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Hsp90 — a Target for Anticancer Therapy
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Souhrn

Molekularni chaperony jsou proteiny, které se podileji na vytvareni a udrzovani spravné kon-
formace ostatnich proteind v burice. Vazou se na nové syntetizované nebo denaturované
polypeptidové fetézce, aktivné méni jejich konformaci a podileji se na jejich transportu nebo
degradaci. Chaperony hraji velmi dulezitou roli v nadorové bunce, kde jejich zvysena aktivita
umoznuje stabilizovat fadu mutantnich proteinl a prekonavat stres vznikly genetickou nesta-
bilitou. Klicovym chaperonem nadorovych bunék je Hsp90, mezi jehoz klienty nalezi receptory
rdstovych faktord, steroidnich hormon a signalni proteiny, z nichz fada patii mezi cile protina-
dorové terapie. Nepfiznivé podminky mikroprostiedi nadoru, jako jsou hypoxie a nedostatek
Zivin, pfispivaji ke zvysené destabilizaci proteind, ¢imz zavislost na chaperonech jesté dale pro-
hlubuji. Z téchto divodU predstavuji molekularni chaperony, a zvlasté Hsp90, nadéjny cil pro-
tinddorové terapie. Hsp90 je dale vyjimecny tim, Ze v nadorovych burkach vykazuje vyrazné
vyssi citlivost k inhibitorim oproti normalnim bunkam a inhibice Hsp90 v nadorech vede k pa-
raleInimu potlaceni rznych drah onkogenni signalizace. V soucasné dobé probihaji klinické
testy nékolika inhibitort Hsp90 a jsou stale identifikovany nové latky s riznym mechanizmem
ucinku.
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Summary

Molecular chaperones help other proteins to achieve and maintain their proper conformation.
Chaperones bind to newly synthesized or unfolded polypeptide chains, actively modify their
conformation and participate on their transport or degradation. Chaperones play an impor-
tant role in cancer cell, where their increased activity enables stabilization of many mutant
proteins and overcoming the stress generated by genetic instability. Hsp90 represents a key
chaperone in cancer cells. Growth factor receptors, steroid hormone receptors and signal pro-
teins are among its substrates, so-called client proteins; many of them being targets for anti-
cancer therapy. Adverse conditions of the tumor microenvironment, such as hypoxia and nutri-
ent deficiency, contribute to destabilization of proteins and further escalate dependence on
chaperones. This is why molecular chaperones, in particular Hsp90, may represent a promising
target for anticancer therapy. Importantly also, tumour-based Hsp90 has a significantly higher
sensitivity to inhibitors than that in normal cells, and Hsp90 activity inhibition in tumours leads
to a suppression of cellular signaling in many different oncogenic pathways. Several inhibitors
of Hsp90 are currently undergoing clinical evaluation and new agents with different mecha-
nisms of action are continually being identified.
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HSP90 — CIL PROTINADOROVE TERAPIE

Uvod

PrestoZe je konformace protein(i dana
pofadim aminokyselin a je utvarena
podle zdkonl termodynamiky, je v in-
traceluldrnim prostredi pro vytvoreni
spravné konformace vyzadovana spolu-
Ucast specializovanych komplexd, mo-
lekularnich chaperond. Je to zplsobeno
tim, ze koncentrace proteinl v savcich
burikach dosahuje velmi vysokych hod-
not, a neustale tak dochazi k nezadoucim
interakcim poldarnich retézcl peptido-
vych vazeb a hydrofobnich aminokyse-
linovych zbytkd nové syntetizovanych
i ¢astecné denaturovanych proteind.
Tim by mohlo dochazet k jejich nesprav-
nému sbalovani ¢i spojovani do nefunk¢-
nich agregdtl. Pfechodnd vazba mo-
lekularnich chaperont tedy poskytuje
vznikajicim proteinlm ochranu a umoz-
nuje sbaleni do pfislusné terciarni struk-
tury [1]. Molekuldrni chaperony také
Uzce spolupracuji s ubikvitin-protea-
zomovym systémem, ktery denaturo-
vané proteiny odbourava, stejné jako se
systémem transportujicim proteiny na
misto ur¢eni. Dohromady tento aparat
zajistujici homeostazu proteind v burice
tvoii rozsahlou a strukturné riznorodou
skupinu protein(. Exprese fady moleku-
larnich chaperon( je vyrazné zvysena
pUsobenim vyssich teplot. Proto jsou na-
zyvany proteiny tepelného Soku (Heat
Shock Proteins — Hsp) a jejich oznaceni
je Casto tvofeno zkratkou Hsp a cislem
udavajicim molekulovou hmotnost. Kin-
dukci exprese chaperonl vsak dochazi
také plsobenim nepftiznivych vlivl vnéj-
siho i vnitfniho prostredi [2].

Aktivita vétSiny chaperon(l zavisi na
hydrolyze ATP, pficemz jejich struktura
a mechanizmus aktivity se mezi jednot-
livymi tfidami vyrazné lisi. Chaperony se
déli do Ctyr tfid. Trida chaperonint zahr-
nuje oligomerni molekuly GroEL a TRiC
(TCP1 Ring Complex) vytvarejici velké
soudkovité Gtvary, uvniti kterych jsou
uzavieny celé proteiny nebo jejich do-
mény, a je jim tak poskytnuta ochrana
pro vytvoreni spravné konformace [3].
Chaperony tfidy Hsp70 jsou mono-
merni a vyZaduji spolupraci ko-chape-
ron( tfidy Hsp40. Své klientni proteiny
rozpoznavaji podle kratkych linedrnich
hydrofobnich Usekd. Hsp70 slouzi jako
chaperon velkému mnozstvi klientnich

proteind, nékteré z nich jsou vsak poté
predény k dal$imu zpracovani chape-
rondm tfidy Hsp90 [4]. Chaperony tiidy
malych Hsp tvofi oligomerni komplexy,
které se vdZzou na denaturované proteiny
a zabranuji jejich nevratné agregaci.
Malé Hsp interaguji se svymi substraty
bez ucasti ATP, ale opétovné vytvoreni
spravné konformace vyzaduje zapojeni
dalsich chaperond [5]. Kromé vyse zmi-
nénych chaperont se Sirokym spektrem
klientnich proteinl existuji i specializo-
vané chaperony podilejici se na utva-
feni konformace jediného specifického
proteinu nebo multi-proteinovych kom-
plexd. Byly popsany chaperony tcastnici
se sestaveni nukleozomu [6] nebo pro-
teazomu [7]. Mezi nejvyznamnéjsi cha-
perony patfi bezesporu Hsp90. Za nor-
malnich nestresovych podminek tvofi
1-2 % celkovych bunécnych protein(
a v pfipadé stresu jeho exprese déle
prudce narsta. Hsp90 je nejen nezbyt-
nou slozkou obrany pfed poskozenim
burky teplotnim stresem, ale i za fyzio-
logickych podminek se ucastni sba-
lovani fady proteind do funkéni kon-
formace. Poprvé byla interakce Hsp90
s proteiny objevena béhem afinitni pu-
rifikace prvniho molekuldrné charak-
terizovaného onkogenu, kinazy v-Src
(Viral-Sarcoma), kdy Hsp90 precipitoval
spole¢né s v-Src z kurecich bunék naka-
zenych virem Rousova sarkomu [8]. N&-
sledné byly popsany dvé hlavni tfidy
klientnich protein Hsp90, proteinkinazy
a receptory steroidnich hormonu a fada
dalsich klientnich proteina s funkci tran-
skrip¢nich faktor(, chromatin remodelu-
jicich proteintd a polymeraz [2].

Struktura a funkce Hsp90

Hsp90 je evolu¢né konzervovany, pfi-
¢emz jeden nebo vice genl kédujicich
Hsp90 nese ve svém genomu vsechny
organizmy od bakterii az po savce. Hsp90
se nachdzi témér ve viech kompartmen-
tech eukaryotickych bunék a u vétsiny
eukaryot navic existuji pfibuzné chape-
rony specifické pro dané organely. Jedna
se napt. o protein GRP94 (Glucose Rela-
ted Protein 94) exprimovany v endo-
plazmatickém retikulu nebo TRAP1 (TNF
Receptor Associated Protein 1) v mito-
chondriich. Nejvice poznatkl bylo zis-
kéno o proteinech Hsp90 lokalizovanych

v cytosolu. U obratlovcl byly nalezeny
dvé izoformy, Hsp90a a Hsp90p, které
se navzajem lisi funkci, bunéc¢nou loka-
lizaci i mirou inducibility [9]. 1zoforma
Hsp90a se nachazi i na buné¢ném po-
vrchu a je také secernovana do extra-
celularniho prostoru [10]. O Uloze extra-
celuldrniho Hsp90 zatim neni ziskano
mnoho poznatk, ale predpoklada se,
ze plni funkci molekularniho chaperonu
i vné bunky. Na buné¢ném povrchu
byl Hsp90 nalezen v komplexu s MMP2
(Matrix Metalloproteinase 2), ktera se
podili na degradaci extracelularni mat-
rix. PGsobenim inhibitoru Hsp90 modi-
fikovaného tak, aby nepronikal dovnitt
bunky, nebo inaktivaci Hsp90 neutrali-
zujici protilatkou bylo pozorovéano sni-
Zeni aktivity MMP2 a invazivnosti naddo-
rovych bunék [11].

Hsp90 se nachazi v cytoplazmé ve
formé dimeru, pticemz kazdy monomer
je slozen ze tfi funkénich domén: N-kon-
cové, centralni a C-koncové. N-koncova
doména obsahuje adenosintrifosfat
(ATP) vazebnou kapsu. Motiv vazebné
kapsy vykazuje strukturni homologii
s ATPazovymi doménami DNA-gyrazy,
histidin kindzy a proteinu systému re-
parace DNA MutL. Tento motiv neni pfi-
buzny s ATP-vazebnou doménou pro-
teinkindz ani Hsp70, coZ otvird moznost
vyuziti vysoce specifickych inhibitor
[12]. N-koncovd doména je s centralni
doménou flexibilné spojena, coZz umoz-
nuje konformaéni zmény proteinu po
vazbé ATP a jeho hydrolyze na ADP. Ty
maji zasadni vyznam pro aktivitu dimeru
Hsp90 jako molekuldrniho chaperonu
[13]. Hlavni dlohou centralni domény je
zfejmé rozliseni typ klientnich protein(
[14]. C-koncova doména je predevsim
zodpovédnd za dimerizaci [15] a nachazi
se zde také konzervovany motiv MEEVD
(tvofeny aminokyselinami Met-Glu-Glu-
-Val-Asp), ktery zprostiedkovava inter-
akce s ko-chaperony obsahujicimi TPR
(Tetratricopeptide Repeat) doménu [16].

Samostatna ATPazova aktivita Hsp90
je pouze slabd a je ovlivnéna vazbou
klientnich protein{ a interakcemi s ur-
¢itymi ko-chaperony. U eukaryot bylo
identifikovano vice nez 20 ko-chape-
ron(, ale jejich funkce je v mnoha pfi-
padech dosud neznama. Ko-chaperony
moduluji aktivitu Hsp90 ¢tyfmi zplsoby:
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a) koordinuji interakce s dalSimi chape-
ronovymi systémy,

b) stimuluji nebo inhibuji ATPazovou
aktivitu,

c) zprostiedkovavaji interakce s riz-
nymi typy klientnich proteind,

d) ovliviiuji svou enzymatickou akti-
vitou dalsi aspekty chaperonového
cyklu.

Nejvétsi skupinou jsou ko-chape-
rony s TPR doménou, kterd interaguje
s MEEVD motivem v C-koncové doméné
Hsp90. Patfi mezi né napf. ko-chape-
rony HOP (Hsp90/Hsp70 Organizing Pro-
tein), CHIP (C-terminus of Hsc70-Inter-
acting Protein), FKBPs (FK506-Binding
Proteins), CyP40 (Cyclophilin40) a PP5
(Protein Phosphatase 5). S centrélni do-
ménou Hsp90 interaguje ko-chape-
ron AHA1 (Activator of Hsp90 ATPase
homologue 1) a na N-koncovou do-
ménu se vazou napf. Cdc37 (Cell Divi-
sion Cycle 37), p23 a SGT 1 [2]. Interakce
nékterych ko-chaperonl s Hsp90 jsou
schematicky znazornény na obr. 1.

Mechanizmus aktivity multi-chapero-
nového systému Hsp90 je nejlépe pro-
studovan pfi procesu maturace recep-
tord steroidnich hormont (SHR) - viz
obr. 2. Klientni protein je vdzédn pouze
na dimer Hsp90 v otevieném stavu, kdy
jsou jeho N-koncové domény separo-
vany. Chaperonovy cyklus zac¢ina nava-
zanim nové syntetizovaného nebo de-
naturovaného polypeptidového fetézce
na komplex chaperonu Hsp70 a jeho ko-
chaperonu Hsp40. Za ucasti adaptoro-
vého proteinu HOP, ktery interaguje sou-
¢asné s Hsp70 i Hsp90, je poté klientni
protein pfipojen k dimeru Hsp90. Vazba
ATP zpUsobi uzavieni vicka ATP-vazebné
kapsy a ovinuti N-koncovych domén
kolem sebe, ¢imz vznikne kompaktni
prstencova konformace dimeru Hsp90,
v niz je klientni protein sevien. Po vazbé
ATP jsou dale Hsp70 a HOP nahrazeny
ko-chaperony p23 a FKBP51 a vznika
zraly komplex. SHR je v tomto stavu ak-
tivni, je pfipraven vazat steroidni hor-
mony a byt nasledné transportovén
do jadra [17]. Hydrolyza ATP je stimu-
lovéna aktivitou FKBP52 a dalsiho ko-
chaperonu AHA1 [18]. Po hydrolyze ATP
se dimer Hsp90 navraci do otevieného
stavu a klientni protein, v tomto piipadé

centralni
doména

\_
Obr. 1. Interak¢ni partnefi Hsp90. S molekulou Hsp90 interaguje fada proteind.
K vazbé klientnich proteint dochazi v centralni doméné, zatimco ko-chaperony se va-
zou na véechny domény Hsp90. S motivem EEVD v C-koncové doméné interaguje he-
terogenni skupina ko-chaperontd obsahujicich TPR doménu, které pini rtizné biologické
funkce, napf. E3 ubikvitin ligazy, adaptorového proteinu, peptidilylprolyl cis/trans-izome-
radzy (PPlaza) nebo protein fosfatazy.

vl

responzivni element promotoru

—_—
transkripce genu

Obr. 2. Chaperonovy cyklus. Priibéh chaperonového cyklu je znazornén na piikladu re-
ceptoru steroidnich hormont (SHR) jako klientniho proteinu. Komplex SHR s Hsp70 je pfi-
vadén pomoci adaptorového ko-chaperonu HOP k dimeru Hsp90. HOP je nasledné diso-
ciovdan a za Ucasti dalsich ko-chaperon(i dochazi k vazbé ATP, konformacni zméné Hsp90
a modifikaci SHR. SHR je poté v aktivnim stavu, je schopen vazat ligandy, steroidni hor-
mony. Po vazbé ligandu je SHR translokovan do jadra a iniciuje transkripci genG. Dimer
Hsp90 vstupuje do dalsiho chaperonového cyklu.
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Klientni proteiny Hsp90

RAF, ERBB2, EGFR
CDK4, cyklin D

genomova
nestabilita

Nadorovy fenotyp

sobéstacnost v produkci
ristovych signald

rezistence vici signaliim
zastavujicim bunécny cyklus

poskozeni apoptézy

neomezeny
replikacni potencial

zesileni angiogeneze

tvorba metastaz

Obr. 3. Vyznam Hsp90 pro vznik nadoru. Schéma zobrazuje Gcast Hsp90 na ziskani
vsech Sesti charakteristickych vlastnosti nddorovych bunék. Dulezité proteiny ucastnici
se téchto onkogennich drah jsou klientnimi proteiny chaperonu Hsp90. Umoznénim exi-
stence genomové nestability Hsp90 podporuje akumulaci dalsich mutaci a rozvoj agresiv-

néjsich vlastnosti nddorovych bunék.

SHR, je disociovan [19]. Signalni protein-
kindzy jsou nejvétsi tfidou klientnich
proteini Hsp90. Mechanizmus jejich ak-
tivace chaperonem Hsp90 je podobny
jako u steroidnich receptord, v procesu
jsou vsak zahrnuty odlisné ko-chape-
rony. Nové syntetizovany polypeptidovy
fetézec kinazy je pripraven komplexem
Hsp70/Hsp40 k interakci s ko-chapero-
nem Cdc37 [20]. Cdc37 je ko-chaperon
specificky pro proteinkinazy a spole¢né
s proteinem HOP zprostfedkovava je-
jich vazbu k chaperonovému komplexu
Hsp90. Cdc37 inhibuje ATPazovou akti-
vitu, a proto musi poté dojit k jejich di-
sociaci [21]. Dalsi ko-chaperony jako p23
a AHAT1 se procesu pravdépodobné také
Ucastni, ale detailn&jsi informace o me-
chanizmu zrani proteinkinaz zatim ne-
jsou znamy [22].

Vyznam Hsp90 v kancerogenezi

Zvysend exprese a aktivita jednoho
nebo vice stresovych proteind je typic-
kym znakem nador0 a predpoklada se
jejich prognosticky vyznam u fady ma-
lignit. Mnoho klientnich protein Hsp90
jsou onkogeny. Prikladem mohou byt
proteinkindzy (Her-2 (Human Epidermal
growth factor Receptor 2), Cdk4 (Cyc-
lin-Dependent Kinase 4), Bcr-abl, AKT,
c-Raf, POLO-1 a MET), transkrip¢ni fak-
tory (estrogenovy a androgenovy recep-
tor, mutantni p53 a HIF-1a (Hypoxia In-
ducible Factor 1a)) a dalsi proteiny, jako

je katalytickd podjednotka telomerazy

TERT (Telomerase Reverse Transcriptase)

nebo eNOS (Endothelial Nitric Oxide

Synthase) [23]. Tyto proteiny se podileji

na ziskani a udrzeni viech Sesti charakte-

ristickych znak( nador(:

a) sobéstacnosti v produkci ristovych
signald,

b) necitlivosti k signaliim zastavujicim
bunécny cyklus,

c) poskozeni apoptdzy,

d) neomezeného replikacniho
potencialu,

e) posileni angiogeneze,

f) tvorby metastaz [24].

V neposledni fadé se Hsp90 na vzniku
onkogennich vlastnosti neptimo podili
tim, Ze umoznuje existenci genomové
nestability (obr. 3). Vzhledem k faktu,
Ze inhibice Hsp90 vede k degradaci riz-
norodych onkogennich proteind, do-
chazi k sou¢asné a kombinované supresi
signdlnich drah zpUsobujicich maligni
transformaci a modulaci vsech zminé-
nych znak( nadorové bunky [23].

Pohled na maligni progresi z hlediska
evoluce nadoru ukazuje, Ze terapie ovliv-
nujici klicové faktory urcujici schopnost
adaptace transformované buriky je efek-
tivnéjsi nez inhibice jednotlivych onko-
gennich signalnich drah, pfi nichz mize
dojit k vytvoreni rezistence. Vétsina so-
lidnich nadord ma jiz v dobé diagndzy
dostate¢nou genetickou diverzitu pro

vznik rezistence vUci terapii zamérené
pouze na jeden molekularni cil [25].
Velmi ¢asto je napt. pozorovana rezis-
tence vici inhibitoru tyrozinkinazy EGFR
(Epidermal Growth Factor Receptor), ge-
fitinibu [26], ktera je potla¢ena pravé
kombinaci gefitinibu a inhibitoru Hsp90,
17AAG [27]. Hsp90 mUze také maskovat
fenotypovy projev genetické variability,
ktera je typicka pro vétSinu nddora [28].
Diky své funkci molekuldrniho chape-
ronu umoznuje Hsp90 akumulovat poly-
morfni varianty gen v klicovych signal-
nich drahach za sou¢asného zachovani
standardniho fenotypu. Tim je zajisténo
preziti buriky i pfi extrémné vysokém vy-
skytu mutaci. Za stresovych podminek
vyskytujicich se v nddoru se zvysuji po-
zadavky na aktivitu Hsp90 a po vycer-
pani jeho stabiliza¢ni kapacity se zacnou
projevovat rozmanité genotypoveé-spe-
cifické fenotypy. Takto se mize zrychlit
vyvoj invazivnich, metastatickych a re-
zistentnich nadorl [29]. Zpomaleni evo-
luce a adaptace nadorové buriky by
mohlo byt z terapeutického hlediska vy-
hodné, miize se vsak vyskytnout nebez-
peci, Ze inhibice aktivity Hsp90 odhali jiz
existujici genotypovou diverzitu a ne-
predvidatelné urychli proces maligni
progrese [30].

Mechanizmus inhibice Hsp90

a vyvoj novych inhibitort
Chaperon Hsp90 je nezbytny pro exi-
stenci eukaryotické bunky, a proto nebyl
dlouhou dobu povazovan za potencialni
cil protinddorové terapie. Teprve obje-
vem silnych protinddorovych ucinkl an-
tibiotika geldanamycinu zplsobenych
pravé inhibici molekuly Hsp90 [31] doslo
k intenzivnimu vyzkumu vztahu stre-
sovych proteind a terapie nadord, coz
vedlo k identifikaci a syntéze fady no-
vych inhibitor(i chaperonu Hsp90. Z hle-
diska klinického vyuziti inhibitort Hsp90
je nezbytnym prfedpokladem vyrazna
citlivost nddorovych bunék k inhibici to-
hoto stresového proteinu ve srovnani
s burikami normalnimi. Tato selektivita
ucinku mize byt vysvétlena fadou fak-
tord specifickych pravé pro nadorové
buriky. V nadorovych bunkach byl po-
zorovan zvyseny podil Hsp90 v akti-
vovaném stavu, tedy v multi-chapero-
novych komplexech. Takto ma Hsp90

332

Klin Onkol 2011; 24(5): 329-337




HSP90 — CIL PROTINADOROVE TERAPIE

zvysenou afinitu k ATP, a tudiz i k inhibi-
torlm [32]. Nadorové buriky jsou zavislé
na aktivité onkoproteind, ¢asto exprimo-
vanych jako mutantni varianty, které vy-
zaduji stabilizaci pomoci Hsp90 ve vétsi
mite oproti standardnim formam. Je-
jich inaktivace tedy postihne zejména
buriky nadorové. Dalsim faktorem je ne-
pfiznivé prostiedi uvniti nddoru, kde
bunky trpi nedostatkem kysliku, Zivin
a acidézou, coz zvysuje naroky na ucast
chaperonti [33].

ATP-vazebnd kapsa na N-konci pro-
teinu Hsp90 je mistem vazby strukturné
nepfibuznych pfirodnich latek, jako jsou
geldanamycin a radicicol, jejich semi-
syntetickych derivatt a malych synte-
tickych molekul. Tyto latky maji vyssi va-
zebnou afinitu nez pfirozené nukleotidy
ATP, a inhibuji tak funkci chaperonu za-
mezenim cyklickych zmén konformace
navozenych vazbou a hydrolyzou ATP.
Klientni proteiny proto nemohou byt
uvnitt dimeru Hsp90 zpracovény, coz
vede k jejich ubikvitinaci a nasledné de-
gradaci [34]. Nejznaméjsim inhibito-
rem Hsp90 je bezesporu geldanamycin
(GA), antibiotikum ze skupiny ansamy-
cind, izolované z kultury Streptomyces
hygroscopicus v roce 1970 [35]. Jedna se
také o prvni latku, u které byla objevena
schopnost inhibovat Hsp90 [31]. Pfes-
toze GA vykazuje in vitro velmi silné pro-
tinddorové ucinky, jeho klinicky poten-
cidl je bohuzel nizky z ddvodu Spatné
rozpustnosti ve vodnych roztocich a he-
patotoxicity [36]. Z vy$e uvedenych di-
vod( byla syntetizovana fada derivat(
GA, které si zachovaly srovnatelné pro-
tinddorové ucinky, ale maji lepsi toxi-
kologické vlastnosti. Do klinického tes-
tovani doposud vstoupily derivaty
17AAG (17-allylamino-17-demethoxy-
geldanamycin, tanespimycin), 177DMAG
(17-dimethylaminoethylamino-17-de-
methoxy-geldanamycin, alvespimy-
cin), IPI-504 (retaspimycin hydrochlo-
rid) a nejnovéji pak 17AG (IPI-493) [37].
Slou¢enina 17AAG se ze vsech deri-
vatl dostala az do treti faze klinického
hodnoceni.

Dalsi intenzivné studovanou latkou je
radicicol, makrocyklické prirodni antibio-
tikum izolované z houby Monosporium
bonorden. Radicicol kompetuje, stejné
jako GA, s ATP o vazebné misto v N-kon-

cové doméné Hsp90 [38]. Radicicol vyka-
zuje protinadorové ucinky pouze in vitro,
nikoliv in vivo, a to z dlvodu jeho che-
mické a metabolické nestability. Naproti
tomu nové vytvorené stabilnéjsi oximové
derivaty a cykloproparadicicol jiz u zvife-
cich model(i protinadorovou aktivitu s to-
lerovatelnou toxicitou prokazaly [39].

Kromé hledani pfirozenych inhibi-
torl Hsp90 se vyzkum protinadorovych
latek zaméftuje i na syntézu malych mo-
lekul, které mohou potencidlné vyka-
zovat vétsi specificitu i lepsi farmakolo-
gické vlastnosti. Tento pfistup vyuziva
predikci molekuldrni struktury inhibi-
toru podle vlastnosti vazebného mista
v N-koncové doméné. Prvni syntetizo-
vany inhibitor PU3 je zaloZzen na kostfe
purinu, ¢imz napodobuje pfirozené nuk-
leotidy ATP [40]. Nasledné byl vytvoren
panel rGzné chemicky modifikovanych
derivatl PU3, z nichZz N9-benzyl derivat
CNF-2024 (BIIB021) byl vybran pro kli-
nické testovani. Tyto latky maji podobné
biologické ucinky jako GA, ale vyznacuji
se lepsi rozpustnosti ve vodnych rozto-
cich, moznosti oralniho podani a meta-
bolickou stabilitou [41]. Dalsi skupinou
syntetickych molekul jsou pyrazoly. Mo-
lekula 3,4-diaryl pyrazolu (CCT018159)
se vaze do N-koncové ATP-vazebné
kapsy Hsp90 a ma podobné ucinky jako
GA, stejné jako nové vytvorené ucinné;jsi
amidy pyrazolu a strukturné podobny
isoxazol [41,42].

Aminokumarinové antibiotikum novo-
biocin izolované ze Streptomyces sphero-
ides se vaze v C-koncové doméné Hsp90.
Novobiocin inhibuje interakce s nékte-
rymi ko-chaperony a vazbu ATP do po-
tencidlniho druhého ATP-vazebného
mista Hsp90 [43]. Protoze je vazebna afi-
nita novobiocinu k C-konci Hsp90 velmi
nizka, nenf klinicky vyuzitelny. Byla vsak
syntetizovana fada analogl novobio-
cinu se srovnatelnym inhibi¢nim acin-
kem na proliferaci nddorovych bunék,
vykazujicich minimalni toxicitu pfi in
vivo testech. Vyznamnym zjisténim je, ze
pouziti C-termindlnich inhibitorl vede
na rozdil od N-termindlnich k degra-
daci HSF-1, Hsp27 a Hsp70. Tyto latky
proto mohou mit lepsi terapeutické
vlastnosti [44].

Nejnovéji se vyzkum inhibitor( za-
méruje na modulaci interakci Hsp90

s jeho ko-chaperony. Tento pfistup by
oproti inhibici vazby ATP mohl mit vy-
hodu ve vétsi specificité ucinku. Nej-
vice poznatkl bylo zatim ziskéno o in-
hibici ko-chaperonu Cdc37, ktery je
nezbytny pro maturaci proteinkindz tim,
Ze umoznuje jejich rozpoznani a pfipo-
jeni ke komplexu Hsp90. Odstranéni
Cdc37 metodou RNA interference vede
ke snizeni hladiny klientnich protein-
kindz, v¢etné Her-2, Raf-1, Cdk4 a Akt,
a nasledné i k redukci bunécné prolife-
race. Kombinace posttransla¢niho uml-
¢eni Cdc37 a inhibice Hsp90 pomoci
17AAG pak snizuje hladinu klientnich
kindz a podporuje apoptdzu jesté ucin-
né&ji [45]. Tyto vysledky naznacuji tera-
peuticky potencidl inhibice interakce
mezi Cdc37 a Hsp90. Zajimavym inhibi-
torem je celastrol, latka izolovana z rost-
liny Tripterygium wilfordii, ktera reguluje
drahu Hsp90 a zplsobuje stresovou od-
povéd podobné jako jiné inhibitory [46].
Pomoci pocitacového modelovani a bio-
chemickych metod bylo prokazano, ze
celastrol nema vliv na vazbu ATP, ale na-
rusuje pravé interakci Cdc37 s Hsp90.
Jeho protinaddorové Gcinky byly pozoro-
vany in vitro i in vivo [47].

Klinické studie inhibitori Hsp90

Aktualni udaje o probihajicich klinickych
studiich inhibitora Hsp90 jsou piehledné
shrnuty v nedavné publikaci, ktera popi-
suje 40 ukoncenych a 23 aktivnich onko-
logickych klinickych studii [48]. Nejdéle
znamy inhibitor Hsp90, 17AAG (tanespi-
mycin), vstoupil do klinického testovani
v roce 1999 a byl testovan v nejriiznéj-
Sich davkovacich planech a zpUsobech
podani u pacientl s rGznymi diagné-
zami, a to formou mono-terapie i kombi-
nované terapie [48]. Nejvétsim nedostat-
kem 17AAG je jeho nizka rozpustnost ve
vodnych roztocich. Je tedy nutna apli-
kace v roztocich organickych latek, jako
je DMSO nebo Cremophor EL. DMSO se
vyznacuje systémovou toxicitou a Cre-
mophor vyvolava hypersenzitivni reakci
organizmu, ¢imz oba jesté vice podpo-
ruji negativni vedlejsi icinky samotného
17AAG. Proto jsou vyvijeny nové formy
nosi¢d 17AAG, jako jsou suspenze po-
lysorbatu 80, lecitinu a sacharézy [49],
stejné jako nano-vektory ve formé poly-
mernich micel rizného chemického slo-
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Zeni, které zajistuji plynulejsi uvolfovani
Iéciva [50,51].

Béhem prvni faze klinického hodno-
ceni bylo zjisténo, ze toxicita 17AAG z&-
visi na ¢etnosti davkovani. Napt. pfi po-
davani po dobu péti dnl ve tfitydennich
intervalech byla maximalni tolerovana
davka (MTD) 40-56 mg/m? [52], na roz-
dil od 450 mg/m? pfi podavani jednou

tydné [53]. Z pozorovanych vedlejsich
ucinkd byla nejzavaznéjsi hepatotoxi-
cita. Studie druhé faze klinického hod-
noceni vychazely z davkovaciho sché-
matu jedna nebo dvé davky tydné, ale
nepfinesly ani v jednom pfipadé klinicky
vyznamné odpovédi. Nedostate¢nd od-
povéd muze byt vysvétlena kratkodo-
bym ucinkem 17AAG v organizmu, ktery

vyplyvé z farmakodynamickych udajd
dvou klinickych studii [53,54]. V ramci
studie prvni faze klinického hodnoceni
u pacientd s pokrocilymi malignitami
byly odebrany vzorky tkané pred léc-
bou a déle jeden a pét dni po podani
prvni davky 320-450 mg/m? 17AAG v ty-
dennich intervalech. Suprese klientnich
proteint Hsp90 c-Raf a Cdk4 a indukce

Tab. 1. Piehled inhibitord Hsp90. V tabulce jsou zahrnuty inhibitory Hsp90, které jsou v soucasné dobé testovany v klinickych
zkouskach. Udaje o poctu studii, fazi testovani a indikaci byly ziskany z databaze ClinicalTrials.gov k Gnoru 2011.

mnohocetny myelom; lymfomy; leukemie; myelo-
dysplasticky syndrom; myeloproliferativni a lym-
foproliferativni onemocnéni; neuroblastom; sarkom;
karcinom pankreatu, tenkého streva, prsu, vajecniku,
prostaty, ledvin, hlavy a krku, peritonealni dutiny,
mocového méchyre, zaludku; melanom; syndrom
Von-Hippel Lindau; solidni nddory u déti

solidni nddory; metastazujici melanom; karcinom
prsu; karcinom prostaty; nemalobunécny karcinom
plic; GIST; sarkomy mékkych tkani; nediferenciovany
liposarkom; mnohocetny myelom

solidni nadory; karcinom prsu; lymfomy; leukemie;
karcinom tenkého streva

AML; ALL; CML; myelodysplasticky syndrom; myelo-
proliferativni onemocnéni; karcinom kolorekta, prsu,
prostaty, jicnu a zaludku, pankreatu, nemalobunécény
a malobunécny karcinom plic; GIST; o¢ni melanom

hematologické malignity; refrakterni nebo relabujici
mnohocetny myelom; karcinom prsu, zaludku, gast-
ro-ezofageadlniho spojeni, nemalobunécny karcinom

solidni nadory; karcinom prsu; GIST; lymfomy; B-bu-

solidni nadory; leukemie; lymfomy; lymfoprolifera-
tivni onemocnéni; nddory mozku a CNS; karicnom

refrakterni solidni nddory; metastazujici solidni

mnohocetny myelom; CLL; B-lymfocytérni non-

solidni nddory; hematologické malignity

refrakterni nebo relabujici nadory

Inhibitor PoceE Faze Spole¢nost Podani Indikace
studii
1 tanespimycin 36 1]l Bristol-Myers intravenozni
(17AAAQG) Squibb, Kosan
2 retaspimycin 1 /1% Infinity intraven6zni
(IP1-504) Pharmaceuticals
3 alvespimycin 7 Il Bristol-Myers intravenozni
(17DMAG) Squibb, Kosan
4 STA-9090 14 Il Synta Pharma-  intravenoézni
ceuticals Corp.
5 AUY922 1 Il Novartis intravenozni
Pharmaceuticals
plic; adenokarcinom plic
6 CNF2024 7 Il Biogen Idec oralni
(BIIBO21) néc¢nd CLL
7 SNX-5422 4 | Pfizer, Serenex,  oralni
Inc.
tenkého stfeva
8 AT13387 3 I Astex intravenozni
Therapeutics nadory
9 KW-2478 2 I/ Kyowa Hakko intravenézni
Kirin Pharma, -Hodgkinské lymfomy
Inc.
10 IPI-493 2 I Infinity oralni
Pharmaceuticals
11 HSP990 2 | Novartis ordlni solidni nadory
Pharmaceuticals
12 MPC-3100 1 I Myrexis Inc. oralni
13 Debio 0932 1 I Debiopharm S.A. ordlni solidni nadory; lymfomy
14 XL888 1 I Exelixis oralni solidni nédory
15 BIIB028 1 I Biogen Idec intraveno6zni solidni nddory

* pfedcasné ukonceno
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Hsp70 byla po jednom dni prokazatelna,
zatimco po péti dnech nebyly zmény
hladin téchto proteinl jednoznacné in-
terpretovatelné [53]. Ve studii druhé faze
klinického hodnoceni u pacientli s me-
tastazujicim melanomem byly prove-
deny biopsie pred Ié¢bou a 18-50 hodin
(median 44 hodin) po podani prvni
dévky. U vzorkd tkani byla stanovena
hladina proteind Raf a ERK (Extracellular
signal-Regulated Kinase) nalezejicich do
signdlni drahy MAPK (Mitogen-Activa-
ted Protein Kinase), ktera je u melanom?
Casto deregulovana, a tyto proteiny jsou
klienty Hsp90. Dale byla stanovena hla-
dina cyklinu D1 a Hsp70. Vyznamné roz-
dily v hladinach proteint Raf a ERK pred
a po podani 17AAG nebyly pozorovany,
zato hladina cyklinu D1 byla u vétsiny
nadorld snizena a hladina Hsp70 zvy-
$ena.Vzhledem k vysledkdim obou studii
je pravdépodobné, zZe trvani biologické
aktivity inhibitoru 17AAG je kratkodobé
a u jednotlivych klientnich protein( se
lisi. Tyto docasné zmény hladin onko-
gennich protein( zfejmé nejsou pro za-
staveni rlstu nadoru dostatecné [54]
a v davkovani 17AAG je nutny vyvoj no-
vych postupll umozniujicich jeho po-
zvolné uvolnhovani.

Klinické studie kombinujici 17AAG
a cytotoxickou chemoterapii, jako napf.
paklitaxel [55] nebo irinotekan [56], za-
znamenaly lepsi klinické Gcinky, pfesto
u zadného z pacientll nedoslo k tplné
ani c¢aste¢né odpovédi podle kritérii
RECIST (Response Evaluation Criteria in
Solid Tumors). Klinické hodnoceni této
kombinované terapie nadale pokracuje
aje mozné, ze s novymi zpUsoby podani
17AAG se jeji Ucinky zvysi. Studie testu-
jici 17AAG a gemcitabin prokazala pro-
tinddorovou aktivitu a tato kombinace
je testovana ve druhé fazi klinického
hodnoceni. Naproti tomu kombinace
17AAG a cisplatiny vykazala zavaz-
nou toxicitu [57]. Spojeni 17AAG a ci-
lené protinddorové terapie je jesté ucin-
néjsi, nebot 17AAG muze potencovat
ucinky inhibice specifického moleku-
larniho cile. Byla testovana kombinace
17AAG a bortezomibu, kterd pfinesla
vyraznou lécebnou odpovéd. Zdan-
livé protichCidné vyuziti inhibitord mo-
lekuldrniho chaperonu a proteazomu
pfinasi efekt kumulace toxickych agre-

gatd proteinl vzniklych inhibici Hsp90.
Hsp70 indukovany 17AAG dale proka-
zoval neuroprotektivni funkci, a snizil
tak negativni u¢inky monoterapie bor-
tezomibem [58]. Nadéjna se zda byt i te-
rapie kombinujici 17AAG a trastuzumab
u Her-2 pozitivnich nador0 prsu rezis-
tentnich k trastuzumabu. Her-2 je kli-
entnim proteinem Hsp90 a k jeho inhi-
bici je velmi citlivy. Uloha trastuzumabu
pfi této odpovédi je zatim nezndma [59].
Jednim z faktorli omezujicich terapeu-
tické vyuziti 17AAG je vyskyt primarnich
i ziskanych rezistenci, které jsou zpUso-
beny zvysenou expresi P-glykoproteinu
(P-gp) [60] nebo ztratou ¢i mutaci genu
NQO1 (NAD(P)H chinon dehydroge-
naza 1), ktery je nezbytny pro metabo-
lizaci 177AAG na hydrochinon [61] s vy-
razné vétsi afinitou k Hsp90 [62]. Inhibici
Hsp90 se také indukuje stresova odpo-
véd'v bunce vyvolana uvolnénim a akti-
vaci transkrip¢niho faktoru HSF-1 (Heat
Shock Factor 1). Tento faktor se véze na
responzivni elementy HSE (Heat Shock
Elements) nachazejici se v promotorech
mnoha genl koédujicich stresové pro-
teiny, jako jsou Hsp90, Hsp70 a Hsp27
[63]. Indukce stresové odpovédi mlze
také vyvolat rezistenci k 1é¢bé. U buné¢-
nych linii bylo zjisténo, Ze umlceni ex-
prese Hsp70 nebo Hsp27 pomoci RNA
interference ma pozitivni vliv na zvy3eni
citlivosti a potlaceni rezistence k 17AAG.
Kombinovand inhibice viech téchto
protein by proto mohla vyznamné zvy-
Sovat Ucinnost terapie [64].

Analog 17DMAG (alvespimy-
cin) je rozpustny ve vodé a umoz-
nuje jak intravendzni, tak i ordlni po-
dani. Neddvno byly publikovany
vysledky tfi klinickych studii. Pfi jedné
byl 17DMAG podavan intravenézné
denné po dobu péti (16 mg/m?)
nebo tfi dnll (25 mg/m?) ve tiitydennich
intervalech pacientiim se solidnimi na-
dory. Tyto davky byly dobfe tolerovany,
nebyla viak pozorovana vyznamna od-
povéd, pouze u 7 % pacientl doslo ke
stabilizaci onemocnéni [65]. Dalsi dvé
studie pro nasledujici klinické hodno-
ceni doporucily davkovéni 21 nebo
24 mg/m? intraven6zné dvakrat tydné
[66,67]. Toto davkovaci schéma bylo kli-
nicky Uspésnéjsi, u 29 % pacientll s po-
krocilymi malignitami doslo ke stabili-

zaci onemocnéni po dobu 2-22 mésicl
s medidnem 4 mésice [66] a u 3 ze 17 pa-
cientl s leukemii doslo k remisi [67].

IPI-504 (retaspimycin) jetaké rozpustny
ve vodé a je podavan intravenézné. Kli-
nické hodnoceni druhé faze bylo prova-
déno na pacientech s nemalobunéénym
karcinomem plic. IPI-504 byl apliko-
van infuzi ve dnech 1, 4,8 a 11 v cyklu
21 dni. Podédvand dévka 400 mg/m?
byla snizena na 225 mg/m? z du-
vodu hepatotoxicity. Objektivni od-
povéd na lé¢bu byla zaznamenéna
u 7 % pacient( [68].

Viysledky klinickych studii dal3ich inhi-
bitord Hsp90 zatim nebyly publikovany,
v tab. 1 je uveden prehled studii inhibi-
tord Hsp90 registrovanych v databazi
ClinicalTrials.gov k inoru 2011.

Zaveér

Hsp90 je diky svému univerzalnimu vy-
skytu v nadorovych bunkach povazo-
van za dulezity cil protinddorové 1é¢by.
Inhibici Hsp90 dochazi k naruseni
mnoha onkogennich signélnich drah
soucasné, coz umozfiuje vyuziti inhibi-
tord Hsp90 v |é¢bé raznych typl nado-
rovych onemocnéni. Klinické testovani
nejdéle zndmych N-koncovych inhibi-
tor( 17AAG a 17DMAG vsak prozatim
nepfinasi o¢ekdvané vysledky, nebot
kromé nizké odpovédi nador( se proje-
vily i zavazné negativni vedlejsi icinky
terapie. Negativni vysledky mohou
byt zpusobeny farmakodynamickymi
a farmakokinetickymi vlastnostmi tes-
tovanych latek, které viak mohou byt
zlepseny novymi modifikacemi ¢i syn-
tézami jejich analogt [44]. Aplikace in-
hibitor(i rovnéz indukuje expresi stre-
sovych proteinl, napt. Hsp70, Hsp27
a ko-chaperonu HOP, které maji anti-
apoptotické vlastnosti, a tim mohou in-
terferovat s degradaci klientnich pro-
teinl [63]. Vychodiskem by mohla byt
kombinovana terapie zaméfena na
vice soucasti chaperonového systému
a nalezeni marker(, které by pomohly
predvidat odpovéd burky na terapii.
Predbézné analyzy nové objevenych
C-koncovych inhibitord, jako je novo-
biocin a jeho derivaty, ukazuji, ze se
jedna o nadéjnd léciva. Hsp90 proto
stale zlistava vyznamnym cilem proti-
nadorové |écby.
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