnymi pri@stky nevyléitelny. Protinddorova
lécba je indikovana pouze u pacigérge symptomatickym MM siftomnosti CRAB
kritérii (Hajek a kol. 2011). Vippad asymptomatického MM se krampodavani
bisfosfonali doporiuje pacienta pouze sledovat. Zptku se kontrolni vySgni
provadiji zhruba v dvourssiénich intervalech, v ijpact opakovag stabilnich
hodnot je mozné interval prodlouZit (Adam a Mais?a08).

Protinadorovou kbou mize byt chemoterapie standardni, nebo standardni
zakortena vysokodavkovanou chemoterapii s podporou tlamsice krvetvornych
burgk. Cytostatické léky seizn¢ kombinuji a tvéi razné I&€ebné rezimy opakujici

se v pravidelnych intervalech &&inou je interval jeden &sic). Za optimalni
indukéni chemoterapii f&d autologni transplantaci se povazuje chemotehiéfie
(vincristin, adriamycin — DOX a dexamethason). MNeali sogasti protinadorové
lécby je radioterapie (CMG 2015).

Podpirna terapie zahrnuje podavani analgetik, bisfostor(@ro lepSi efekt je
doporwovano sotiasné podavani vitaminu D a vapnikukblé anémie, dialyzami
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lécbu i poSkozeni ledvin, kbu infekci a podporu imunity, ortopedickogté pro
odleleni kostry pomoci ortéz fipadré operativni zakrok. Rehabilitai 1&ba by
meéla byt sodasti vSech lk&ebnych postuy podporuje udrZzeni svalové a kostni
hmoty (CMG 2015).

Obrovsky pinos pro terapii MM finesly ti nové vysoce &inné latky — thalidomid,
BORT a lenalidomid, které jsou obvykle kombinovasylukokortikoidy nebo
alkylaénimi cytostatiky (melfalan, cyklofosfamid) pratéi innost (Hajek a kol.
2011). Pro pouziti inhibitdr proteazomu v k¢ mnoha@etného myelomu existuje

nékolik argument.

Za prvé, inhibitory proteazomu sniZuji expresi wdékni adhezni molekuly VCAM1
(Read a kol. 1995). Ta je nezbytna pro vazbwkuiM k buikam kostni ¢eng, coz
ma za nasledek ochranu kkrMM pied apoptézou (Adams 2004).

Za druhé, proteazomova inhibice aktivace jaderrféktoru kappa B (NReB) muze
snizit expresi interleukinu-6 (IL-6), ktery jéstovym faktorem buk MM. Také se
piedpoklada, Ze IL-6 je zapojeny do vyitwai dexamethason-rezistentniho fenotypu
MM (Schenkein 2002).

Za ftreti, kostni den pacient s MM vykazuje zvySenou neovaskularizaciinwivo
testech demonstrované anti-angiogenni vlastnostiRBOukazuji, Ze jednim
Zz mechanisni, kterym inhibitory atakuji mnoketny myelom, je ovlivéni zavislosti

na neovaskularizaci kostnfed (Sunwoo a kol. 2001).

Studie dale ukézaly, Ze BORTugobi aditive nebo synergisticky s dalSimi
chemoterapeutiky, jako n#glad dexamethasonem, melfalanem a pegylovanym
lipozomalnim doxorubicinem (Hideshima a kol. 2001BORT je jednim

Z nejiinngjSich Iéka sowasnosti u MM. Jeho minit@dnost v klinické praxi je dana
vysokym pd@tem dosazenych kompletnich remisi, velmi rychlyrstagem dinku,

a druhotg zjisSttnym profylaktickym @inkem proti tromboembolii (CMG 2015).
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3 Cile prace

» Stanoveni antiprolifetaich (&inki DAU a DOX na bu&¢né linii HL-60
a vypaiet hodnot I1G.

« Stanoveni antiprolifetamich &inka BORT a KARF na bu&né linii HL-60
a vypaiet hodnot I1G.

* Stanoveni antiprolifetmich &inka kombinace BORT a KARF s DAU na
bungéné linii HL-60 metodou dle Chou-Talalaye a vyfam kombin&nich

index.

» Stanoveni toxicity BORT a KARF¥i potkanim neonatalnim ventrikularnim

kardiomyocytim.

e Stanoveni &nka kombinace BORT a KARF s DAU na potkani neonatalni
ventrikularni kardiomyocyty.

» Hodnoceni morfologickych zén a toxicity vyvolané BORT a KARF na

neonatalnich  ventrikularnich  kardiomyocytech pomoéiiorescegini

mikroskopie.
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4 Material a metodika

4.1 Materiadlové a pristrojové vybaveni

4.1.1 P¥istrojové vybaveni
e Box s laminarnim proughim Aura 2000 m.a.c. (BioAir, Italie)
e Bunéény inkubator, model 311 (Forma Scientific, USA)
* Mikroskop Nikon Eclipse TS 100 (Nikon, Japonskokamerou COOL-
1300Q (VDS Vosskuinhler, &necko)
e Vodni lazés Memmert WB 14 LV (Memmert, Emecko)
» Burkerova konirka (Fisher Scientific, Bmecko)
» Spektrofotometr Tecan Infinite M 200 (Tecan, Rakm)s
+ Laboratornitepaky vortex (BioTechCeska republika)
» Deskovaitepaka Heidolph Titramax 100 (Heidolph ¢khecko)
* Analytické vahy ScalTec SBC 22 (Scalteéniecko)
» Centrifuga
» Trepany inkubator NB205 (N-Biotek, Korea)

* Hlubokomrazici box

4.1.2 Ostatni pomicky

» Automatické pipety Eppendorf research pligného rozsahu (Eppendorf,
Némecko)

* Pipety elektronické 8-kanalové BioHit Picus 5-10G&150-1200 pl (BioHit,
Finsko)

» Sterilni Spéky rizného rozsahu (Eppendorf¢gidecko a BioHit, Finsko)

« Sérologické sterilni pipety 2, 5, 10 a 25 ml (TBRycarsko)

« Mikrotitra¢ni destéky 96jamkové (TPP, Svycarsko)

» Plastové sterilni kultivni lahve T75 (TPP, Svycarsko)

+ Petriho misky 100 mm a 150 mm (TPP, Svycarsko)

« 12jamkové destky (TPP, Svycarsko)

« Laboratorni sklo a plasty sterilni (Thermo Fisch8cientific, Ceskéa

republika)
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Plastové sterilni zkumavkyizného objemu (TPP, Svycarsko)
Mikrozkumavky 0,5 a 1,5 ml (Eppendorfgiecko)
Sterilni nastroje (iZky, pinzeta, skalpel, bufina)

Chemikélie

RPMI-1640 kultiv&ni médium (Sigma, imecko)

Teplem deaktivované fetalni bovinni sérum (LorZeska republika)
Smes penicilinu a streptomycinu 5000 U/ml (Long&ska republika)
Daunorubicin (Daunoblastina 20 mg — Pfizer, Svykars
Doxorubicin (TevaCeska Republika)

Bortezomib (Huaren ChemicalSina)

Karfilzomib (Huaren Chemical€ina)

Trypanova motl(Sigma, Nmecko)

DMSO (dimethylsulfoxid)>99,9% (Sigma, Bmecko)

MTT (3-(4,5-Dimetylthiazol-2-yl)-2,5,difenyltetraiam bromid) (Sigma,
Némecko)

PBS (Phosphate Buffered Saline) (Sigmamscko)

Isopropanol (Sigma, &necko)

Kyselina chlorovodikova (Pent@eska republika)

Triton X-100 (Sigma, Mmecko)

Ultradestilovana voda (MQ #fstroj Milli-Q RG, Millipore, Ceska republika)
TRIS (tris(hydroxymethyl)aminomethan) (Pertaskéa republika)
Kolagenéza (Invitrogen, USA)

Pankreatin (Sigma, &inecko)

NAD+ (nikotinamidadenindinukleotid)

80% kyselina mléna (PentaCeska republika)

Dithiothreitol

EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova)

Médium DMEM/F12 1:1 (s 2 mM glutaminem) (Lonza, $&§sko)
Konské sérum (Lonza, Svycarsko)

Pyruvét sodny (100 mM, sterilni, pro kné kultury, Lonza, Svycarsko)
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e ADS pufr (116 mM NaCl, 53 mM KCI, 1,2 mM Mg3S01,13 mM
NaH,PO,, 20 mM HEPES)

» HEPES (N-2-hydroxyethylpiperazin-N"-2-ethansulfoadwyselina)

* Hoechst 33342 (Molecular Probes, USA)

e Propidium jodid (Molecular Probes, USA)

« DalSi Bzné laboratorni chemikalie

4.1.4 Bunéény materidl

V experimentech hodnoticich antiprolifénd (inek latek byla pouZita bé@tna linie

HL-60. Tyto buky byly poprvé izolovany z periferni krve v roce 710 (Collins
a kol. 1977) od pacientky s akutni promyelocytakmikémii. Buiky roustou
v suspenzni kuliie, jejich doba zdvojeni kolisa mezi 20-45 hodinéBiinie 1988).
Ze své podstaty jsou nediferencované, ale mohouirgikovany k terminalni
diferenciaci na granulocyty, monocyty, makrofagymesosinofily (Collins 1987).
NasSe buic¢na kultura byla ziskana z americké banky dagch linii (American
Type Culture Collection; ATCC). Pro cytotoxické exjpnenty byly pouzity biky

12. az 40. generace.

Pro dalSi¢ast experimerit hodnoticich vliv inhibitolt proteazomu na kardiotoxicitu
antracyklimi byla pouzita primarni kultura potkanich neonatdinventrikularnich
kardiomyocyti (NVCM) izolovanych z 1-3dennich nifat potkari kmene Wistar
dle standardnich metodik (Jirkovska-Vavrova a K&015). Po dekapitaci byla
extrahovana srdce oplachnuta vychlazenym ADS pufreBmM glukdézou

a skalpelem roz#inéna. Ktomuto homogenatu bylofiggano 10-12 ml sisi
enzymi (kolagenadzy a pankreatinu) v ADS pufru s glukéz&uspenze byla
podrobena sérii Sesti 20minutovych inkubaci v téta@si. Po kazdé inkubaci se
suspenze nechala dekantovat 2 minuty a supernlayaiptenesen do 10ml sterilni
plastové zkumavky, kde byl smichan s 1 mh#aeho séra pro inaktivaci enzym
Bunécna frakce byla z této suspenze #&dda centrifugaci (5 minut, 350 x dip
laboratorni teplaf). Peleta byla resuspendovana v 1 midt@ho séra. Tyto spojené
bunééné frakce byly znovuigistény centrifugaci (8 minut, 1250 rpm). Peleta byla
resuspendovana v mediu DF15 (DMEM/F12, 4mM pyruv&t fetalniho bovinniho
séra, 10 % kwského séra, 1 % si®i penicilinu a streptomycinu). Suspenze byla

nanesena na Petriho misku a vlozena riahidiny do inkubatoru. &1em této doby
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fibroblasty adheruji na dno, zatimco kardiomyocytigtanou v suspenzi. Po dvou
hodinach byla stanovena viabilita a koncentraceékbunsuspenzi a vysledna

koncentrace byla upravena na 800 tisicekiml.

Suspenze byla nanesena po 1 ml na jamku na 12jamkaitivaini destéky
potazené 1% Zelatinou. Po 40 hodinach inkubace yhenéno médium za DF5
(DMEM/F12, 4mM pyruvat, 5% fetalni bovinni sérum%lsmes penicilinu
a streptomycinu). Po 24 hodinach sectopyménilo médium a po dalSich 24

hodinach mohl byt proveden experiment (v kukivian médiu bez séra a pyruvatu).
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4.2 Pracovni postupy

4.2.1 Kultivace

Kultivace burkk HL-60 probihala ve sterilnich plastovych kuléwéch lahvich

0 objemu 75 ml za pouziti média RPMI-1640 s 10 falfeho bovinniho séra a s 1%
smeési penicilinu a streptomycinu. Blky byly uchovavany v inkubatoru za podminek
imitujicich prostedi lidského dla — tedy pi 37 °C a vatmost&€ 5 % oxidu
uhli¢itého. Z divodu gedchazeni kontaminace vzérlse pracovalo za sterilnich
podminek v laminarnim boxu. Kultigai médium i vSechnyimavané roztoky byly

vytemperovany na 37 °C.

Pasazovéani se provdd kazdy 3. — 4. den, aby nedoSlo flemnoZeni butk a tim

I vyéerpani Zivin v kultivanim médiu. Po @kladné homogenizaci batné kultury
byl odebran vzorek o objemu 20 pl déippavené nesterilni mikrozkumavky. Ke
vzorku bylo gidano 20 ul 0,4% roztoku trypanové nioé po dvouminutove
inkubaci bylo napipetovano 10 pl promiseného vzodkuoboucésti Burkerovy
komuarky. Pod mikroskopem byl spiian p@et zivych bugk v péti z deviti ¢tverai
na kazdé stranpasitaci koniirky. Zivé buiky se trypanovou mdidneobarvi — maiji
schopnost aktivhvylu¢ovat vstebané barvivo, a proto se jevi jak@ts Utvary na
modrém pozadi. Pro zjiti paitu burek v 1 ml suspenze byl get burgk v deseti
¢tvercich vynasoben dmna tisici. Poté byla suspenzedna kultiva&nim meédiem
na koncentraci 0,1M/ml a objem 20-25 ml. Nova kalthi lahev s takto
pfipravenou suspenzi byla oziema datem,cislem pasaze a nazvem Bbkn
a umiséna do inkubatoru. Zbyl4 suspenze, ktera nebylgepot k pasézi, se vyuzila

na antiproliferani experimenty.

4.2.2 Antiprolifera ¢ni experimenty

Suspenze o koncentraci 0,2 M/ml byla nanaSenaeardngt96jamkovou kultivani
destéku multikanalovou pipetou. Do sloup® az 10 bylo naneseno po 50 ul této
suspenze na jamku. Sloupce 2 a 11 slouzZily jakcatheyg kontrola s nulovou
viabilitou — naneseno pouze 100 pl kultimého média. Do sloufic3 a 10 bylo
pfidano pouze 50 ul kultiémiho média. Tyto sloupce slouZzily jako kontrola
s maximalni proliferaci. Do sloupat az 9 bylo naneseno 50 ul kultiwého média

s pidanymi testovanymi latkami. Vzdy bylo pouZzito si&j mnozstvi zasobniho
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roztoku zkouSené latky, aby kam& koncentrace DMSO byla 0,1 % ve vSech

vzorcich.

Poté byly destky vlozeny do inkubatoru na 72 hodin a nastetigla vyhodnocena

viabilita burek pomoci MTT testu.

4.2.3 Stanoveni burééné viability — MTT test

Pro stanoveni viability bwhk byl pouzit tzv. MTT test. Jeho principem je
metabolizace zZlutého 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y|%-2lifenyltetrazolium bromidu
(MTT) na modrofialovy krystalicky formazan. Tétdemeny jsou schopné pouze

Zivé buiky s aktivré respirujicimi mitochondriemi (Ciapetti a kol. 1993

Po 72hodinové ovliwovaci fazi s testovanymi latkami bylo do kazdé jgmk
naneseno 25ul piipraveného roztoku MTT v PBS o koncentraci 3 mg/ml,
piedeltatého na 37 °C. Tyto desity byly opet vraceny do inkubatoru. Po uplynuti
3hodinové inkubace bylo fijdano do vSech jamek 100 ul Iyrého roztoku
slozeného z izopropanolu, 0,1M kyseliny chlorovadik a 5% Tritonu X-100.
Desticky byly umistny na tepaku, kde byly pi 600 rpm tepany pes noc.

Po Uplném rozpu&bi krystalki formazanu byla w®fena absorbance na
spektrofotometru  TECAN ip dvou vinovych délkach — absa@m maximum
modrého formazanu (570 nm) a refemein meieni Zlutého MTT (690 nm). Od
absorbance ip 570 nm byla od&ena absorbancetip690 nm. Z hodnot z Sesti
paralelnich mfeni v jednotlivych sloupcich byla vygena pamérna hodnota a od
tohoto vysledku byla odé&ena ptimérna hodnota sloupce s nulovou viabilitou.
Bunééna proliferace byla poté vyjéeha jako procenta fimérné hodnoty maximalni
proliferace — kontrolniho sloupce.

4.2.4 Hodnoceni toxicity latek wiéi primarnim potkanim neonatélnim
kardiomyocytim

Pred experimentem bylo kultigai médium vyminéno za meédium bez séra
a pyruvatu (DMEM/F12, 1% s&s penicilinu a streptomycinu). Do jamek byly
piidany testované latky v mnozstvi 1 pl na 1 ml médigamce a destky byly

vloZeny do inkubatoru.
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Po 48hodinové inkubaci byly po promichani odebrabQOul vzorky do
mikrozkumavek. Kontrolni vzorky byly poté zbavenpyiku kultivainiho média
a buiky byly lyzovany 1 ml lyzaniho roztoku (fosfatovy pufr, EDTA, dithiothreitol,
10% Triton X-100, pH 7,8) pro stanoveni mnozstvilkoeée aktivity
laktatdehydrogenazy ve vzorcich. Rdipninutach byl opt po promichani odebran
500ul vzorek do mikrozkumavek. Vzorky byly vioZzedy hlubokomraziciho boxu,

kde byly skladovany do stanoveri §80°C.

4.2.5 Stanoveni aktivity LDH

Laktatdehydrogenaza (LDH) je nitrobimy enzym metabolizujici laktat na pyruvat
a oxidovanou formu nikotinamidadenindinukleotiduA@") na jeho redukovanou
formu (NADH). Ri naruSeni cytoplazmatické membrany se tento enmyoiiuje do
okolniho média. Jeho aktivity Ize proto vyuZit pmtanoveni cytotoxicity
(Korzeniewski a Callewaert 1983, Decker a Lohmarattihes 1988). Nreni bylo
provad&no na mikrotitrénich destikach, kde byl spektrofotometricky stanovovan

piirastek NADH kinetickou metodou.

Pred nefenim byly jak vzorky, tak i reaki smes (Tris 35mM laktat, NAD)
vytemperovany na pokojovou teplotu. Do jamek bydmeseno 50 ul promichaného
vzorku v duplikatu. Potom bylofglano 300 pl reainiho roztoku a absorbance
vzorki byla métena na spektrofotometru TECANi winové délce 340 nm po dobu
2 minut ve 30s intervalechipgaboratorni teplat

Vyhodnoceni bylo provedeno v MS Excel vypenim rozdilu p&ateni a koncove

aktivity v jedné minut linearniho Useku.

4.2.6 Hodnoceni burgééné morfologie

Po 48hodinové inkubaci s KARF a BORT byly vzorky hdjamkové desice
obarveny déma fluorescetnimi sondami — Hoechst 33342 a propidium jodidem.
Hoechst 33342 je modré fluoresérn barvivo, které se vaze na DNA a ma
schopnost vol&i prochazet bugnymi membranami. Pomoci této sondyizeme
rozliSit apoptotické biky, které vyraztji modie fluoreskuji diky zhushému
chromatinu. Propidium jodid jéerver¢ fluoreskujici sonda, ktera se také vaze na

DNA, ale neprochazi membranou Zivych Bkin Barvi tedy pouze chromatin
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nekrotickych busk — s narustem fluoresc@riho signélu propidium jodidu je proto
mozné hodnotit nérust cytotoxicity. Barveni proldha& kultivacnim médiu, do
ktereho bylo pdano 3 mg/ml Hoechst 33342 a 10 mg/ml propidiudida. Po
patnactiminutoveé inkubaci byly v temnuifeny snimky s modrym fluorescagnm
filtrem (Aex. 360 NM A 460 NM), Servenym fluorescamim filtrem QLex: 560 NM,

Xem 630 NmM) a bez filtru ve fazovém kontrastu.

Snimky byly p#izeny invertovanym mikroskopem Nikon Eclipse seopmn UV
Nikon S-CHG se rttovou lampou a filtry Texas Red (TxR), a DAPI (Nikon
Japonsko) s kamerou COOL-1300Q (VDS Vosskihlegmétko) s pouzitim
software NIS-Elements AR 2.20 (Laboratory Imagi@igska republika).

4.2.7 Grafické a statistické zpracovani experimentalnictdat

Vyhodnoceni experimentalnich dat ziskanych jakonbbd absorbance pomoci
spektrofotometru  TECAN bylo provedeno v MS Excel.oddoty procentni
proliferace byly nasledngraficky i statisticky zpracovany v programu GrBpl
Prism 6 (GraphPad Software, Inc., U.S.A.).

Pramérnd hodnota zectyt nezavislych mdfeni s odpovidajici odchylkou byla
vynesena do sloupcového nebo spojnicového grafatistka vyznamnost byla
hodnocena pomoci metody One-Way ANOVA s post-hetete dle Holm-Sidaka.
Pro vypdet hodnot IGy a kombin&niho indexu dle Chou-Talalaye byl pouZzit
program CompuSyn (Chou 2006).
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5 Vysledky

Ve

5.1 Antiprolifera ¢ni U€inky sledovanych latek

5.1.1 Antiprolifera ¢ni U¢inky daunorubicinu

Po 72hodinové inkubaci b&mné kultury HL-60 s DAU (1-300 nM) bylo
zaznamenano statisticky vyznamné a dagko&vislé snizeni proliferace hiknod
koncentrace 10 nM. Pokus byl vyhodnocen testem MPTmérna absorbance Sesti
replikath byla vztazena k gmérnym hodnotam v kontrolnich vzorcich a vyjéda
jako procenta&chto kontrolnich vzonk. Kontrolni skupina (0 nM) odpovida 100%
bungcné proliferaci (nebyla ovlivna Zadnymi fidanymi latkami). Z pimérnych
hodnot zectyi nezavislych néeni byla vypdétena hodnota 165 (koncentrace latky,

kterd zmisobi sniZzeni bustné proliferace na polovinu) 17,36 nM.
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Obr. 5. Graf znazaiujici proliferaci bunék HL-60 po 72hodinové inkubaci
s niznymi koncentracemi daunorubicinuBunééna proliferace je vyjagna jako
pramér ze ¢tyf méieni se smrodatnou odchylkou. Statisticky vyznamna éma
oproti kontrolni skupi# je v grafu ozné&na symbolem ,** — hodnoceno metodou
OneWay ANOVA s post-hoc testem dle Holm-Sidaka ¢*p < 0,0001).
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5.1.2 Antiprolifera ¢ni U¢inky doxorubicinu

Po 72hodinové inkubaci b&né kultury HL-60 s DOX (1-300 nM) bylo
zaznamenano statisticky vyznamné a daekoavislé snizeni proliferace biknjiz
od prvni pouzité koncentrace — 1 nM. Pokus byl drtaxen testem MTT. Bmérna
absorbance Sesti replikatbyla vztazena k gmérnym hodnotdm v kontrolnich
vzorcich a vyjatena jako procentatt¢hto kontrolnich vzonk Kontrolni skupina
(0 nM) odpovida 100% bunné proliferaci (nebyla ovliwna zadnymi fidanymi
latkami). Z paimérnych hodnot ze&tyt nezavislych réteni byla vypdétena hodnota
ICs0 (koncentrace latky, kterd @pobi snizeni bugné proliferace na polovinu)
21,67 nM.
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Obr. 6. Graf znazaiujici proliferaci bunék HL-60 po 72hodinové inkubaci
s raznymi koncentracemi doxorubicinuBuné¢na proliferace je vyja@na jako
pramér ze ¢tyt méfeni se smrodatnou odchylkou. Statisticky vyznamna éoa
oproti kontrolni skupi# je v grafu ozn&na symbolem ,* — hodnoceno metodou
OneWay ANOVA s post-hoc testem dle Holm-Sidaka ¢**p < 0,0001).
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5.1.3 Antiprolifera ¢ni U¢inky bortezomibu

Po 72hodinové inkubaci b&né kultury HL-60 s BORT (1-30 nM) bylo
zaznamenano statisticky vyznamné a dagko@vislé snizeni proliferace hiknod
koncentrace 2 nM. Pokus byl vyhodnocen testem MAfImMErna absorbance Sesti
replikath byla vztazena k f@gmérnym hodnotdm v neovlivimych vzorcich
a vyjadena jako procentaéthto vzorki. Kontrolni skupina (0 nM) odpovida
proliferaci burk ovlivnénych pouze DMSO v koncentraci 0,1 % — DMSO bylo
pouzito pro rozpushi BORT a jeho findlni koncentrace je stejna vechsSe
skupinach. Z prmérnych hodnot z&tyi nezavislych nteni byla vypdétena hodnota
ICs0 (koncentrace latky, kterad @pobi snizeni buxné proliferace na polovinu)
2,51 nM.

120+ 120-

001 L i[ i[ £ 1001:

80+

proliferace (%)
D
o

O T T T ; T -l
N 00 03 05 08 1.0 13 15
log koncentrace ( uM)

proliferace (%)
N N [}
© 2 9 9
’)@_
/)47 -E—H—u—*
*kkk

Obr. 7. Graf znazaiujici proliferaci bunék HL-60 po 72hodinové inkubaci
s niznymi koncentracemi bortezomibuBunééna proliferace je vyjd@na jako
pramér ze ¢tyf méfeni se smrodatnou odchylkou. Statisticky vyznamna éma
oproti kontrolni skupi# je v grafu ozné&na symbolem ,** — hodnoceno metodou
OneWay ANOVA s post-hoc testem dle Holm-Sidaka € < 0,01, ¥*** — p <
0,0001).
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5.1.4 Antiprolifera éni U¢inky karfilzomibu

Po 72hodinové inkubaci b&né kultury HL-60 s KARF (1-30 nM) bylo
zaznamenano statisticky vyznamné a dagko@vislé snizeni proliferace hiknod
3 nM. Pokus byl vyhodnocen testem MTTue&rna absorbance Sesti replikdtyla
vztazena k pmérnym hodnotdm v neovlivimych vzorcich a vyjd@gna jako
procenta dchto vzorki. Kontrolni skupina (0 nM) odpovida proliferaci &n
ovlivnénych pouze DMSO v koncentraci 0,1 % — DMSO byloZmupro rozpugni
KARF a jeho finalni koncentrace je stejna ve v&galpinach. Z prmérnych hodnot
ze ¢tyt nezdvislych raeni byla vypétena hodnota 165 (koncentrace latky, ktera

zpasobi snizeni buxtné proliferace na polovinu) 3,40 nM.
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Obr. 8. Graf znazaiujici proliferaci bunék HL-60 po 72hodinové inkubaci
s rmiznymi koncentracemi karfilzomibuBunééna proliferace je vyjaegna jako
pramér ze ¢tyf méfeni se smrodatnou odchylkou. Statisticky vyznamna éma
oproti kontrolni skupi# je v grafu ozn&na symbolem ,** — hodnoceno metodou
OneWay ANOVA s post-hoc testem dle Holm-Sidaka ¢*p < 0,0001).
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5.1.5 Analyza kombina¢niho efektu dle Chou a Talalaye
Buné¢na kultura HL-60 byla inkubovana 72 hodin s DAUontbinaci s BORT nebo

KARF v podilech a nasobcich dgjednotlivych latek. Vysledky jsou vyjaeny jako
tzv. ,FA-CI plot*, tedy graf znazawijici vztah ovlivieného podilu bu¢k (hodnota
vyjadiujici  podil pouzité koncentrace dvou latek Kk jejidmodnotam 1G)
a vypateného kombingniho indexu. Hodnoty kombidaiho indexu vyjatlji
synergicky (Cl < 1), aditivni (Cl = 1), nebo antadgiicky (Cl > 1) @&inek.
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Obr. 9. Graf znézaiujici interakci daunorubicinu (DAU) s bortezomibefBORT)
nebo karfilzomibem (KARF) na bu#éné linii HL-60 po 72hodinové inkubaci.
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5.2 Hodnoceni toxicity latek vi¢i potkanim neonatalnim

ventrikularnim kardiomyocyt am

5.2.1 Toxicita bortezomibu

Po 48hodinové inkubaci NVCM btk s BORT (1 nM — 10 uM) byla zaznamenana
statisticky vyznamna a davk®wavisla toxicita BORT v koncentracich vysSich nez
10 nM. Kontrolni skupina odpovida btmé viabili€¢ ovlivnéné pouze
rozpoustdlem (0,1 % DMSO).

120+

1001

I

O 8o : ; :

o =

52 60 £ 1

8= - |1

3 40+ N

<

< 20-
0 T T T T T T

RN SN

NS \90 \900 WX '&Q

Obr. 10. Graf znazatujici toxicitu bortezomibu (1 nM — 10 pM) na kultwr
primarnich potkanich neonatalnich kardiomyoayt Toxicita BORT hodnocena
jako aktivita LDH uvolgna do kultivé&niho média po 48 hodinach inkubace je
vyjadiena jako pimér ze ctyi méteni se smrodatnou odchylkou. Statisticky
vyznamna zréna oproti kontrolni skupih je v grafu ozn&na symbolem ,** —
hodnoceno metodou OneWay ANOVA s post-hoc testenHolm-Sidaka (**** - p
<0,0001).
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5.2.2 Toxicita karfilzomibu

Po 48hodinové inkubaci NVCM btk s KARF (1 nM — 10 uM) byla zaznamenana
statisticky vyznamna a davk&weavisla toxicita v koncentracich vysSich nez 1 uM.
Kontrolni skupina odpovida b&mné viabili€ ovlivnéné pouze rozpouidiem
(0,1 % DMSO).
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Obr. 11. Graf znazotujici toxicitu karfilzomibu (1 nM — 10 pM) kulturu
primarnich potkanich neonatalnich kardiomyoayt Toxicita KARF hodnocena
jako aktivita LDH uvolgna do kultivé&niho média po 48 hodinach inkubace je
vyjadiena jako pimér ze ctyi méteni se smrodatnou odchylkou. Statisticky
vyznamna zréna oproti kontrolni skupih je v grafu ozn&na symbolem ,** —
hodnoceno metodou OneWay ANOVA s post-hoc testenHolm-Sidaka (**** - p
<0,0001).
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5.2.3 Hodnoceni morfologickych znén neonatalnich potkanich kardiomyocyt
zpasobenych inhibitory proteazomu

Fotografie byly p#izeny po 48hodinové inkubaci bikn NVCM s BORT nebo
KARF o rizné koncentraci. Biky byly ozn&eny sondami Hoechst 33342 (modra
fluorescence) a propidium jodiderdefvena fluorescence). V porovnani s kontrolni
skupinou je viditelné zvySeni mnozZst¥érvert obarvenych jader kardiomyodyt
v zavislosti na koncentraci pouzitych inhibiioproteazomu, z#ma morfologie
a vzMstajici toxicita inhibitohi proteazomu &i kultufe NVCM v zavislosti na

vzrastajici koncentraci.

44



J @ Ll
BORT 10 uM

Obr. 12. Znény morfologie neonatélnich potkanich kardiomyodypo 48hodinové
inkubaci s bortezomibem (BORT)Na snimcich z fluorescéniho mikroskopu
vykazuje chromatin v jadrech zivych hiknmodrou fluorescenci (sonda Hoechst
33342),cervena fluorescence ozhge jadra budk nekrotickych (sonda propidium
jodid).
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Obr. 13. Zngny morfologie neonatéalnich potkanich kardiomyodypo 48hodinové
inkubaci s karfilzomibem (KARF).Na snimcich z fluorescéniho mikroskopu
vykazuje chromatin v jadrech zZivych kiknmodrou fluorescenci (sonda Hoechst
33342),¢ervena fluorescence oznge jadra budk nekrotickych (sonda propidium
jodid).
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5.2.4 Toxicita daunorubicinu v kombinaci s bortezomibem

Kombinani testy probihaly ve dvou odliSnych schématechltuka byla s DAU
(1,2 uM) a BORT (2,5 nM) inkubovana dwsowtasré po dobu 3 hodin, nebo byla
inkubace s BORT zahdajena 3 hodirgg z&atkem 3hodinové inkubace s DAU.

V obou gipadech nevykazoval samotny BORT signifikantrySSi toxicitu oproti
kontrolnim vzorkm ovlivnénych pouze rozpoufdlem (0,1 % DMSO). DAU
zpasobil signifikantni néirst aktivity LDH uvolréné do kultiv&éniho média oproti
kontrolnim vzorkm. Kombinace s BORT tuto toxicitu zhorSila statkti
signifikantreé pouze v pipact, kdy byly ol latky podany zarove (DAU + BORT
3h).
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Obr. 14. Graf zn4zatujici toxicitu bortezomibu (BORT; 2,5 nM) a daunohicinu
(DAU 1,2 uM) a jejich kombinace & primarnim neonatélnim kardiomyocyim

v rizznych inkubanich schématechToxicita BORT, DAU nebo jejich kombinace
byla hodnocena jako aktivita LDH uveima do kultiv&niho média po 48 hodinach
nasledné inkubace bez latek a je vigah jako pimér ze ¢tyf mefeni se
smerodatnou odchylkou. Statisticky vyznamnéaéma toxicity hodnocena metodou
OneWay ANOVA s post-hoc testem dle Holm-Sidaka tipkontrolni skupig je

v grafu oznaena symbolem ,*¢, statisticky vyznamna &nma oproti efektu
samotného DAU je v grafu oz¢ena symbolem ,#“ (**** -p < 0,0001, # p <
0,05)
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5.2.5 Toxicita daunorubicinu v kombinaci s karfilzomibem

Kombinani testy probihaly ve dvou odliSnych schématechltuka byla s DAU
(1,2 uM) a KARF (2,5 nM) inkubovana #usowtasré po dobu 3 hodin, nebo byla
inkubace s KARF zahdjena 3 hodineg@ z&atkem 3hodinové inkubace s DAU.

V obou gipadech nevykazoval samotny KARF signifikantvySSi toxicitu oproti
kontrolnim vzorkm ovlivnénych pouze rozpoufdlem (0,1 % DMSO). DAU
zpasobil signifikantni néirst aktivity LDH uvolréné do kultiv&éniho média oproti
kontrolnim vzorkm. Kombinace s KARF tuto toxicitu zhorSila statikiy
signifikantre pouze v pipac, kdy byly ol# latky podany zarowe (DAU + KARF
3h).
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Obr. 15. Graf znézatujici toxicitu bortezomibu (BORT; 2,5 nM) a daunohicinu
(DAU 1,2 uM) a jejich kombinace & primarnim neonatélnim kardiomyocyim
v rizznych inkubanich schématechToxicita BORT, DAU nebo jejich kombinace
byla hodnocena jako aktivita LDH uveima do kultivéniho média po 48 hodinach
nasledné inkubace bez latek a je vigah jako pimér ze ¢tyf méieni se
smerodatnou odchylkou. Statisticky vyznamnéaéma toxicity hodnocena metodou
OneWay ANOVA s post-hoc testem dle Holm-Sidaka tipkontrolni skupig je

v grafu oznaena symbolem ,*¢ statisticky vyznamna &na oproti efektu
samotného DAU je v grafu oz&ena symbolem #* (**** -p < 0,0001, # -p <

0,05).
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6 Diskuze

Proteazom je multikatalyticka proteazdjtpmna ve vSech eukaryotnichtixach,
kterd je primaré zodpo¥dnd za intracelularni degradaci proteiiiim, Ze se podili
na degradaci reguiaich proteiri nebo jejich inhibitai;, je jeho funkce nezbytna pro
celoufadu signalnich drah. Zapojeni proteazomu do regutasadnich bgtnych
procesi vedla ke zkoumani jeho inhibice jako potencialnbtipadorové terapie.
BORT byl prvnim proteazomovym inhibitorem, kteryllmaveden do klinického
hodnoceni diky vysoké protinadorové aktiyprokazané v preklinickych testech, a to
jak pro monoterapii, tak v kombidiai terapii s ,klasickymi“ protinadorovymi éévy.

V sowasnosti se soudi, Ze potencial inhihitgroteazomu je dosud prozkoumany
pouze =z4sti a kromd protinadorovych &nkt mohou byt tyto latky &inné

i u zaretlivych stavi (Adams 2004).

Mechanismus d&inku inhibitori proteazomu ustava stale nejasny. ¢kblik
hypotetickych mechanisin bylo navrzeno, mezi nimi zvySeni aktivity p53
(Shinohara a kol. 1996), akumulace p27 a p21 itdribicyklin-dependentnich kinaz
(Lenz 2003) a pro-apoptotickych protéia rodiny Bcl-2 (Almond a Cohen 2002),
aktivace stresem aktivovanych proteinkinaz (Cadfluglathey-Prevot 1998), snizeni
aktivity anti-apoptotického NikB (Grandin a kol. 2015), aktivace apoptdzy pomoci
odpowdi na stres endoplasmatického retikulaisgbeny akumulaci poSkozenych
proteini (ER-stress response). Také zabja degradaci #&kolika cykling

a inhibitoti cyklin-dependentnich kindz, coz vede k zastavamikdmého cyklu

a nasleda k apoptéze (von Metzler a kol. 2009).

Hlavni indikaci pro inhibitory proteazomu je v ¢asnosti mnohgetny myelom, ale

v preklinickém hodnoceni byly pouzivany i pro tergipych hematoonkologickych
malignit a také &kterych solidnich nadar(Almond a Cohen 2002, Lenz 2003). Jsou
vyuzivany jak v monoterapii, takasto i v kombinacich {evazre v klinickych
studiich) jak s relativh novymi skupinami protinadorovych de, jako jsou nap
analoga thalidomidu lenalidomid (Stewart a kol. 20& pomalidomid (Highsmith
a kol. 2014), ale také s tra&dimi skupinami protinadorovych di&, jako jsou
etoposid, cyklofosfamid a DOX (Lenz 2003, Moread 20

Praw kombinace s ANT, které patmezi jedny z nefkinnéjSich protinadorovych
léCiv, ale jejich pouziti je limitovano davkéwzavislou kardiotoxicitou, se jevi jako

49



potencial® vyuzitelnd. Nicmé& do této doby existuje pouze malo studii
zabyvajicich se vlivem kombinace inhibiioproteazomu a ANT jak z hlediska
protinadorového &inku, tak mozného ovlivni (&’ uz pozitivniho¢i negativniho)
antracyklinové kardiotoxicity. Cilem této diplomopéace tedy byl@ast&ne prispét

k tomuto tématu.

Jako prvni jsme tedy hodnotili antiproliférda (¢inky BORT a KARF na butné

linii lidské promyelocytarni leukemie HL-60. Antiferacni (inky byly stanoveny
pomoci MTT testu po 72 hodinach inkubace s BORTon€éBRF v koncentracich
od 1 nM do 1 pM. Toto relatiénvelké rozgti bylo pro gesrgjsi vypaiet hodnot
ICs0 dale upraveno na 1-30 nM. Vyjiené hodnoty Ig jsou popsany v Tabulce 1.

Testovana latka 1Gso
daunorubicin 17,36 nM
doxorubicin 21,67 nM
bortezomib 2,51 nM
karfilzomib 3,40 nM

Tabulka 1 - Stanovené hodnotysiGednotlivych latek u butgné linie HL-60

Oba testované inhibitory proteazomu vykazovaly amny antiproliferani inek
jiz ve velmi malych koncentracich {6~ 3 nM). Pouzité ANT (DAU a DOX) ®ly
za identickych podminek slabsi (3—9x mensi) anlifpracni innost v porovnani
s inhibitory proteazomu. ZarokenasSe vysledky ukazaly @&¢eo wtSi toxicitu BORT
oproti KARF.

Demo a kol. (2007) ve své studii hodnotili cytottké (Einky BORT a KARF na
fadk nadorovych bu&nych linii (hematologickych malignit — mnokgtného
myelomu, akutni lymfoblastické leukemie, lymfomwBnek, Burkittova lymfomu —

i solidnich nadar — kolorektalniho, plicniho a pankreatického kavom) a také
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netransformovanych bgk (HUVEC lidskych endotelialnich bgk pupe&nikové
Zily a normalnich lidskych kozZnich fibroblakt Kultury byly vystaveny latkam i
kontinualre po dobu 72 hodin, nebo po dobu pouze jedné hodiagleds bylo
vyménéno meédium za nové a po 72 hodinach nasledné inkubagz pitomnosti
inhibitord v kultivanim médiu byla stanovena higna viabilita. Po vyhodnoceni
vykazoval KARF ¥tSi cytotoxické ginky nez BORT bez ohledu na typ lilnve
schématu, kdy byly latky v kultigaim médiu pitomny pouze po dobu jedné
hodiny. Ve schématu stejném, jako bylo pouzitotw @raci (72 hodin kontinualni
expozice), bylo dosazerrddow stejnych hodnot 163 u wtSiny burécnych linii jako

v nasich experimentech s kgnou linii HL-60 (IGo fadow v jednotkach nM)
a nedal se vypozorovat obécrysSi &inek KARF nez BORT. Ob latky byly
obecrt vice cytotoxické pro buwiné linie hematologickych nadornez nadar
solidnich nebo netransformovanych Bkin Nebyly pozorovany Zzadné rozdily
v rychlosti nastupu inhibice proteazomu (Demo a R6D7).

Kuhn a kol. (2007) popsalcinky KARF na vzorcich ziskanych od pacignt
s mnohdetnym myelomem. Po expozici KARF bylo pozorovanatisticky
vyznamné snizeni zivotaschopnych #uwa porovnani s jejich prejgky ovlivnénych
BORT, coz ukazuje na celkovy trend ke zvySenévoistii myelomoveé bustné linie
ke KARF (Kuhn a kol. 2007).

Tyto studie se opiraji o fakt, Ze zatimco BORTgeerzibilni inhibitor proteazomu,
KARF je ireverzibilni inhibitor (Kisselev a Goldlgr2001) a Ze tedy pomalejsi
rychlost obnovy aktivity proteazomu u KARF tak vekl®étSi toxicit. Prokazana
byla ale pouze mignniZSi rychlost obnoveni aktivity proteazomu u KARIEZ

u BORT (Demo a kol. 2007),figemz tato obnova funkce proteazomu po inhibici
KARF je disledkem indukce transkripce mRNAdanovo syntézy (Mitsiades a kol.
2003).

Toxicita KARF je stale fedmétem klinického hodnoceni. Jsou obavy, Ze jeho
ireverzibilni mechanismuscinku by mohl vést ke zvySené toxicipodobné té
projevené u BORT — cytopenii, GIT obtizim, perifieneuropatii. Zarove by diky
jiné farmakodynamice a farmakokinetice mohlo dojiknové a dosud
necharakterizované toxi¢i{Kuhn a kol. 2007).
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V dalsi fazi jsme se zatili na sledovani &nka inhibice proteazomu na
antiprolifer&ni inek ANT. Ke kombinanim experimenitm byla vyuzita metoda
podle Chou a Tatalay, ktera pro hodnoceni vzajemmétivnéni (€inka dvou latek
vyuziva stanoveni kombitaiho indexu. Kombin&ni index (CI) je kvantitativni
hodnota wtujici stupé interakce dvou a vice latek v kombinaci. Pokudtgt®
hodnota rovna 1, vysledny efekt je aditivni. Pofaithodnota mensi nez 1, vysledny
efekt je synergisticky. Pokud je hodnotdsi nez 1, vysledny efekt je antagonisticky
(Chou 2010). Pro tato stanoveni byly ébppouzity cytotoxicitni experimenty
vyhodnocené MTT testem po 72 hodinach inkubaceombknacemi BORT nebo
KARF s DAU v koncentracich odpovidajicich pdadil a nasobkm diive zjiS€nych

hodnot IG pro jednotlivé sledované latky.

Tyto testy prokazaly obecny trend postupné&myninterakce inhibitar proteazomu
a DAU v zavislosti na rostouci koncentraci obouekat Zatimco velmi nizké
koncentrace 16 latek se jevily spiSe jako nevyhodné, vysSi kotreee jiz
vykazovaly aditivnici mirn¢ synergicky dinek. Hodnota kombir@iho indexu byla
u BORT i KARF mensi nez 1 (= synergicky efekt) gavkach ¥tSich nez jejich
ICs0. Synergie byla zjigha v davkach, které usmrtily vice jak 65 % &un BORT
a 75 % u KARF. NaSe vysledky tak potvrzuji vyslediiterych dalSich studii (Ma
a kol. 2003, Mitsiades a kol. 2003, An a kol. 2004)

Inhibitory proteazomu umaaiji protinddorovou &innost antracyklih in vitro

I in vivo (Orlowski a kol. 2005). Ve studii Ma a kol. (2003yly buiky
mnoha@etného myelomu hodnoceny za pouZziti samotného DOXuanych
koncentracich, a poté zaigani netoxickych davek BORT (o koncentraci 5 ng/ml
Inkubace s latkami trvala 48 hodin a experiment hgtledd vyhodnocen MTT
testem. Bilky s BORT vykazovaly az 100 000krat zvySenou aiivna DOX (Ma
a kol. 2003). Mitsiades a kol. (2003) ve studii zkwjici vliv BORT na biikach
mnoha@etného myelomu zjistili, Ze po 24 hodindch inkubaceek s testovanymi
latkami BORT snizil apoptoticky prah pro ANT a doke zvratil rezistenci. l§gpro
DOX byla 150 nM za neftomnosti a 26 nM v jitomnost BORT podavaného
v koncentraci 2 nM (Mitsiades a kol. 2003). V kéiké studii Orlowski a kol. (2005)
byla podavana pacieith s pokrgilymi hematologickymi malignitami kombinace
latek BORT (v davce 1,50 mgfina pegylovany lipozomalni doxorubicin (v davce

30 mg/nf). PrestoZe auti® sami upozaiuji na nutnost opatrné interpretace vystedk
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vzhledem k malému vzorku paciénwysledky naznaji moznost, Zze BORT fZe
zvysit citlivost na ANT a fekonat antracyklinovou rezistenci i u pacte(®rlowski
a kol. 2005).

Jiz dfive bylo zjiS€no, Ze vysledky lekovych interakci mezi inhibitgrgoteazomu
a ANT jsou zavislé natasovém schématu davkovani. Vzajemné synergistické
puasobeni bylo obeen pozorovano, kdyz byly hiky ovliviovany inhibitory
proteazomu fed ANT. Nagiklad ve studii An a kol. (2004) na btimych liniich
BCBL-1, BCP-1 a KS-1, #lo predl&zné ovlivieni BORT 24 hodin fed expozici
DOX za nasledek synergické&gobeni s hodnotami kombitrdho indexu mensimi
nez 1 u ¥tSiny testovanych koncentraci. Naproti tonu quliviovani bugk ANT
pied @idanim inhibitofi nebo jejich souw¥ném podani bylo pozorovano pouze
aditivni nebo antagonistickéagobeni. B testovani jinych porra koncentraci
BORT a DOX celkové vysledky analyzystaly stejné (An a kol. 2004). Minderman
a kol. (2007) ve své studii zkoumali mechanismysmku. Buiky HL-60 byly
vystaveny BORT o netoxické koncentraci (3 nM) nébloo @iblizné koncentraci
ICs0 (10 nM). Po 24 hodinach bytidan DAU o iznych koncentracich a Bky byly
inkubovany ¢tyii dny. BORT vS8ak citlivost butk k DAU za #chto podminek
nezvysil. Antagonismus pozorovany u BORT pncentracich niZSich nez jehos§C
byl vyswtlovan jeho inhibinim &inkem na NF«B, pricemz antiproliferani aktivita
ANT se zda byt na NkB zavisla. Aditivni nebo synergické interakce pam@né
pii vySSich koncentracich byly nezavislé naémach v buadéném cyklu, jelikoz
BORT v &chto koncentracich pouze indukoval jeho komple&sitavu (Minderman
a kol. 2007). Orlowski a kol. (2005) popisuje vzaje misobeni latek v kombinaci
tak, Ze ANT indukuji antiapoptotické draltizené NF«xB, které jsou blokovany
inhibitory proteazomu. Naopak ANT potlgi indukci antiapoptické funkce
fosfatdzy mitogenem aktivované kinazy zpitedkovanou inhibitory proteazomu
(Orlowski a kol. 2005). Studie Ogiso a kol. (200pjovedena na hikach
kolorektalniho karcinomu ukazuje, Ze rezistend& wnhibitorim topoizomerazy I
(jako jsou ANT), niZze byt gekonana inhibitory proteazomuiga podanim
chemoterapeutik a Ze tato senzibilizace na cheayutemiZze byt zprostdkovéana
modulaci hladiny proteinu topoizomerazy Il (Ogiskoh 2000).
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Kardiovaskularni bezgeost kombinace ANT s inhibitory proteazomu takétges
neni dostatné prozkoumana a zpravy o vlivu inhibifoproteazomu na srdei

funkce jsou nejednoziaé.

Ackoli velké Klinické studie s BORT nenazwngi nadnérné srdéni poSkozeni
(Laubach a kol. 2013),¢kteréin vitro ain vivo studie naznauji opak (Nowis a kol.
2010, Herrmann a kol. 2013). Laubach a kol. (204@trospektivni analyze dat z Il.
a lll. faze klinickych studii uzivani BORT u paciérs mnohdéetnym myelomem
uvadi, Zze BORT byl spojen pouze s nizkou mirou yislsrdéniho selhani, jak
u now diagnostikovanych (2 %), tak relapsujicich (1,9 périent. V porovnani
s pacienty neli&enymi pomoci BORT byl vyskyt srdeiho selhani jen nepatrwyssi
(Laubach a kol. 2013).

%

Ve studii Herrmanna a kol. (2013) byl&En¢sicnim prasnicim podavana dvakrat
tydné subkutanni injekce inhibitoru proteazomu MLN-2¢84 je peptidovy boronat,
podobré jako BORT). Vysledky ukéazaly, Ze inhibice proteamou €chto zviat
muze veést k vaskulopatii a kardiomyopatii, projevuge hypertrofii levé komory,
diastolickou dysfunkci a snizenim ejek frakce (Herrmann a kol. 2013). Nowis
a kol. (2010) ve studii za¥rené na srdmi funkce u potkain nazng&uje, Ze
opakované podavani vysSich davek BORT vede ke &«tilti dysfunkci levé
komory, projevujici se vyraznym poklesem e¢p@kfrakce. Zarovie v této studii
BORT potencoval kardiotoxickétiinky DOX (Nowis a kol. 2010). Tento z&vbyl
nasledg potvrzen i ®kolika kazuistikami paciedt (Orciuolo a kol. 2007,
Hacihanefioglu a kol. 2008).

Ale bylo i zjiS&€no, Ze inhibitory proteazomuapobi na srdmi tkai pozitivre
- potlauji hypertrofii (Meiners a kol. 2008), sniZuji redelaci srdce afpdchazi
posSkozeni kardiomyocftvyvolané hypertermickym nebo oxitdm stresem (LUss
a kol. 2002). Meiners a kol. (2008) prokazali, Idibice proteazomu nizkymi
davkami BORT potléuje hypertroficky ést NVCM burgk in vitro, ale také snizuje
srdeni hypertrofiiin vivo u hypertenznich potkéanHypertrofii podle nich zfisobuje
NF-xB. Jeho aktivace, coz je proces zahrnujici proteaxou degradaci inhibitoru
kB, vede ke zvySené genové expresi a hypertrofickérsiuw kardiomyocyt. Proto
piedpokladaji, Ze inhibice funkce proteazomu by moblaskytnout ochranu
v rozvoji hypertrofie nebo selhani srdce (Meinerkoa 2008). Liss a kol. (2002)

ve své studii navrhl mozny mechanismus kardioptotetho &inku. Inhibitor
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proteazomu rize aktivovat signélni drahu mitogenem aktivovaniotéz, jejichz
aktivace umozni fosforylaci dalSich subsirdtteré zprosedkuji kardioprotektivni
acinek. Zarové pii inhibici funkce proteazomu se vie hromadi é&které
regul&ni a posSkozené proteiny, a to jsou in¢luksignaly pro chaperony (HSP72,
HSP60 a HSP32), které pomahaji skladatSimu bilkovin do jejich spravného
prostorového usgadani (Luss a kol. 2002).

V této praci jsme vyuzili pro hodnoceni vlivu infidra proteazomu na ANT
kardiotoxicitu jiz dive zavedeny model primarnich potkanich kardiomiiocy
Casové schéma podani a davka DAU byla optimalizoyéneiive pomoci studia
protekce pomoci dexrazoxanu, ktery je jedinym skdmyan kardioprotektivem proti
ANT kardiotoxici&. Toxicita hodnocenych latek byla stanovena jak@érmaraktivity
LDH po 48 hodinach inkubace. Néjde byla hodnocena maximalni toxicita
inhibitori proteazomu. Kultura NVCM byla vystavena relatidirokému rozmezi
koncentraci BORT a KARF (1 nM — 10 uM) kontinu&jyo dobu 48 hodin.

V piipact BORT vyvolaly koncentrace, kterym je myokard vysta v relativi
dlouhé eliminani fazi I&€iva (1-5nM), pomrné nizkou toxicitu u NVCM.
VyznamrgjSi toxicita byla zji&na g koncentracich nad 10 nM. Maximalni
koncentrace BORT pav. podani dosahuji asi 250 nM (aZdd nizSi jsou pa.c.
podani pi srovnatelném AUC a protinadorové aki®yjt nicmérk témto
koncentracim jsou kardiomyocyty vystaveny pouzgkolik malo minut, coz

u reverzibilniho inhibitoru nemusi hrat tak vyznammoli.

Velmi zajimavé bylo zji&ni, Ze ireverzibilni inhibitor KARF vykazoval veeghém
uspdadani nizsi toxicitu. Signifikantni zvySeni aktwitLDH uvolnéné do
kultivacniho média zfisobila az koncentrace stokrat vysSi nez u BORmaaeé, ze
tento rozdil by mohl byt Zysoben vyssi selektivitou KARF. Neni také vydeno, Ze
roli v takto dramatickém rozdilu toxicit hraje iadil v expresi specifickych izoforem
sourasti proteazomu v neonatélnich kardiomyocytech.

Kardiotoxicitni pokusy byly dale dopiny o hodnoceni butné morfologie pomoci
fluorescekini mikroskopie. Snimky byly gzeny po 48 hodinach inkubace Blkin
NVCM s BORT nebo KARF o koncentracich stejnych jakti hodnoceni
cytotoxicity. Na snimcich je jasn viditelné nejen zvySeni ptu pozdr
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apoptotickych nebo nekrotickych biknobarvenych propidium jodidem, ale také
znané zneéna morfologie v koncentracich, které jegvySenou toxicitu nevyvolaly.

U kontrolnich vzork je patrny velky péet Zivych bugk obarvenych pouze sondou
Hoechst 33342, ktera se jevi jako modra fluoreseeNa fotografiich butk, které
byly vystaveny vlivu latek, je s rostouci konceoir8ORT i KARF jednoznéné
patrny Ubytek Zivych buik a naopak fbyvajici paet nekrotickych bugk
obarvenych propidium jodidem, ktery se projevégevenou fluorescenci. Déale lze
zabyvajici se morfologii srdei tkare u BORT I|€enych potkaf, pozorovali
rozptylené hypertrofické oblasti, #$ené kardiomyocyty s invaginaci kapilar

a vakuolizaci kardiomyocyt(Nowis a kol. 2010).

Vedle celkové buktné morfologie byla vyhodnocena i spontanni konihaikt
aktivita burgk. U kardiomyocyt ovlivnénych BORT byla staZlivost pozorovana
pouze pi koncentracich nizSich nez 1 nM, u KARF byly kakite pozorovany az do

koncentrace 100 nM {etrg).

Po zjiSéni toxicity samotnych inhibitdr proteazomu jsme tyto latky pouzili i pro
sledovani ovliveini toxicity DAU na naSem modelu ANT kardiotoxicity vitro.
Kombinani testy byly provedeny ve dvouiznych intervalech, i kterych byla
zjiStovana zavislost toxicity na schématu vzajemnéha@apoBORT i KARF byly
podany v koncentracich odpovidajicich jejich 50CzjisSttnych v gedchozich
antiprolifer&nich experimentech, které se na NVCM ukazaly jaldativre
netoxické a v zas&dodpovidaji plazmatickym koncentracim po podani BOR
a KARF. V experimentech, kde byla kultura NVCM mreg vystavena isobeni
BORT nebo KARF po dobu 3 hodin a nasledyl pridan 1,2 uM DAU na dalsi
3 hodiny, nebylo pozorovano signifikantni zvySeaxitity. Velmi mirné, avSak
signifikantni p < 0,05) zvySeni toxicity vSak bylo pozorovano veldn schématu,
kdy byly BORT nebo KARF podany do kulti#aiho média satasré s DAU. Tento
rozdil zatim neumime vysilit a vtomto ohledu budou peba dalSi dogljici
Gdaje, nap o inhibici UPS v bitkkdch a také zhodnoceni jinych schémat inkubace

vychazejicich vice z farmakokinetiky studovanydeHka

Toxicita inhibitofi proteazomu byla v ramci grantového projektu IGA/NSA57-4-
2012 a vyzkumného centra UNCE 204019/304019/20thduwena také nan vivo
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modelu chronické ANT kardiotoxicity u kralika kolegz Lékdaské fakulty
Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. Podavani samgth inhibitofi proteazomu
nevedlo k pedtasnym ahym ¢i vyznamnému poklesuélesné hmotnosti. P
kombinaci €chto I&€iv s DAU nebyla pozorovana vyznamrezvySena mortalita
oproti samotné DAU skupé AvSak old kombin&ni skupiny vykazovaly vyrazn
niz8i hmotnostni irastek, coz by mohlo byt prvni zndmkou zvySené toxici

kombinaci inhibito# proteazomu a DAU.

V sowasné dob nejsou k dispozici Zzadné udaje porovnavajici rozsalobu trvani
inhibice proteazomu v kardiomyocytech s pouzitimRBOproti KARF. Konkrétni
vliv inhibice proteazomu na srél& strukturu a funkci rize zaviset na davce,
rozsahu, délce trvani a dasovani vzhledem k dalSim sédém stresaim (Grandin
a kol. 2015) a je proto nutné, aby tato kombinaga dale hodnocena za pouziti co

nejvice klinicky relevantnich model

Zawrem by tedy bylo moznéici, Ze nejednozrimé vysledky vzajemnych interakci
v nasSichin vitro testech nevykuji lécebny ginos kombinace I&kin vivo. Vliv
dalSich podminek vyskytujicich &e vivo se (i in vitro testovani nefi. Dulezité
také je, Ze plazmatické koncentrace inhilfitproteazomu i ANT v terapeutickych
davkach jsou spisSe vySSi nez koncentragg pGzorované v naSich experimentech,
a da se tedyipdpokladat, Zze v praxi budagvaZzovat tinek synergicky. Diky
aditivit¢ nebo synergismu inhibitdrproteazomu by se mohly snizit terapeutické
davky ANT, ¢imzZ by se sniZzila i jejich toxicita. Z naSich expenti hodnoticich
vliv kombinace ANT s inhibitory proteazomuin vitro podminkach na neonatalnich
kardiomyocytech iin vivo na modelu chronické antracyklinové kardiotoxicity
u kralika se vyrazhnegativni ovlivieni antracyklinové toxicity neprojevilo, ale jisté
naznaky zhorSeni toxicity pozorovany byly. Dopospibvedené studie nebyly
designovany pro studium kardiovaskularni b&npsti €chto I&€iv, takZze opravdovy
rozmeér tohoto problémuistava nezndmy. Existuje také minimum experimerdilni
praci, které by umoznily 1épe pochopit tytfjeda proto je dalSi vyzkum v této oblasti

nutny.
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7 Zavéry

» U v8ech testovanych latek (BORT, KARF, DOX, DAU)ldyozorovano
davkow zavislé a statisticky vyznamné sniZzeni proliferdeceecné linie
HL-60 vaci kontrolni skupig. ANT projevily slabSi antiprolifekai &inek

v porovnani s inhibitory proteazomu.

e Hodnoceni tinki kombinace inhibitar proteazomu a ANT podle Chou-
Talalay ukazalo postupnou Znu interakci v zavislosti na rostouci lékove
hladiré. Nizké koncentrace vykazovalyigky antagonistické, iip vysSich

koncentracich bylydinky aditivni az mirg synergické.

* Inhibitory proteazomu vykazovalyn vitro pomgrné nizkou toxicitu Wi

kardiomyocytim. Mezi BORT a KARF nebyly pozorovany zasadni rtyzdi

* P¥i kombinaci inhibitofi proteazomu s DAU nedochazelo k vyznamnému

zhorSeni kardiovaskularni toxicity ANT.

* Vysledky experimerit s preinkubaci butk s inhibitory proteazomu byly
velmi podobné usgédani koinkubace. V obou pokusech nedochazelo
k vyznamnému zvySeni toxicitu samotného DAU. BORKARF vykazovaly
podobné trendy.
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8 Seznam zkratek

ANT

ATP

BORT

DAU

DOX

FDA

HEPES

HSP

KARF

LDH

MTT

NF-xB

NVCM

UPS

antracyklinova antibiotika

adenosintrifosfat

bortezomib

daunorubicin

doxorubicin

Food and drug administration
N-2-hydroxyethylpiperazin-N"-2-ethansulfoadyselina
heat shock protein

karfilzomib

laktatdehydrogenaza

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetraium bromid
nuklearni faktor kappa B

neonatalni ventrikularni kardiomyocyty

ubikvitin—proteazomovy systém

59



9 Literatura

Adam Z., Maisnar V. (2008). "Mnokietny myelom, jak &as rozpoznat tuto nemoc
a jak s ni zit. Informace pro nemocné a jejichKdizBrno, Masarykova univerzita.

Adams J. (2002). "Preclinical and clinical evalaatbf proteasome inhibitor PS-341
for the treatment of cancer." Curr Opin Chem Bi@)6493-500.

Adams J. (2004). "The development of proteasomibitains as anticancer drugs.”
Cancer Cell 5(5): 417-421.

Adams J. (2004). "The proteasome: a suitable aspiastic target.” Nat Rev Cancer
4(5): 349-360.

Adams V. R., Leggas M. (2007). "Sunitinib malate foe treatment of metastatic
renal cell carcinoma and gastrointestinal stromatdrs.” Clin Ther 29(7): 1338-
1353.

Adib R., Patel K., Abdelghany S. (2012). "Carfilztan A second-generation
proteasome inhibitor for the treatment of multiplgeloma.” Formulary 47(8): 282.

Almond J. B., Cohen G. M. (2002). "The proteasomenovel target for cancer
chemotherapy.” Leukemia 16(4): 433-443.

An J., Sun Y., Fisher M., Rettig M. B. (2004). "Anmor effects of bortezomib (PS-
341) on primary effusion lymphomas." Leukemia 1§(11&99-1704.

Ao L., Wu Y., Kim D., Jang E. R., Kim K., Lee D. MKim K. B., Lee W. (2012).
"Development of peptide-based reversing agents geglycoprotein-mediated
resistance to carfilzomib." Mol Pharm 9(8): 2197032

Apetoh L., Mignot G., PanaretakiS T., Kroemer G.itv@gel L. (2008).
"Immunogenicity of anthracyclines: moving towardsmn personalized medicine."
Trends in Molecular Medicine 14(4): 141-151.

Balducci L., Extermann M. (2000). "Management ohaa in the older person:
a practical approach.” Oncologist 5(3): 224-237.

Birnie G. D. (1988). "The HL60 cell line: a modegystem for studying human
myeloid cell differentiation.” Br J Cancer Suppl4®-45.

Brooks P., Fuertes G., Murray R. Z., Bose S., Khé&chRechsteiner M. C., Hendil
K. B., Tanaka K., Dyson J., Rivett J. (2000). "Selhdar localization of
proteasomes and their regulatory complexes in mdiameells.” Biochem J 346 Pt
1: 155-161.

Callus B. A., Mathey-Prevot B. (1998). "InterleulBrAnduced activation of the
JAK/STAT pathway is prolonged by proteasome inloitsit® Blood 91(9): 3182-
3192.

Ciapetti G., Cenni E., Pratelli L., Pizzoferrato @.993). "In vitro evaluation of
cell/biomaterial interaction by MTT assay." Bionas 14(5): 359-364.

60



CMG. (2015). "Myeloma." Astup 8 Dec, 2015. http://www.myeloma.cz/.

Collins S. J. (1987). "The HL-60 promyelocytic lewkia cell line: proliferation,
differentiation, and cellular oncogene expressi@icbd 70(5): 1233-1244.

Collins S. J., Gallo R. C., Gallagher R. E. (1977@ontinuous growth and
differentiation of human myeloid leukaemic cells saspension culture." Nature
270(5635): 347-349.

Cortes-Funes H., Coronado C. (2007). "Role of auyulines in the era of targeted
therapy." Cardiovasc Toxicol 7(2): 56-60.

Davies K. J. A. (2001). "Degradation of oxidizedtains by the 20S proteasome."”
Biochimie 83(3-4): 301-310.

Decker T., Lohmann-Matthes M. L. (1988). "A quickdasimple method for the
guantitation of lactate dehydrogenase release imsorements of cellular
cytotoxicity and tumor necrosis factor (TNF) adiyvi J Immunol Methods 115(1):
61-69.

Demo S., Kirk C., Aujay M., Buchholz T., Dajee Mdp M., Jiang J., Laidig G.,
Lewis E., Parlati F., Shenk K., Smyth M., Sun Callghe M., Woo T., Molineaux
C., Bennett M. (2007). "Antitumor activity of PR-1,7a novel irreversible inhibitor
of the proteasome."” Cancer Research 67(13): 6383:63

Fally B. N., Schlieman M. G., Virudachalam S., Bdkl J. (2003). "Schedule-
dependent molecular effects of the proteasome itohibortezomib and gemcitabine
in pancreatic cancer."” Journal of Surgical Reseafd{1): 88-95.

Fekete M. R., McBride W. H., Pajonk F. (2005). "Ar#cyclines, proteasome
activity and multi-drug-resistance.”" Bmc Cancer 5.

Fernandez H. F. (2015). "Beyond the first glanggh@acyclines in AML." Blood
125(25): 3828-+.

Ferrington D. A., Gregerson D. S. (2012). "Immurodpasomes: Structure,
Function, and Antigen Presentation.” The Proteas@ystem in Aging and Disease
109: 75-112.

Glickman M., Rubin D., Coux O., Wefes I|., Pfeifer, &jeka Z., Baumeister W.,
Fried V., Finley D. (1998). "A subcomplex of theopgasome regulatory particle
required for ubiquitin-conjugate degradation anitesl to the COP9-signalosome
and elF3." Cell 94(5): 615-623.

Glickman M. H., Ciechanover A. (2002). "The ubiduiproteasome proteolytic
pathway: Destruction for the sake of constructidatlysiological Reviews 82(2):
373-428.

Grandin E. W., Ky B., Cornell R. F., Carver J., llean D. J. (2015). "Patterns of
cardiac toxicity associated with irreversible pesteme inhibition in the treatment of
multiple myeloma.” J Card Fail 21(2): 138-144.

61



Groll M., Huber R. (2004). "Inhibitors of the eulgatic 20S proteasome core
particle: a structural approach.” Biochim Biophyst®1695(1-3): 33-44.

Hacihanefioglu A., Tarkun P., Gonullu E. (2008).cthe severe cardiac failure in
a myeloma patient due to proteasome inhibitor zorteb." Int J Hematol 88(2):
219-222.

Hajek R., Krejci M., Pour L., Adam Z. (2011). "Miplie myeloma." Klin Onkol 24
Suppl: S10-13.

Hamilton A. L., Eder J. P., Pavlick A. C., ClarkW., Liebes L., Garcia-Carbonero
R., Chachoua A., Ryan D. P., Soma V., Farrell Kindkla N., Boyden J., Yee H.,
Zeleniuch-Jacquotte A., Wright J., Elliott P., Adand., Muggia F. M. (2005).

"Proteasome inhibition with bortezomib (PS-341): phase | study with

pharmacodynamic end points using a day 1 and dsghddule in a 14-day cycle.”
J Clin Oncol 23(25): 6107-6116.

Hande K. R. (1998). "Clinical applications of amamcer drugs targeted to
topoisomerase Il." Biochim Biophys Acta 1400(1-Bj3-184.

Herrmann J., Wohlert C., Saguner A. M., FloresMesbitt L. L., Chade A., Lerman
L. O., Lerman A. (2013). "Primary proteasome intdn results in cardiac
dysfunction.” Eur J Heart Fail 15(6): 614-623.

Hideshima T., Richardson P., Chauhan D., Palombeélld, Elliott P. J., Adams J.,
Anderson K. C. (2001). "The proteasome inhibitor33 inhibits growth, induces
apoptosis, and overcomes drug resistance in hunudtipla myeloma cells.” Cancer
Res 61(7): 3071-3076.

Highsmith K. N., Chen S. E., Horowitz S. (2014).at@izomib and Pomalidomide:
Recent Advances in the Treatment of Multiple MyedoimPharmacotherapy 34(9):
927-940.

Chauhan D., Catley L., Li G., Podar K., HideshimaMelankar M., Mitsiades C.,
Mitsiades N., Yasui H., Letai A., Ovaa H., Berk&s Nicholson B., Chao T. H.,
Neuteboom S. T., Richardson P., Palladino M. A.démon K. C. (2005). "A novel
orally active proteasome inhibitor induces apoptasimultiple myeloma cells with
mechanisms distinct from Bortezomib." Cancer CE)8407-419.

Chou T. C. (2006). "Theoretical basis, experimerdakign, and computerized
simulation of synergism and antagonism in drug doatipn studies.”
Pharmacological Reviews 58(3): 621-681.

Chou T. C. (2010). "Drug combination studies arglrteynergy quantification using
the Chou-Talalay method." Cancer Res 70(2): 440-446

Jirkovska-Vavrova A., Roh J., Lencova-Popelova JIixkovsky E., Hruskova K.,
Potuckova-Mackova E., Jansova H., Haskova P., Nawa P., Eisner T.,
Kratochvil M., Sus J., Machacek M., Vostatkova-Tatdva L., Gersl V., Kalinowski
D. S., Muller M. T., Richardson D. R., Vavrova ISterba M., Simunek T. (2015).
"Synthesis and analysis of novel analogues of dexane and its open-ring

62



hydrolysis product for protection against anthrdiesccardiotoxicity in vitro and in
vivo." Toxicology Research 4(4): 1098-1114.

Kisselev A. F., Goldberg A. L. (2001). "Proteasoimabitors: from research tools to
drug candidates.”" Chem Biol 8(8): 739-758.

Korzeniewski C., Callewaert D. M. (1983). "An enzurelease assay for natural
cytotoxicity." J Immunol Methods 64(3): 313-320.

Kozuch P. S., Rocha-Lima C. M., Dragovich T., Hdaehs1., O'Neil B. H., Atiqg O.
T., Pipas J. M., Ryan D. P., Lenz H. J. (2008). rtBoomib with or without
irinotecan in relapsed or refractory colorectal agan Results from a randomized
phase Il study." Journal of Clinical Oncology 26)12320-2326.

Kuhn D. J., Chen Q., Voorhees P. M., Strader JSBenk K. D., Sun C. M., Derno
S. D., Bennett M. K., Van Leeuwen F. W. B., Chakdran A. A., Orlowski R. Z.
(2007). "Potent activity of carfilzomib, a novetgversible inhibitor of the ubiquitin-
proteasome pathway, against preclinical models oftiple myelorna.” Blood
110(9): 3281-3290.

Kumatori A., Tanaka K., Inamura N., Sone S., Ogli,aMatsumoto T., Tachikawa
T., Shin S., Ichihara A. (1990). "Abnormally higlxpeession of proteasomes in
human leukemic cells."” Proc Natl Acad Sci U S AIBj( 7071-7075.

Kupperman E., Lee E. C., Cao Y., Bannerman B.genald M., Berger A., Yu J.,
Yang Y., Hales P., Bruzzese F., Liu J., Blank &rdia K., Tsu C., Dick L., Fleming
P., Yu L., Manfredi M., Rolfe M., Bolen J. (2010FEvaluation of the proteasome
inhibitor MLN9708 in preclinical models of humannzzer.” Cancer Res 70(5): 1970-
1980.

Laubach J., San Miguel J., Sonneveld P., OrlowsKPB13). Quantifying the risk of
heart failure associated with proteasome inhibitl®metrospective analysis of heart
failure reported in phase 2 and 3 studies of Borteh in Multiple myeloma, Blood
Journal.122:3187.

Lenz H. J. (2003). "Clinical update: proteasomahitbrs in solid tumors." Cancer
Treatment Reviews 29: 41-48.

Limat S., Daguindau E., Cahn J. Y., Nerich V., Bri&., Perrin S., Woronoff-Lemsi
M. C., Deconinck E. (2014). "Incidence and risktéas of CHOP/R-CHOP-related
cardiotoxicity in patients with aggressive non-Hkités lymphoma.” Journal of
Clinical Pharmacy and Therapeutics 39(2): 168-174.

Lincova D., Farghali H. (2007). "Z&kladni a aplilkana farmakologie." Praha, Galén.

Liss H., Schmitz W., Neumann J. (2002). "A proteasoinhibitor confers
cardioprotection." Cardiovasc Res 54(1): 140-151.

Lyu Y. L., Kerrigan J. E., Lin C. P., Azarova A. Mlsai Y. C., Ban Y., Liu L. F.
(2007). "Topoisomerase llbeta mediated DNA doultlarsl breaks: implications in

63



doxorubicin cardiotoxicity and prevention by dexamane." Cancer Res 67(18):
8839-8846.

Ma M. H., Yang H. H., Parker K., Manyak S., Friedmh M., Altamirano C., Wu Z.
Q., Borad M. J., Frantzen M., Roussos E., NeeséfiBail A., Adams J., Sjak-Shie
N., Vescio R. A., Berenson J. R. (2003). "The pastane inhibitor PS-341 markedly
enhances sensitivity of multiple myeloma tumor étl chemotherapeutic agents.”
Clin Cancer Res 9(3): 1136-1144.

Mearini G., Schlossarek S., Willis M. S., Carrier [2008). "The ubiquitin-
proteasome system in cardiac dysfunction." BiocBimphys Acta 1782(12): 749-
763.

Meiners S., Dreger H., Fechner M., Bieler S., Rothe, Ginther C., Baumann G.,
Stangl V., Stangl K. (2008). "Suppression of camjocyte hypertrophy by
inhibition of the ubiquitin-proteasome system." ldyggnsion 51(2): 302-308.

Minderman H., Zhou Y., O'Loughlin K. L., Baer M. RR007). "Bortezomib activity
and in vitro interactions with anthracyclines angtacabine in acute myeloid
leukemia cells are independent of multidrug reastamechanisms and p53 status.”
Cancer Chemother Pharmacol 60(2): 245-255.

Minotti G., Menna P., Salvatorelli E., Cairo G.,a@ni L. (2004). "Anthracyclines:
molecular advances and pharmacologic developmentantitumor activity and
cardiotoxicity.” Pharmacol Rev 56(2): 185-229.

Mirabella A. C., Pletnev A. A., Downey S. L., Flar8. |., Shabaneh T. B., Britton
M., Verdoes M., Filippov D. V., Overkleeft H. S.,dselev A. F. (2011). "Specific
Cell-Permeable Inhibitor of Proteasome Trypsin-li8des Selectively Sensitizes
Myeloma Cells to Bortezomib and Carfilzomib.” Chetry & Biology 18(5): 608-
618.

Mitsiades N., Mitsiades C. S., Richardson P. Gul&a V., Tai Y. T., Chauhan D.,
Fanourakis G., Gu X., Bailey C., Joseph M., Libemmar. A., Schlossman R.,
Munshi N. C., Hideshima T., Anderson K. C. (2003he proteasome inhibitor PS-
341 potentiates sensitivity of multiple myeloma Igelto conventional

chemotherapeutic agents: therapeutic applicatid@iedd 101(6): 2377-2380.

Moreau P. (2014). "The emerging role of carfilzonsilimbination therapy in the
management of multiple myeloma." Expert Review efitdtology 7(2): 265-290.

Nowis D., Maczewski M., Mackiewicz U., Kujawa M.aRjska A., Wieckowski M.
R., Wilczynski G. M., Malinowska M., Bil J., SalwR., Bugajski M., Wojcik C.,
Sinski M., Abramczyk P., Winiarska M., Dabrowskaalicka A., Duszynski J.,
Jakobisiak M., Golab J. (2010). "Cardiotoxicity the anticancer therapeutic agent
bortezomib." Am J Pathol 176(6): 2658-2668.

Oeffinger K. C., Mertens A. C., Sklar C. A., Kawash T., Hudson M. M.,
Meadows A. T., Friedman D. L., Marina N., Hobbie ,\adan-Lottick N. S.,
Schwartz C. L., Leisenring W., Robison L. L., Chiabd Cancer Survivor S. (2006).

64



"Chronic health conditions in adult survivors ofildhood cancer.” N Engl J Med
355(15): 1572-1582.

Ogiso Y., Tomida A., Lei S., Omura S., Tsuruo TO{R). "Proteasome inhibition
circumvents solid tumor resistance to topoisometkd@ected drugs.” Cancer Res
60(9): 2429-2434.

Orciuolo E., Buda G., Ceconni N., Galimberti S.,ra&&i D., Cervetti G. (2007).
"Unexpected cardiotoxicity in haematological boaeub treated patients.” Br J
Haematol 138(3): 396-397.

Orlowski R. Z., Voorhees P. M., Garcia R. A., Hell D., Kudrik F. J., Allred T.,
Johri A. R., Jones P. E., lvanova A., Van DevehteW., Gabriel D. A., Shea T. C.,
Mitchell B. S., Adams J., Esseltine D. L., Trehu®, Green M., Lehman M. J.,
Natoli S., Collins J. M., Lindley C. M., Dees E. 2005). "Phase 1 trial of the
proteasome inhibitor bortezomib and pegylated hposl doxorubicin in patients
with advanced hematologic malignancies."” Blood 8p5§058-3065.

Papadopoulos K. P., Burris H. A., Gordon M., LeeSausville E. A., Rosen P. J.,
Patnaik A., Cutler R. E., Wang Z. P., Lee S., JoBe§., Infante J. R. (2013). "A
phase I/l study of carfilzomib 2-10-min infusion patients with advanced solid
tumors." Cancer Chemotherapy and Pharmacology 7864)868.

Pitzer F., Dantes A., Fuchs T., Baumeister W., Amtam A. (1996). "Removal of
proteasomes from the nucleus and their accumulahoapoptotic blebs during
programmed cell death.”" FEBS Lett 394(1): 47-50.

Piva R., Ruggeri B., Williams M., Costa G., Tamagdnd-errero D., Giai V., Coscia
M., Peola S., Massaia M., Pezzoni G., Allievi Ges@alli N., Cassin M., di Giovine

S., Nicoli P., de Feudis P., Strepponi I., Roaté-&rracini R., Bussolati B., Camussi
G., Jones-Bolin S., Hunter K., Zhao H., Neri A.]Jurabo A., Berkers C., Ovaa H.,
Bernareggi A., Inghirami G. (2008). "CEP-18770: ével, orally active proteasome
inhibitor with a tumor-selective pharmacologic pl@tompetitive with bortezomib."

Blood 111(5): 2765-2775.

Powell S. R., Herrmann J., Lerman A., Patterson @ang X. (2012).
"The ubiquitin-proteasome system and cardiovasditsmase.” Prog Mol Biol Transl
Sci 109: 295-346.

PubChem. (2015)a. "Bortezomib.tigtup 2 Dec, 2015.
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/93860.

PubChem. (2015)b. "Daunorubicin.tigtup 23 Nov, 2015.
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/11556711.

PubChem. (2015)c. "Doxorubicin.iBtup 23 Nov, 2015.
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/30323.

PubChem. (2015)d. "Karfilzomib."tRtup 2 Dec, 2015.
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/31703.

65



Rayson D., Richel D., Chia S., Jackisch C., van degt S., Suter T. (2008).
"Anthracycline-trastuzumab regimens for HER2/neerexpressing breast cancer:
current experience and future strategies." Ann Ohg(®): 1530-1539.

Read M. A., Neish A. S., Luscinskas F. W., Palorab¥l J., Maniatis T., Collins T.
(1995). "The Proteasome Pathway Is Required fookiye-Induced Endothelial-
Leukocyte Adhesion Molecule Expression.” Immunif$)2493-506.

Reits E., Benham A., Plougastel B., Neefjes J.wbdale J. (1997). "Dynamics of
proteasome distribution in living cells." Embo Joalr16(20): 6087-6094.

Screen M., Britton M., Downey S. L., Verdoes M., gés M. J., Blom A. E,,
Geurink P. P., Risseeuw M. D., Florea B. I., van ldaden W. A., Pletnev A. A.,
Overkleeft H. S., Kisselev A. F. (2010). "Naturepsfarmacophore influences active
site specificity of proteasome inhibitors." J Bihem 285(51): 40125-40134.

Shah J. J., Baladandayuthapani V., Weber D. M.n#d®0S. K., Alexanian R., Wang
M., Qazilbash M. H., Champlin R. E., Shah N., BagDi, Popat U. R., Nieto Y.,
Ahmed S., Parmar S., Orlowski R. Z. (2013). "Phiasstudy Of The Combination
Of MLN 9708 With Lenalidomide As Maintenance Theydpost Autologous Stem
Cell Transplant In Patients With Multiple Myelom&lood 122(21).

Shinohara K., Tomioka M., Nakano H., Tone S., Itg Kawashima S. (1996).
"Apoptosis induction resulting from proteasome biton." Biochemical Journal
317: 385-388.

Schenkein D. (2002). "Proteasome inhibitors in theatment of B-cell
malignancies.” Clin Lymphoma 3(1): 49-55.

Simunek T., Sterba M., Popelova O., Adamcova Mdikl R., Gersl V. (2009).
"Anthracycline-induced cardiotoxicity: overview studies examining the roles of
oxidative stress and free cellular iron." Pharmdep 61(1): 154-171.

Stewart A. K., Rajkumar S. V., Dimopoulos M. A., 8&i T., Spicka I., Oriol A,

Hajek R., Rosinol L., Siegel D. S., Mihaylov G. Goranova-Marinova V., Rajnics
P., Suvorov A., Niesvizky R., Jakubowiak A. J., S4iguel J. F., Ludwig H., Wang

M., Maisnar V., Minarik J., Bensinger W. I., Matelgks V., Ben-Yehuda D., Kukreti

V., Zojwalla N., Tonda M. E., Yang X. Q., Xing BMoreau P., Palumbo A.,

Investigators A. (2015). "Carfilzomib, Lenalidomjdend Dexamethasone for
Relapsed Multiple Myeloma.” New England JournaMafdicine 372(2): 142-152.

Sunwoo J. B., Chen Z., Dong G., Yeh N., Crowl Baftc€., Sausville E., Adams J.,
Elliott P., Van Waes C. (2001). "Novel proteasonmiibitor PS-341 inhibits
activation of nuclear factor-kappa B, cell survjuaimor growth, and angiogenesis in
squamous cell carcinoma.” Clin Cancer Res 7(5)914128.

Tan C., Waldmann T. A. (2002):Proteasome inhibitor PS-341, a potential
therapeutic agent for adult T-cell leukerhi@ancer Res 62: 1083-1086.

66



Teicher B. A., Ara G., Herbst R., Palombella V. and Adams J. (1999).
"The proteasome inhibitor PS-341 in cancer thefa@yin. Cancer Res 5: 2638
2645.

Voges D., Zwickl P., Baumeister W. (1999). "The 2p®teasome: a molecular
machine designed for controlled proteolysis." Aftayv Biochem 68: 1015-1068.

Von Hoff D. D., Layard M. W., Basa P., Davis H. Mon Hoff A. L., Rozencweig
M., Muggia F. M. (1979). "Risk factors for doxorgbi-induced congestive heart
failure.” Ann Intern Med 91(5): 710-717.

Von Metzler I., Heider U., Mieth M., Lamottke B.,akser M., Jakob C., Sezer O.
(2009). "Synergistic interaction of proteasome aoploisomerase Il inhibition in
multiple myeloma." Exp Cell Res 315(14): 2471-2478.

Wojcik C., DeMartino G. N. (2003). "Intracellulavdalization of proteasomes." Int J
Biochem Cell Biol 35(5): 579-589.

Wouters K. A., Kremer L. C., Miller T. L., Herman H., Lipshultz S. E. (2005).
"Protecting against anthracycline-induced myocéardiganage: a review of the most
promising strategies." Br J Haematol 131(5): 568:57

Yeh E. T., Tong A. T., Lenihan D. J., Yusuf S. V8wafford J., Champion C.,
Durand J. B., Gibbs H., Zafarmand A. A., Ewer M. (8004). "Cardiovascular
complications of cancer therapy: diagnosis, pathegs, and management.”
Circulation 109(25): 3122-3131.

Young G. W., Wang Y., Ping P. (2008). "Understagdpmoteasome assembly and
regulation: importance to cardiovascular medicirigénds Cardiovasc Med 18(3):
93-98.

Yu X., Patterson E., Kem D. C. (2009). "Targetingotpasomes for
cardioprotection.” Curr Opin Pharmacol 9(2): 16217

Zangari M., Aujay M., Zhan F. (2011). "Alkaline pdmhatase variation during
carfilzomib treatment is associated with best raspan multiple myeloma patients.”
Eur J Haematd6(6): 484-487.

Zhou H. J., Aujay M. A., Bennett M. K., Dajee M.eo S. D., Fang Y., Ho M. N.,
Jiang J., Kirk C. J., Laidig G. J., Lewis E. R., Yy Muchamuel T., Parlati F., Ring
E., Shenk K. D., Shields J., Shwonek P. J., Stamtpsun C. M., Sylvain C., Woo
T. M., Yang J. (2009). "Design and synthesis obaally bioavailable and selective
peptide epoxyketone proteasome inhibitor (PR-04J3)Med Chem 52(9): 3028-
3038.

67



