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Souhrn

Mnohocetny myelom, maligni onemocnéni plazmatickych bunék, zlstava stale velmi obtizné
|é¢itelnym hematoonkologickym onemocnénim, pro které je nutné hledat nové moznosti tera-
pie ovliviujici jak plazmocyty samotné, tak i mikroprostfedi kostni dfené. Klondlni plazmocyty
se vyznacuji zvysenou regulaci ubikvitin-proteazomové kaskady, coz zvysuje jejich citlivost
k pasobeni inhibitor(i proteazomu. Lécebné pfistupy vyuzivajici inhibitory proteazomu patfi
do éry novych Iékl a v poslednich letech se ukézaly byt velice dilezitou soucasti Iécby pacientl
s mnohocetnym myelomem. Prvnim inhibitorem proteazomu schvélenym pro I1é¢bu mnoho-
¢etného myelomu se stal bortezomib, ktery vykazoval silné antimyelomové ucinky. Bohuzel,
navzdory jeho vysoké ucinnosti se u velkého procenta pacientli s mnohocetnym myelomem
pacientd po case objevuje rezistence k jeho plsobeni. Ve snaze piekonat rezistenci k borte-
zomibu a vyvinout inhibitor proteazomu s lepsim toxickym profilem byly vyvinuty inhibitory
proteazomu druhé generace - carfilzomib, marizomib a MLN9708, které by mohly nadéjné
zménit prdbéh mnohocetného myelomu v onemocnéni chronické.
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Summary

Multiple myeloma, a plasma cell malignancy, still remains a hard-to-treat hematological disease
that desperately needs new therapy targeting plasmocytes but also the bone marrow micro-
environment. Clonal plasmocytes are characterized by increased regulation of ubiquitin-pro-
teasome pathway which augments their sensitivity to proteasome inhibitors. Treatment strate-
gies based on proteasome inhibitors belong to the era of new drugs, and they have become
increasingly important for treatment of multiple myeloma in recent years. Bortezomib became
the first proteasome inhibitor approved for the treatment of multiple myeloma and showed
remarkable anti-myeloma activity. However, despite its high efficiency, a large proportion of
patients have became bortezomib resistant. The second generation of proteasome inhibitors —
carfilzomib, marizomib and MLN9708 — were developed in an effort to overcome bortezomib-
-resistance and find proteasome inhibitors with a better toxic profile. These drugs brought
a chance that multiple myeloma would become a chronic disease.
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INHIBITORY PROTEAZOMU V LECBE MNOHOCETNEHO MYELOMU

Uvod - inhibitory proteazomu
Proteazom jako novd bunécna struktura
byl poprvé identifikovan na pocatku
70. let skupinou doktora Harrise [1].
Mnoho dalsich objevd bylo ucinéno
pozdéji, koncem let 70. a pocatkem let
80. v laboratofi prof. Avrama Hershka,
a bylo zjisténo, ze jeho funkce spociva
v ATP-dependentni degradaci intracelu-
larnich proteint a jeho specifita je dana
interakci pouze s takovymi proteiny,
které jsou oznaceny polyubikvitinovym
fetézcem anebo obsahuji specifickou
sekvenci aminokyselin [2,3]. Za tento vy-
znamny objev ziskali prof. Ciechanover,
Hershko a Rose v roce 2004 Nobelovu
cenu za chemii.

Proteazom je utvar cylindrického
tvaru. Skldda se ze ¢tyf homolog-
nich prstencd tvofenych sedmi pod-
jednotkami a nebo B, které jsou nad
sebou usporadany v poradi a-B-p-a [4].
V této struktufe Ize rozeznat tfi rGzné
typy proteolytickych podjednotek -
B1, B2 a 5. Kazda z nich obsahuje ak-
tivni misto na svém N-konci, kde se na-
chazi zbytek aminokyseliny threoninu
(Thr1) [5]. Ackoli proteazom obsahuje
vice katalytickych mist, k inhibici jeho
funkce postacuje pouze zablokovani
podjednotky 5, kterd vykazuje chy-
motrypsinovou aktivitu [6]. V hemato-
poietickych burikach je hlavnim typem
proteazomu jeho inducibilni izoforma
- imunoproteazom, jehoz vyskyt kore-
luje s hladinou cytokint. Je charakte-
rizovan nahrazenim proteolyticky ak-
tivnich podjednotek 31, B2 a B5 jejich

/\
\_—/

Obr. 1. Struktura bortezomibu (The Pub-
Chem Project).

ekvivalenty B1i (LMP2), $2i (MELCT)
a B5i (LMP7) [71.

Nejcastéjsimi proteiny uréenymi k de-
gradaci jsou Spatné sbalené proteiny
a proteiny s kratkym biologickym po-
lo¢asem, které maji vétsinou regulacéni
funkci [8]. Produkty proteolytické reakce
jsou pak oligopeptidové fetézce s pri-
mérnou délkou 8-12 aminokyselin [9].

Pouziti inhibitord proteazomu (IP)
patii v soucasné dobé mezi jedny z nej-
Uspésnéjsich strategii pro Ié¢bu mnoho-
cetného myelomu (MM), nadorového
onemocnéni zpusobeného maligni
transformaci B lymfocytl s charakteris-
tickou klonalni proliferaci a akumulaci
plazmatickych bunék v kostni dfeni [10].
IP jsou zpravidla kratké peptidy, ke kte-
rym je kovalentné pfipojen farmako-
for — skupina atomd, kterd se vaze do
katalytickych mist proteazomu, a tim za-
branuje jeho spravné funkci. Kone¢nym
disledkem inhibice proteazomu v mye-
lomovych bunkach je indukce apopto-
tickych drah, prekonani rezistence ke
konven¢éni chemoterapii a senzitizace
vUci dalsim terapeutikdim.

V tomto pfehledovém ¢lanku se za-
méfime na mechanizmus Ucinku a roli IP
v [é¢bé mnohocetného myelomu.

Prvni generace inhibitort
proteazomu

Bortezomib

Bortezomib, znamy také pod oznace-
nim PS-341 a komerénim nazvem Vel-
cade (Millenium Pharmaceuticals), je
prvnim a jedinym IP, ktery byl doposud
oficialné schvalen pro klinickou praxi. Po
chemické strance se jednd o dipeptidy-
lovy derivat kyseliny borité se sumarnim
vzorcem C19H25BN404 (obr. 1).

Poprvé byl bortezomib syntetizo-
van v poloviné 90. let minulého stoleti
spole¢nosti Myogenics [11]. O jeho vy-
soké specifité, ucinnosti a oxidacni sta-
bilité vypovédeély vysledky studii in vitro
u 60 rakovinnych linii [12]. Prvni klinicka
studie s Velcade pro Ié¢bu hematologic-
kych malignit byla zahdjena v listopadu
1999. Tym pod vedenim dr. Orlowského
ve studii s nizkymi davkami Iéku, slouzi-
cimi pouze k ovéreni jeho bezpecnosti,
zaznamenal Uplné vymizeni pfiznakd
(CR) MM u 47leté pacientky. U ostatnich
osmi pacientd z celkového poctu jede-

nact doslo alespor k minimalni 1é¢ebné
odpovédi (MR) nebo stabilizaci onemoc-
néni [13]. Vysledek to byl natolik pfe-
vratny, ze po ovéreni v dalsich fazich
klinickych studii vedl k urychlenému
schvaleni bortezomibu pro Iéc¢bu rela-
bujiciho a refrakterniho myelomu v roce
2003 v USA a o rok pozdéji také v Ceské
republice [14,15].

Mechanizmus ucinku

Mechanizmus inhibice proteazomu bor-
tezomibem spociva v jeho kovalentni
vazbé na B5 podjednotku, pfipadné
LMP7 podjednotku imunoproteazomu.
S nizsi afinitou se bortezomib vaze také
na podjednotky B1 a 2 [16]. Rozdilnost
v afinité je dédna odlisnymi interakcemi
postrannich fetézcl inhibitoru s jednot-
livymi podjednotkami [17].

Vazebnd konformace je zaujimana
v podobé antiparalelniho B skladaného
listu, ktery je stabilizovan vodikovymi
mustky mezi atomy hlavniho fetézce
agens a konzervovanymi zbytky kata-
lytickych mist (Gly47N, Thr21N, Thr210
a Ala490). Samotna inhibice je zpro-
sttedkovana farmokoforovou skupi-
nou, v tomto pfipadé zbytkem kyseliny
borité. Atom boru zde kovalentné in-
teraguje s nukleofilem, kterym je volny
elektronovy par kysliku Thr10. Vznikla
elektronova mezera je stabilizovana vaz-
bou Gly47N na hydroxyl boru. Tetrahed-
rickd struktura proteolyticky inaktivniho
produktu je dale zpevnéna vazbou dru-
hého hydroxylu na aminoskupinu v ka-
talytickém misté [17]. Vznikly adukt je
charakterizovan nizkym stupném diso-
ciace, a proto, i kdyzZ se jednd o rever-
zibilni reakci, zlstava po nékolik hodin
prakticky vysoce stabilni.

JelikozZ je proteazom zapojen do ob-
ratu intracelularnich proteinl, patfi
mezi primarni ddsledky jeho inhi-
bice hromadéni nefunkcnich proteint
a chyby v signalnich drahach, které vy-
ustuji v naruseni adheze myelomovych
bunék, potlaceni novotvorby cév, za-
staveni bunéc¢ného cyklu, omezeni od-
povédi na poskozeni DNA a indukci
apoptozy [18].

Pavodni hypotézou hlavniho biolo-
gického ucinku bortezomibu na myelo-
mové bunky byla inhibice transkripéniho
faktoru NF-kB, a tim zabranéni tran-
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skripce gend, které blokuji apoptézu.
Hlavni zastupce NF-kB se nachazi v cyto-
plazmé v podobé inaktivniho komplexu
s vlastnim inhibitorem I-kB, jehoz de-
gradace proteazomem je klicem k akti-
vaci samotného transkrip¢niho faktoru.
Model proteazomové inhibice pocital se
zastavenim degradace I-kB, a tedy kon-
stitutivni inhibici NF-kB [19]. Ac¢koli se
tento predpoklad nepotvrdil, existuje
jesté alternativni nekanonickd draha ak-
tivace NF-kB, kterd by eventudlné mohla
byt bortezomibem blokovéna [20].
Klicovou udalosti v navozeni apoptdzy
myelomovych bunék bortezomibem z{-
stava aktivace inicia¢nich kaspaz 8 a 9,
které preddavaji apoptoticky signal efekto-
rovym kaspdzam Stépicim obsah burky
zevnitf. Inicia¢ni kaspazy mohou byt ak-
tivovany nejrtiznéjsimi zpUsoby. U bor-
tezomibem navozené inhibice protea-
zomu byla pozorovana zvysena aktivita
c-Jun N-termindlni kindzy (JNK), kterd sou-
visi s apoptézou odehravajici se pres Fas
receptor. Fas patfi do rodiny TNF recep-
torll, které po navazani ligandu spous-
t&ji proapoptoticky signal, ktery, pokud

naruseni mechanizmu

opravy DNA

indukce stresu ER u MM bunék

aktivace kaspaz8a9

inhibice PI3/AKT, MAPK signalni
drahy

sniZzeni antiapoptotickych
protein( rodiny BCL-2,
stabilizace proapoptotickych
¢lend rodiny BCL-2

neni interferovan, vyusti v buné¢nou smrt.
Zablokovanim pfirozeného obratu intra-
celularnich proteint dochézi také k dispro-
porcionaci apoptotickych proteind rodiny
Bcl-2 ve prospéch jejich proapoptotickych
¢lend, coz vyusti v permeabilizaci vnéjsi
mitochondridlni membrany a taktéz v ak-
tivaci efektorovych kaspaz. Dalsi cestou
je aktivace proteinu p53 s vyraznymi pro-
apoptotickymi ucinky a jeho nasledna sta-
bilizace stépenim prislusného ubikvitin-li-
gacniho enzymu MDM2 [21,22].

Dale bortezomib zabranuje opravdam
poskozené DNA, indukuje stres endoplaz-
matického retikula (ER) v bunkach MM,
snizuje adhezi nadorovych bunék k bun-
kam kostni dfené inhibici signaliza¢ni
drahy MAPK, zabrariuje nadorové angio-
genezi a podili se na apoptdze osteoklastl
a diferenciaci osteoblast( [23,24] (obr. 2).

Klinické studie

Klinické studie faze Il, SUMMIT a CREST,
potvrdily antimyelomovy Ucinek borte-
zomibu, ktery byl pozorovan ve studi-
ich preklinickych fazi a v prvni fazi kli-
nického vyzkumu [25,26]. Do studie

kostni diené

rlist a prezivani
MM bunék

<

SUMMIT bylo zafazeno 202 pacientd,
z nichz 193 bylo nasledné hodnoceno.
Lécebné odpovédi dosahlo 35 % z nich,
pficemz kompletni remise byla pozoro-
vadna v sedmi pfipadech, a to ve velmi
kratké dobé (median odpovédi 1,3 mé-
sice). U dalsich 24 % pacient( byla po-
zorovana stabilizace nemoci. Navic,
74 pacientl s nedostatecnou odpovédi
na monoterapii bortezomibem dostalo
v kombinaci dexametazon a v 13 pfipa-
dech bylo dosazeno nésledného zlep-
seni |é¢ebné odpovédi [25].

Mezinarodni randomizovana klinicka
studie faze Ill APEX srovndvala ucinnost
bortezomibu v porovnani s dexameta-
zonem. Do studie bylo zapojeno 669 pa-
cientd s relabujicim MM, z nichz bylo
nakonec vyhodnoceno 627. Jiz pfi prv-
nich vysledcich bylo zfejmé, Ze bortezo-
mib je signifikantné mnohem ucinné;jsi
nez dexametazon v |é¢ebné odpovédi
(38 % vs 18 %), kompletni remisi (6 %
vs < 1 %) iv jednoro¢nim preziti (80 %
vs 66 %) [18].

Klinicka studie faze Il VISTA byla pod-
kladem pro schvaéleni bortezomibu pro

aktivace NF-kB drahy
a transkripce MM
bunéénych cytokinl

Obr. 2. Mechanizmus plisobeni bortezomibu. Bortezomib blokuje proces degradace IkB, ktera je klicem k aktivaci NFkB. Déle borte-
zomib snizuje adhezi plazmatickych bunék ke stromalnim burkam kostni dfené a navozuje apoptoézu aktivaci kaspaz 8 a 9. Bortezomib
v burice narusuje mechanizmus opravy DNA, indukuje apoptézu narusenim membrany endoplazmatického retikula, inhibuje MAPK sig-
nalni drahy, snizuje hladiny antiapoptotickych protein( a stabilizuje hladiny proapoptotickych protein(.
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primolécbu. Cilem jeji pozdéjsi analyzy
bylo potvrdit, Ze kombinace bortezo-
mibu s melfalanem a prednisonem zvy-
Suje celkové preziti nemocnych [27].
Minuly rok vysla studie francouz-
ské skupiny, kterd porovndvala pou-
Ziti bortezomibu subkutanné (s.c.) proti
intravenéznimu podavani (i.v.) s pre-
kvapivymi vysledky. Ve studii bylo hod-
noceno celkem 222 nemocnych rando-
mizovanych v poméru 2 : 1 (s.c. : i.v.).
Z vysledkl studie vyplyva, ze viechny
sledované parametry souvisejici s |é-
¢ebnou ucinnosti 1€k byly velmi po-
dobné a nezavislé na pouziti aplika¢ni
cesty. Ale ¢etnost nezadoucich Gcinka
pfi podkoznim podani byla pro urcité
typy toxicit nejméné o 10 % nizsi (gast-
rointestinalni, dychaci potize a potize
souvisejici s mediastinem a hrudnikem,
nost vyskytu periferni polyneuropatie,
kterd pfi intraven6znim podani borte-
zomibu znamend zdvazny problém. Pe-
riferni neuropatie stupné 2 a vyse byla
pozorovana u 38 % pfi podkoznim po-
dani oproti 53 % u nemocnych s intra-
vendznim poddanim. Pro polyneuropatie
stupné 3-4 byly poméry rovnéz ve pro-
spéch podkozniho podani (6 % vs 16 %).
P¥i podkoznim podani nelze konstato-
vat, ze by poskozeni nervi prestalo byt
problémem, ale jde o vyznamnou re-
dukci ¢etnosti nezadouciho ucinku vy-
hradné zménou cesty podani [28]. V EU
se prechdzi na podani bortezomibu jed-
nou tydné, Ize tedy ocekdvat — v kom-
binaci s podkoznim podanim - dalsi re-
dukci ¢etnosti polyneuropatie. Evropska
komise EMA jiz odsouhlasila na zakladé
téchto vysledkd moznost podkozniho
podani bortezomibu v bézné praxi.

Toxicita, rezistence a limity

PUvodni hypotéza, ze biologické ucinky
inhibice proteazomu bortezomibem
jsou nezavislé na typu bunky s fatalnim
dopadem pro lidsky organizmus, byla
vyvracena. Faktem viak zUstava, ze pl-
sobeni bortezomibu na ostatni buriky
organizmu se odrazi v podobé relativné
vysoké miry nezddoucich ucink(. Mezi
ty hematologické patfi trombocytope-
nie, kdy s kazdym podanim bortezo-
mibu dochazi k poklesu poctu trombo-
cytl. Déle anémie, dyspeptické poruchy

a zejména periferni neuropatie, které
byvaji hlavnim ddvodem pro ukonceni
Ié¢by [13,15,29]. Periferni neuropatie se
vyskytuje s incidenci 35-55 % po podani
bortezomibu a je pravdépodobné zp(-
sobena ucinkem bortezomibu na prote-
azu HtrA2/0Omi - stresem indukovanou
protedzu dllezitou pro preziti nervo-
vych bunék a formaci neurit( [30].

Navzdory vysoké ucinnosti borte-
zomibu disponuje az 60 % pacient(
primdrni rezistenci nebo se u nich
v pribéhu Ié¢by vyvine rezistence se-
kundarni [25]. Doposud bylo identifi-
kovano nékolik mélo molekuldrnich
mechanizmd, pomoci kterych tyto re-
zistence mohou vznikat. Jednim z nich
jsou mutace v propeptidovém lo-
kusu pro 5 podjednotku proteazomu
a jeji nadmérna syntéza [31]. Se zvy-
senou rezistenci naddorovych bunék
také koreluje zvysend hladina anti-
apoptotickych proteinli rodiny Bcl-2
a protein tepelného soku Hsp 27, 70
a 90 [32,33].

Studie Zhang et al (2011) odhalila, ze
u bunéc¢nych linii rezistentnich k bor-
tezomibu zlstala enzymatickd aktivita
proteazomu inhibovand i po dalsi 1é¢bé
bortezomibem stejné jako u bunécné
linie citlivé k tomuto léku. Tyto vysledky
naznacuji, Zze mechanizmus rezistence
se objevuje az pozdéji v signaliza¢ni
kaskadé [34].

V posledni dobé se navic ukazalo, ze
pfirodni produkty obsahujici vicinalni
dioly jsou schopné inhibovat ucinek
bortezomibu vazbou na zbytek kyseliny
borité. Mezi tyto produkty patfi zeleny
¢aj obsahujici epigalokatechin-3-galat
a vitamin C [35,36].

Druha generace inhibitorti
proteazomu

Uspéch bortezomibu vzbudil zajem vé-
decké obce o proteazomové inhibitory.
Optimalizace davek a kombinace bor-
tezomibu s jinymi protinddorovymi te-
rapeutiky sice omezily jeho vedlejsi
ucinky a ¢aste¢né potlacily rezistenci,
bylo viak jasné, ze druha generace inhi-
bitorl proteazomu muze pfinést daleko
lepsi vysledky. Carfilzomib, Marizomib
a MLN9708 reprezentuji druhou gene-
raci IP a nabizeji fadu vyhod v podobé
zvysené ucinnosti, bezpecnosti Iékového

profilu a pfekonani rezistence k bortezo-
mibu diky své odlisné chemické struk-
ture, biologickym vlastnostem, mecha-
nizmu ucinku, i/reverzibilité inhibice
proteazomu a zpUsobu uzivani [37].

Carfilzomib

Carfilzomib (znamy téz jako PR-171,
Kyprolis, Onyx Pharmaceuticals) je tetra-
peptidovy epoxyketon se sumarnim
vzorcem C40H57N507 (obr. 3). V pre-
klinickych vyzkumech byl identifikovan
jako vysoce potentni IP. Bylo prokazano,
Ze dokaze navodit apoptézu u bortezo-
mib-naivnich i u bortezomibem pred-
[é¢enych myelomovych bunék bez zvy-
$ené toxicity a je schopen prekonat
primarni i sekundarni rezistenci [38,39].
Ackoli mechanizmus pfekonani rezis-
tence nebyl doposud zcela objasnén,
jednim z moznych vysvétleni mlze byt
odlisny zpUsob a typ vazby, ktery dovo-
luje obejit dlsledky mutaci v genech pro
proteazomové podjednotky. Jinym vy-
svétlenim maze byt jeho vyssi selektivita
vuci katalytickym podjednotkam imu-
noproteazomu, jehoz vyznam doposud
nebyl dostatecné reflektovan [39-411.

V cervenci 2012 schvdlila FDA carfil-
zomib pro Ié¢bu pacientl s MM, ktefi
uz maji za sebou vice nez dvé linie lé¢by
véetné bortezomibu a néjakého imu-
nomodulac¢niho léku a u kterych doslo
k progresi onemocnéni do 60 dnli od
ukonéeni pfedchozi [é¢by (www.onyx.
com). Predpoklada se, Ze nejpozdéji do
dvou let od schvéleni v USA bude lék
schvalen i pro Ceskou republiku.

Mechanizmus plisobeni

Inhibice chymotrypsinové podjednotky
proteazomu carfilzomibem je z mecha-
nického hlediska ireverzibilni reakci sni-
Zujici aktivitu proteazomu na méné nez
20 %. Znovunastoleni proteazomové
aktivity v bufice je mozné pouze na-
syntetizovanim jednotlivych podjed-
notek a jejich sestavenim do novych
proteazom [38].

Carfilzomib se primarné navazuje na
B5 katalytickou podjednotku protea-
zomu a LMP7 podjednotku imunopro-
teazomu s vyssi selektivitou nez borte-
zomib [7]. Navazanim epoxybutanového
farmakoforu, ktery vykazuje vysokou
specifitu vici hydroxylové a predevsim
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aminové skupiné N-termindlniho Thr1,
vznika Sesticlenny morfolinovy kruh.
Tato intermolekuldrni cyklizace probiha
dvoustupfiovym mechanizmem, kdy
tedy kyslik hydroxylové skupiny Thr1
nukleofilné atakuje uhlik epoxyketonu
za vzniku hemiacetalu. Druhym krokem
je nukleofilni atak a-amino dusiku Thr1
na C2 uhlik epoxidového kruhu, coz ma
za nasledek vytvoreni morfolinového
aduktu [42,43].

V bunkdch MM vystavenych plsobeni
carfilzomibu byla pozorovana indukce
vnéjsi i vnitini apoptotické kaskady s vy-
raznym zvysenim hladiny kaspazy 3,
7, 8 a 9. Programovand bunécna smrt
byla asociovéna s aktivaci JNK, depola-
rizaci mitochondridlni membrany, vyli-
tim cytochromu ¢, pocatec¢nim pokle-
sem fosforylovaného elF2 v souvislosti
se stresem endoplazmatického retikula
navozenym akumulaci nefunkénich pro-
teind a zvysenim hladiny proapoptotic-
kého proteinu Noxa, ktery je ¢lenem ro-
diny protein( Bcl-2 [7,38].

Klinické studie
Prvni klinicka studie s carfilzomibem pro
[é¢bu hematologickych malignit byla za-
hajena v zafi 2005. Studie 29 pacientl
prokdazala snasenlivost a klinickou ak-
tivitu terapeutika. Objektivni |écebné
odpovédi bylo dosazeno u dvou z de-
seti pacientl s MM [44]. Pokracovanim
faze | bylo vyhodnoceni bezpec¢nosti
a Ucinnosti carfilzomibu v kombinaci
s lenalidomidem a dexametazonem,
standardnimi léky pro pacienty s re-
labujicim myelomem. Ackoli se jedna
teprve o prvni zhodnoceni studie, Nie-
svizky et al (2009) zaznamenali klinicky
pfinos v 78 % pfipadl [45]. U Sesti pa-
cientl doslo ke kompletni remisi a ne-
byly pozorovany zavazné vedlejsi ucinky.
Vysledky by mély byt potvrzeny v ramci
faze Ill zacinajici klinické studie ASPIRE.
Nedavno byly publikovany vysledky ote-
viené multicentrické studie faze Il s car-
filzomibem v monoterapii pro relabujici/
/refrakterni myelom. Do studie bylo za-
fazeno 129 pacientq, z nichz 47,6 % do-
sahlo lécebné odpovédi. Ve tiech pfipa-
dech doslo ke kompletni remisi [46].

V klinické studii faze I/Il u nové dia-
gnostikovanych pacientd s MM Ié¢enych
kombinaci carfilzomibu, lenalidomidu

a nizko davkovaného dexametazonu
dosahlo 62 % pacientd témér kompletni
remise [47]. Odpovéd na lécbu se zlep-
Sovala v pribéhu ¢asu a tento lé¢ebny
rezim byl vyhodnocen jako vysoce
ucinny a dobfe tolerovatelny.

Toxicky profil carfilzomibu neni zda-
leka tak bohaty jako u bortezomibu.
Periferni neuropatie byly pozoro-
vany u relativné nizkého procenta pa-
cientll a nejcastéjsimi vedlejsimi ucinky
byly Unava, anémie, trombocytopenie
a nauzea [46].

Marizomib

Marizomib, zndmy také jako NPI-0052
nebo Salinosporamid A, je prvnim pfi-
rodnim proteazomovym inhibitorem,
ktery byl zafazen do klinického vyzkumu
MM. Jednd se o produkt obligdtni mof-
ské bakterie, aktinomycéty Salinispora
tropica [48]. Po chemické strance je ma-
rizomib bicyklo y-laktam-B-lakton se su-
marnim vzorcem C15H20CINO4 (obr. 4).
Na rozdil od predeslych IP ve své struk-
tufe neobsahuje peptidovy fetézec.
V preklinickych vyzkumech s bunéénymi
liniemi MM bylo prokdzdno prekonani
rezistence na konvecni terapie a l1é¢bu
bortezomibem spolu s vyssi ucinnosti.
Kombinace bortezomibu s marizomi-
bem by mohla umoznit pouzivat tako-
vou koncentraci jednotlivych 1ék(, ktera
neplisobi na pacienty toxicky a zlepsuje
spole¢ny antimyelomovy uUcinek jednot-
livych 1éka [49].

Mechanizmus ptisobeni

Marizomib se prednostné navazuje do
5 a B1 katalytického mista proteazomu
a s nizsi afinitou také na 32 podjednotku.
Za ireverzibilnost vazby zodpovida
chloretylova skupina substituujici 3-lak-
ton. Skupina se navazuje do S2 vazebné
kapsy aktivniho mista a chlor se chova
jako odstupujici atom, ¢imz umozni vy-
tvofit stabilni komplex kone¢ného pro-
duktu po acylaci Thr1O B-laktonem
inhibitoru [49].

Na rozdil od bortezomibu, ktery akti-
vuje kaspazu 8 i 9, je apoptoticky tGcinek
marizomibu zprostfedkovan predevsim
kaspazou 8, v mensi mife pak kaspazou
9, ale s odliSnym mechanizmem aktivace
nez u bortezomibu, ¢imz prekonava re-
zistenci myelomovych bunék s mu-

0
0
N0 o
N
I
H N 0]
"
H
N

[Nj
(o]
Obr. 3. Struktura carfilzomibu (The Pub-
Chem Project).

tacemi v genech pro proteiny rodiny
Bcl-2. Dochazi tedy k uvolnéni cyto-
chromu c a proteinu Smac z mitochon-
drii do cytosolu, generaci kyslikovych ra-
dikalu a aktivaci vyse zminénych kaspaz.
Studie Chauhana et al (2005) proka-
zala, Zze marizomib je schopen induko-
vat apoptdézu u myleomovych bunék
dokonce i v pfitomnosti myelomovych
rlstovych faktor(, IL-6 a IGF-1 [32]. Navic
se podili na zablokovani sekrece IL-6
stromalnimi burikami kostni dfené, aniz
by doslo k ovlivnéni jejich Zivotaschop-
nosti. Marizomib vyznamné blokuje mi-
graci bunék MM indukovanou VEGF,
a potvrzuje tak i své antiangiogenni
ucinky. U marizomibu byla pozorovana
jako u jednoho z méla IP i inhibice ka-
nonické NF-kB drahy a nasledné sekrece
cytokint [33].

Klinické studie

V soucasné dobé se marizomib nachazi
v doposud nevyhodnocené |I. fazi kli-
nické studie [50]. Dalsi klinické studie
| pravé nabiraji pacienty. Jedna se o stu-
dii pacientl s relabujicim nebo refrak-
ternim myelomem lécenych marizomi-
bem (NPI-0052-101) a studii pacientl
trpicich nékterou z pokrocilych ma-
lignit (NPI-0052-102). Mezi zatim nej-
Castéji pozorované nepfiznivé ucinky
tohoto léku patfi Unava, nespavost, ne-
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Obr. 4. Struktura marizomibu (The Pub-
Chem Project).

volnost, prljem, zacpa, bolesti hlavy,
halucinace, zmény v kognitivnich funk-
cich, ztrata rovnovahy nebo horecky. Vy-
znamny vyskyt periferni neuropatie viak
nebyl pozorovan. Tato data naznacuiji,
Ze marizomib by mohl byt bezpecnym
l[ékem bez zkfizené rezistence s ostat-

cl

Obr. 5. Struktura MLN9708/MLN2238
(The PubChem Project).

nimi IP a aktivnim u pacientl refrakter-
nich k bortezomibu [51,52].

MLN9708

MLN9708 je analog kyseliny borité
a prvni oralné podévany IP druhé gene-
race, ktery v preklinickych studiich pro-
kdazal vétsi potencial uc¢inku proti bun-
kdm MM in vivo nez bortezomib [53].
Jde o reverzibilni typ IP, ktery ve vod-
nych roztocich ¢i plazmé okamzité hyd-
rolyzuje na MLN2238, jeho biologicky
aktivni formu (obr. 5) [54]. Je tedy scho-
pen rozsahlejsi distribuce do krve ve
stabilni formé a m4 vy3si farmakodyna-
micky ucinek v tkanich [51].

Mechanizmus ptisobeni

MLN9708 (MLN2238), stejné jako borte-
zomib, inhibuje pfedevsim chymotrypsi-
novou proteolytickou (35) podjednotku
20S proteazomu. Navic je schopen ve
vyssich koncentracich inhibovat kaspa-
zovou (B1) a trypsinovou (2) proteoly-
tickou podjednotku a indukovat akumu-
laci ubikvitinovanych protein0 [53,55].
Krozpadu 20S podjednotky proteazomu
po lé¢bé MLN9708 dochdzi Sestkrat
rychleji nez po |é¢bé bortezomibem.

MLN9708 je zodpovédny za kaspa-
zové dependentni indukci apoptdzy
myelomovych bunék. Po podéni do-
chazi k aktivaci kaspaz 8, 9 a 3; déle k na-
vyseni hladiny proteinl p53, p21, NOXA,
PUMA, E2F a naopak ke snizeni hla-
diny cyklinu D1 a CDK6. Lé¢ba pomoci
MLN9708 vedla také k indukci exprese
Bip a CHOP, proteinl stresové odpovédi
ER a k uc¢inné inhibici kanonické i neka-
nonické drdhy NF-kB ovliviiujice tak se-
kreci cytokint dullezitych pro riist a pre-
zivani myelomovych bunék stromalnimi
bunkami kostni dfené. Takto jsou naru-
Seny cytoprotektivni ucinky mikropro-
stfedi kostni dfené. Chauhan et al (2011)
déle pozorovali snizeni poctu bunék
nesoucich VEGFR2 a PECAM, coz na-
znacuje inhibici nddorem indukované
angiogeneze [53].

Lee et al (2011) ve své studii na mysich
modelech prokazali, Ze na rozdil od bor-
tezomibu, MLN9708 pravdépodobné
také zmiriuje osteolyzu kosti, nejcas-
t&jsi pfiznak MM [54]. Profilovani miRNA
v bunkach MM lé¢enych MLN9708 pro-
kadzalo zvysenou expresi miR-33b. Zvy-

$end exprese této miRNA je asociovana
se snizenou schopnosti migrace a zivo-
taschopnosti bunék MM stejné jako se
zvySenou apoptézou a citlivosti myelo-
movych bunék k 1é¢bé MLN9708. Navic
zvysena exprese miR-33b vede k nega-
tivni regulaci onkogenu PIM-1. Ve stu-
dii Tiana et al (2012) bylo tedy nazna-
¢eno, ze miR-33b funguje jako nddorovy
supresor, ktery se podili na apoptdze
myelomovych bunék vyvolané |é¢bou
MLN9708, coz vede k inhibici rdstu na-
doru a prodlouzeni pfeziti lidskych
myelomovych xenoimplantatovych
modelt [56].

Klinické studie

V soucasné dobé hodnoti nékolik klinic-
kych studii faze | bezpe¢nost MLN9708
u rliznych populaci pacientd lé¢enych
rdznymi davkamitohoto Iéku. Dvé probi-
hajici studie (C16004 a C16003) hodnoti
ucinek MLN9708 v monoterapii u pa-
cientd s relabujicim ¢i refrakternim mye-
lomem, ktefi byli dfive 1é¢eni nékterym
z IP. Mezi nej¢astéjsi nepfiznivé ucinky
[écby MLN9708 patfi Uunava, trombo-
cytopenie, nevolnost, prdjmy, zvraceni
a méné casto neutropenie. Je viak dU-
lezZité, Ze po lé¢bé MLN9708 trpi pouze
10 % pacientll periferni neuropatii.

Déle probihaji studie ucinnosti to-
hoto Iéku v rlznych kombinacich u nové
diagnostikovanych pacientl. Jde napf.
o studii u¢inku MLN9708 v kombinaci
s melfalanem a prednisonem (C16006)
a v kombinaci s lenalidomidem a niz-
kymi davkami dexametazonu (C16005
a C16008) [46]. Bylo rovnéz zjisténo, ze
MLN9708 v kombinaci s lenalidomidem
vykazuje synergistickou antimyelomo-
vou aktivitu a tato kombinace 1ékd ma
potencidl pro klinické studie, nebot jde
o vysoce ucinny peroralni lé¢ebny rezim
bez znamek periferni neuropatie [53].

Budoucnost inhibitori
proteazomu

Doposud byly identifikovany ctyfi vy-
znamné medidtory pfimé antimyelo-
mové aktivity IP, a to transkrip¢ni faktor
NF-kB, pro- a antiapoptické faktory, pro-
tein p53 a proteiny stresové odpovédi
ER. Ucinek IP by viak mél byt chapan jako
komplexni dé&j zahrnujici na mnoha mis-
tech viechny tyto hlavni mechanizmy,
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nebot ani samotnd inhibice NF-kB ani sa-
motna mutace zajistujici inaktivitu pro-
teinu p53 nezastavi apoptdzu myelomo-
vych bunék indukovanou IP. [dentifikace
podrobnych mechanizm plsobeni IP
ma velky potenciél pro odhaleni moz-
nych molekularnich cilt pro budouci 1é-
¢iva. Pfikladem mohou byt dnes znamé
specifické deubikvitina¢ni enzymy, které
mohou zastavit degradaci urcitych mo-
lekul bez nutné inhibice proteazomu.

Na otdzku, jak zajistit vy3si selekti-
vitu, u¢innost a vyrazné omezit ved-
lejsi Gcinky dnesnich IP, mohou nabid-
nout odpovédi specifické inhibitory
imunoproteazomu.

S ohledem na heterogenni podstatu
MM lze do budoucna pocitat se zave-
denim genetického screeningu jednot-
livych genovych sad kédujicich klicové
molekuly, na jehoz zakladé by byla za-
hajena optimalnilécba s predikci stupné
ucinnosti IP u jednotlivych nemocnych.

Zavér

DlleZitou a vysoce efektivni strategii pfi
hledani 1é¢ebnych pfistupd k MM je po-
znani dudlezité role, kterou v lé¢bé tohoto
heterogenniho onemocnéni hraje inhibice
proteazomu bortezomibem. Toto poznani
vedlo k vyvoji IP druhé generace, které se
li3i ve svych chemickych strukturach (bo-
ronaty, epoxyketony, salinosporamidy),
Ucinnosti a toxickych profilech, a poskytuji
tak nové moznosti pacientlim, ktefi se stali
rezistentnimi k bortezomibu. Hlavni cesta
dalsiho vyzkumu ve vyvoji novych Iéciv by
se tedy méla ubirat smérem lepsiho poro-
zuméni mechanizmam ucinku IP a prede-
v3im mechanizmu, kterym burky ziskavaji
rezistenci k témto lékim.
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