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Souhrn

Rakovina pankreatu je velmi agresivni onemocnéni se znacné vysokou umrtnosti a
kratkou dobou preziti. Dnes vSak existuje urcita nadéje v novém pfistup k IéCbé
rakoviny, ktery pouZziva tzv. inhibitory proteazomu. Proteazom slouZi v burce
k degradaci proteint. Pfed samotnou degradaci musi byt nejprve proteiny oznaceny
ubikvitinem. Ubikvitinace a degradovani protein( vytvari tzv. ubikvitin-proteazomovy
systém (UPS).

Prvni klinicky pouZity inhibitor proteazomu bortezomib m& velké Uspéchy v lécbé
mnohocetného myelomu, ovS8em neni Gc€inny v pevnych tumorech. Jiny pfistup
Kk inhibici proteazomu mulZze predstavovat komplex starého protialkoholniho léCiva
antabusu (disulfiramu) s médi. Neékteré studie naznaluji, Ze tento inhibitor
proteazomu by mohl potlaCovat i pevné nadory.

Cilem této bakalarské prace je stanovit cytotoxicitu komplexu disulfiramu s médi vidi
vybrané bunécné linii odvozené od rakoviny slinivky bfiSni a srovnat je s toxicitami
bortezomibu, chloridu médnatého a diethyldithiokarbamatu sodného, jakozto formé
disulfiramu vyskytujici se v téle.

Pro pfipadné zavedeni antabusu do onkologické 1é¢by rakoviny slinivky bfisni je vSak
tfeba ovéfit jeho aktivitu v klinickych testech. A protoZze antabus nelze znovu
patentovat, tyto klinické testy by musely byt placeny vladami nebo charitami, aby
v pfiznivém pfipadé ziskaly levné a Siroce dostupné |écivo proti rakoviné a zlevnily

tak vyrazné onkologickou Ié€bu (koncepce tzv. neziskovych leku).



Summary

Pancreatic cancer is very aggressive disease with considerably high mortality and
short time of survival. However, there is a hope today represented by a new
approach to treatment of pancreatic cancer by a new class of drugs called
"proteasome inhibitors". The proteasome makes for degradation of proteins in cell.
Proteins must be labelled by ubiqgitin before the degradation. Ubiquitination and
degradation create so-called ubigitin-proteasome system.

Bortezomib is the first inhibitor of proteasome which used in the clinic. Bortezomib is
very sucsseful in treatment of multiple myeloma, but it is not effective in solid tumors.
The complex of an old antialcoholic drug antabus (disulfram) with copper can be
another approach of proteasome inhibition. Some studies foreshadow that this
inhibitor of proteasome could suppress solid tumors.

The aim of this work is to determine cytotoxicity of disulfiram-copper complex against
choice cell line derived from pancreatic cancer and compare it with toxicities of
copper chloride, sodium diethyldithiokarb and bortezomib.

If we will not introduce the antabus in oncotherapy of pancreatic cancer we have to
verify its activity in clinical trials. Because antabus can not be patented again these
clinical trials would have to be paid by governments and charities to obtain cheap
and widely available treatment against cancer and so markedly cheapen oncotherapy

(conception so-called non-profit drugs).
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1. Uvod

Rakovina slinivky bfiSni je onemocnéni, kdy se rakovinné burnky nachazeji v tkanich
slinivky bfiSni neboli pankreatu. Pankreas je organ asi 14 cm dlouhy. Nachazi se
hluboko v bfiSni dutiné mezi Zaludkem a patefi. Obklopuji jej jatra, stfeva a ostatni
organy. NejSirSi ¢4st pankreatu se nazyva hlava, ktera je nejblize tenkému stievu,
prostfedni ¢ast se nazyva télo a nejtenCi Cast ocas. Pankreas vytvafi Stavy
obsahujici enzymy, které pomahaji Stépit potravu. Tyto Stavy protékaji systémem
kanalkd vedoucich do hlavniho pankreatického kanalku, jenz asti do dvanactniku.
Pankreas je také Zlaza, ktera produkuje insulin a dalSi hormony. Tyto hormony
vstupuji do krevniho fecisté a jsou roznasSeny po celém téle, kde se jejich pomoci
vyuziva nebo skladuje energie ziskana z potravy. Insulin pomaha kontrolovat
mnozstvi cukru v krvi.

Existuji dva hlavni typy rakoviny pankreatu: exokrinni a endokrinni. Exokrinni se
vyskytuje Castéji a zaCind se tvofit v kandlku, ktery pfivadi pankreatické Stavy.
Endokrinni je méné Casta a zacina se vytvaret v bunkach, které produkuji hormony,
tzv. ostrivkové bunky [1]. Rakovina pankreatu nevykazuje v pocatecnich fazich
Zadné symptomy, a proto je choroba diagnostikovana az v pokrocilém stadiu, a tak je
doba preziti velmi kratka, 3-6 mésicl. Kazdy rok je v US diagnostikovano pfiblizné
32 000 pacientu s rakovinou pankreatu a kazdy rok jich pfiblizné 31 000 zemfe [2].
NejCastéji jsou postizeni lidé ve véku 60-80 let. Rakovina pankreatu se castéji
vyskytuje u muzd nez u Zen. U muZzu je to Ctvrtd a u Zen pata nej¢astéjsi pricina smrti

zpusobend rakovinou [3].

1.1 Rizikové faktory rakoviny pankreatu

PFiCiny onemocnéni nelze vzdy pfesné urcit, avSak lidé s rizikovymi faktory jsou vice
riziko, Ze se u nich projevi rakovina pankreatu nez u nekufaku. Vétsi riziko je
u kurékad, ktefi koufi méné intenzivné delSi dobu, nez u kufaku kouficich intenzivnéji,

ale kratSi dobu [4]. Riziko také pfedstavuje dédi¢nost, genetické viohy z rodiny, také



Zivotni styl a osobni n4vyky. Riziko rakoviny pankreatu také zvySuji rizné pravodni
choroby jako diabetes mellitus, chronicky zanét pankreatu (pankreatitida) nebo také
obezita, avSak drasticka dieta muze byt v tomto ohledu také Skodliva [5]. Konzumace
velkého mnozstvi alkoholu zvySuje riziko rakoviny pankreatu az o 30% [6].
PFi dlouhodobém pozZivani velkého mnoZstvi alkoholu je vysoké riziko vzniku
chronické pankreatitidy, coZ pfedstavuje nebezpeci vzniku rakoviny pankreatu [7].

1.2 Priznaky rakoviny pankreatu

PFiznaky rakoviny pankreatu jsou viditelné az po urcité dobé&, az kdyz je nador vétsi.
Projevuje se pak: tmavou moci, svétlou stolici, nazloutlym zbarvenim kdze a o¢niho
bélma, bolesti v horni ¢asti bficha a uprostfed zad, nucenim na zvraceni a zvracenim
a stolici plovouci v zachodé. Pokrocilé stadium rakoviny pankreatu se projevuje
slabosti a velkou Unavou, ztratou chuti k jidlu nebo pocity plnosti a ztratou hmotnosti
[1]. Symptomy v pokrocCilé fazi rakoviny pankreatu jsou potlacovany utiSujicimi

prostiedky [8].
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2. Sou¢asné zp usoby Ié €by rakoviny pankreatu

Rakovina pankreatu se d& IéCit Etyfmi zplasoby: chirurgickou operaci, chemoterapii,
radioterapii nebo cilenou lé¢bou. Volba zpusobu IéCby se Fidi hlavné tim, kde je
na pankreatu tumor lokalizovan, jestli se rakovina rozSifuje (metastazuje), a dalezitou
roli také hraje vék a celkovy zdravotni stav. U rizikovych skupin se doporuduje
screening pankreatu pro pfipadné brzké odhaleni rakoviny a ¢asnou lé¢bu [9].

V soucCasné dobé je rakovina pankreatu IéCitelna jen v raném stadiu (pfed tim, nez se
rozsSifi) a jen jestli se pfi operaci Uplné odstrani tumor. Lidem, ktefi nemohou byt
operovani, pomuze chemoterapie alespofn k prodlouZzeni Zivota [1]. Chirurgicka
operace je zlatym standardem pro |éCbu rakoviny pankreatu s tim, Ze je jesté pred
operaci aplikovana tzv. neoadjuvantni (pfipravnd) terapie.

Dlouhou dobu bylo jedinou IéEbou rakoviny pankreatu chirurgické odstranéni
primarniho tumoru. AvSak operace jako takova nestaCi, protoZze se rakovina
pankreatu velmi €asto a rychle vraci. Proto je zapotfebi pooperaéni adjuvantni
(podplrné) chemoterapie. Adjuvantni terapie by se méla podat do osmi tydnd po
operaci. V sou€asné dobé se nejvice pouziva gemcitabin [obr. 1] nebo 5-fluoruracil
(5-FU) [obr. 2]. Gemcitabin se také vyuziva pfi |éCbé jinych nadorovych
onemocnénich, avSak nejvice u rakoviny pankreatu [10].

Gemcitabin je analog baze deoxycytidinu se dvéma atomy fluoru vlioZzenymi do cyklu
deoxyrib6zy. Gemcitabin je inaktivni az do doby, kdy pronikne do buriky, kde je
na rozdil od jinych analogl bazi aktivné transportovan pres bunéfnou membranu.
V burice je pak fosforylovdn a pomalu eliminovan, coZz zvySuje jeho cytotoxicky
ucinek. V jadfe nadorové buriky se vaZze na DNA [11]. 5-FU je fluoropyrimidin, jehoz
mechanismus Uc€inku spociva v inkorporaci do RNA, kde zasahuje katalytickou

podjednotku jaderného exosomu Rrp6 [12].
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Obr. 1: Chemicka struktura gemcitabin (2°,2"-difluo  rodeoxycitidinu)

Gemcitabin je analog baze deoxycytidinu se dvéma atomy fluoru vioZzenymi do cyklu

deoxyribozy.
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Obr. 2: Chemicka struktura 5-fluoruracil (5-FU)
5-FU je fluoropyrimidin.
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Podle testl byla u pacientl uzivajici 5-FU celkova délka preziti 17,1 mésicu na rozdil
od pacientd, ktefi byli pouze pozorovani, kde byla celkova délka preziti 12,6 mésicu.
Celkova délka preziti pacientl uZivajicich gemcitabin byla 22,8 mésicl na rozdil
od pacientu, ktefi jej neuzivali, kde byla 20,2. Byl vSak také proveden test, kde se
porovnaval uc€inek gemcitabinu a 5-FU, kde délka pfFeZziti s gemcitabinem byla
23,6 mésicu a s 5-FU 23,0 mésicu. DalSi testy prokazaly, Ze ucinek gemcitabinu je
vySSi nez 5-FU [10]. Navic bylo zjiSténo, Ze oxaloplatin zvySuje G€inek gemcitabinu,
a to tak, Ze zvySuje jeho citlivost pfi radioterapii [13]. Radioterapie (ozafovani) je také
jedna z moznych podpurnych terapii, avSak neni vhodna pro kazdého pacienta,
nékdy je spiSe Skodliva, napf.: u pacientt s vysokym rizikem navratu rakoviny. Proto
se vice doporucuje chemoterapie. VétSinou se uplatfiuje urcitd kombinace rliznych

typu adjuvantni terapie. DoporuCuje se bud, chemoterapie gemcitabinem
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doprovazena radioterapii s 5-FU, nebo chemoterapii pouze gemcitabinem ¢&i 5-FU
[10]. Testuji se také razné derivaty gemcitabinu, které maji napfiklad vy3Si U€inek

nez samotny gemcitabin nebo se zkoumaji jeho kombinace s jinou latkou [14].

2.1 Rezistence v U¢€i sou ¢asné |é ¢cbé

Protirakovinné 1éky, jako je napf. gemcitabin, mohou vyvolat v burikach rakoviny
pankreatu rezistenci k apoptotickym stimulidm. Rezistence se projevuje velkym
mnozstvim molekularnich zmén, at uz pferuSenim indukénich signéld apoptozy,
nebo protiapoptickymi dé&ji. Rakovinné bunky pak vykazuji zmeény v signalnich
drahach, jako napf. v draze NF-kB [15]. NF-kB je transkripcni faktor, jehoz aktivaci
muze dochazet krozvoji tumoru [16]. OvSem bylo zjisténo, Ze mnoho
protirakovinnych léCiv paradoxné aktivuje NF-kB, coZ pak vede k pFeziti rakovinnych
bunék diky moznosti proliferace, angiogeneze, migrace, adheze, ochrany proti
apoptoze a dalSim vlastnostem, které v konec¢ném dulsledku zpUsobuji rezistenci
k danému léCivu. Protirakovinna léCiva aktivuji zaroven nékolik raznych drah a
pozitivné i negativné tak reguluji proces apoptoézy. Rakovinné burky tak balancuji
mezi Zzivotem a smrti [17].

Rezistentni buriky se kromé& ochrany proti apoptéze vyznacuji také nadmérnou
expresi histonovych deacetylaz, které mimo jiné souvisi s acetylaci dalSich
regulacnich proteind. V tomto smyslu se usiluje o Iék, ktery by tyto problémy
prekonal. V fadé pre-klinickych testd jiz uspélo mnoho inhibitord proteazomu a
deacetylaz histona véetné inhibitord nezadoucich signalnich drah [15].

Rezistence je v sou¢asné dobé velkym problémem v IéEbé takto zakerné choroby,
jako je rakovina pankreatu.

2.2 Klinické testy provad éné na rakovin & pankreatu

Navzdory velkym pokrokim v Ié¢bé rakoviny, rakovina pankreatu zlstava stale
jednou z nejhiife 1éitelnych rakovin. Umrtnost se téméF rovna poc&tu nalezd [2], proto
je snaha vyvinout co nejefektivnéjsi |éCbu. Podle serveru National Cancer Institut
bylo ke dni 25. 1. 2012 provadéno 427 klinickych testd na rakoviné pankreatu.
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Nyni je Klinicky testovan novy pfistup, a to podavani Iéku pomoci liposomd,
nanoc¢astic a uhlikatych nanotrubi¢ek. Tento pfistup umozfuje lepSi sméfovani 1éku
proti specifickému agens pfi léCbé rakoviny pankreatu. Tento systém byl vyvinut jako
multifunkéni lé€ebné nanozafizeni, napfiklad pro rozpoznani brzké faze rakovinného
bujeni nebo pro cilengjSi podani Iéku. Touto cestou jsou do rakovinné buriky
vpravovany léky proti rakoviné (gemcitabin a 5-fluoruracil) a dalsi latky, jako jsou
SiRNA, sebevrazedné geny, onkolytické viry, malé molekuly inhibitoru a protilatky.
Problém je vSak se specificnosti a stabilitou antigend, které vazi lé€ivo na povrch
rakovinné bunky, jelikoZ jsou exprimovany nadorovou burkou. Podani léku pomoci
liposomu vSak zlepSuje farmakokinetiku, snizuje vedlejSi ucinky a soustfeduje Iék
hlavné na nador. Tento pfistup tedy zvysSuje efektivitu 1éCby tak tézko Iécitelného
onemocnéni, jako je rakovina pankreatu [18,19].

V soucasné dobé je pfi vyvoji l1éCiv vice kladen diraz na molekularné cilenou Ié¢bu
nez na cytotoxicitu a nespecifickou chemoterapii. Molekularné cilend lécba se
zaméruje na specifické molekuly signalnich drah, které jsou pfi¢inou onkologickych
projevl. Tento pfistup slibuje vySSi G€innost a nizSi vedlejSi ucinky. Vyvoj je vSak
v tomto ohledu pomaly. Moznym zplasobem urychleni a vylepSeni procesu by mohlo
byt sjednoceni vyzkumu o rakoviné a vyvoj specifického |éku proti rakoviné pro
kazdého pacienta individualné. LéEbé by pfedchazelo detailni porozuméni genetiky a
biologie pacienta a jeho rakoviny [20].

Ve smyslu molekularné cilené |écby byl také zkoumén inhibitor proteazomu,
bortezomib, latka zamezujici degradaci proteint v burice. Bortezomib se ukazal jako

acinny lék u pacientd s mnohocetnym myelomem [21].
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3. Degradace protein 0 v bu nce

V eukaryotické burice je zajiSténa degradace proteind dvéma zpUsoby. Jednim z nich
je autofagie, neboli proces bunééného sebepojidani. Proteiny nebo i organely uréené
k degradaci jsou uzavieny do dvoumembranovych vesikul, zvanych autofagozomy.
Ty transportuji svij obsah do lysozému, kde se proteiny rozloZi na jednotlivé
aminokyseliny a ty jsou vraceny zpét do cytosolu [22].

Degradaci intracelularnich proteind v eukaryotické bunce také zabezpecuji
multiproteinové komplexy proteazomy. Proteazomy se vSak uplatiuji také pfi mnoha
zakladnich biochemickych mechanismech, jako jsou bunéény cyklus, véetné syntézy
DNA, opravy transkripce a translace a také transdukce bunécénych signall [23].
Defektni proteiny, které vznikly Spatnym syntetizovanim, jsou degradovany pravé
v proteazomu. Vice nez 30 % noveé vzniklych proteind je degradovano v proteazomu
[24]. Nové vyniklé proteiny jsou pfemistény do endoplasmatického retikula, kde
dochazi ke kontrole kvality proteint. Defektni proteiny pak putuji do cytosolu, kde
jsou degradovany proteazomem, ktery se nachazi v blizkosti endoplasmatického
retikula [25]. Proteazomy jsou lokalizovany v cytoplazmé i v jadie eukaryotickych
bunék, avSak mnozstvi v jednotlivych ¢astech je riazné. V cytoplasmé se proteazomy
sdruzuji s centrozomy, cytoskeletem a vnéjSi membranou endoplasmatického
retikula. V jadfe se vyskytuji v nukleoplazmé, avSak v jadérku nikoliv [26].
Imunohistochemické testy ukazaly, ze v bunkach riznych druht leukémii se nachazi
zvySené mnoZstvi proteazomdu, prevazné lokalizovanych v jadre [27].

Proteiny uréené k degradaci jsou pfed vstupem do jinak zavieného proteazomu
nejprve znaceny. PFi tomto znaceni hraje roli polyubikvitinovy fetézec, ten je spojen
s degradacni schopnosti proteind. Ubikvitinovy Fetézec je slozen minimalné ze &tyF
molekul ubikvitinu. Ubikvitin je maly protein, skladajici se ze 76 aminokyselin.
Vyskytuje se pouze v eukaryotickych burikach, a to velmi hojné.

Takto oznaceny protein se pfi vstupu do kanalu proteazomu rozvine a natdhne se
podél néj. Zde je hydrolyzovan na kratké peptidy. Ubikvitin sam o sobé nevstupuje
do proteazomu, po destrukci oznaeného proteinu se uvolfiuje a oznacuje dalSi
molekuly [28]. Tento proces oznacovani proteinl se nazyva ubikvitin-proteazomovy
systéem (UPS), ktery objevili Avram Hershko, Aaron Ciechanover a Irwin Rose, a

v roce 2004 za néj dostali Nobelovu cenu [29].
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O velky pfinos v této oblasti se také zaslouzil Alexandr Varshavsky, ktery zjistil, jakou
ma ubikvitin vlastné funkci, a to oznacovani proteind uréenych k degradaci. Dale také
zjistil, Ze ubikvitinovy systém hraje dllezitou roli v bunééném cyklu, opravach DNA,

syntéze proteind, regulaci transkripce a v odpovédi na stres [30].

3.1 Ubikvitin-proteazomovy systém (UPS), ubikvitina  ce

Ubikvitinace spociva v souhfe tfi enzymd, tzv. E1-E2-E3 kaskada [schéma 1].
Nejprve je ubikvitin aktivovan enzymem E1 (ubikvitin aktivujici enzym) za spotfeby
energie ve formé ATP, poté je pfenesen na enzym E2 (ubikvitin pfenasejici enzym).
Nasledné je ubikvitin pfemistén na protein ur€eny k degradaci pomoci enzymu ES3.
Enzym E3 je ubikvitin-ligaza, kterd rozpoznava proteiny uréené k degradaci. Ubikvitin
je k enzymdm vazan thioesterovou vazbou [28]. Rozmanitost enzymu E1 a E2 je
mala na rozdil od enzym(O E3, které specificky rozpoznavaji jednotlivé proteiny
urCené k degradaci [31]. Existuji také enzymy E4, které jsou zodpovédné
za prodluzovani polyubikvitinového fetézce, tedy pfipojeni ubikvitinu na jiz navazany
ubikvitin [32]. Jednotlivé molekuly ubikvitinu jsou mezi sebou vdzany pomaoci lysinu,
nejCastéji K48. Vznikd tedy polyubikvitinovy fetézec na proteinu uréeném
k degradaci. Takto oznaCeny protein je nejprve rozpoznan proteazomem, pak do néj
vstupuje a nasledné je degradovan [28]. Nékteré proteiny uréené k degradaci vSak
nejsou zavislé na ubikvitinovém znaceni. Jedn& se o proteiny s porusenou oblasti,

ktera pfedstavuje universalni strukturni signal pro degradaci v proteazomu [33].
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Schéma 1: Ubikvitinace
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E1 - ubikvitin aktivujici enzyme, E2 - ubikvitin pfenasejici enzyme, E3 - ubikvitin-ligdza

Ub — ubikvitin, ATP — zdroj energie

Ubikvitinace je reversibilni dé&j, dochazi tedy i k odstranéni ubikvitinu. Tento déj
zajistuji enzymy ze skupiny isopeptidaz, zvané deubikvitindzy (DUB). Struktura a
funkce téchto enzymd je velmi rozmanita [34]. Hraji roli napfiklad pfi post-
translanich Upravach nebo v apoptéze a proliferaci. DeubikvitinAzy mohou pozitivné
regulovat aktivitu proteazomu tim, Ze odsStépuji ubikvitin aZz po navazani proteinu
na proteazom a zajistit tak jeho degradaci. Negativni regulace aktivity proteazomu
pak spocCiva ve zkraceni nebo odstranéni polyubikvitinového fetézce jesSté pred
navazanim proteinu na proteazom, tedy zamezeni degradace proteinu.

DUBY mohou mit riznou substratovou specifitu [35]. Deubikvitinazy mizeme rozdélit
do nékolika skupin: ubikvitin specifické proteazy (USP), ubikvitin C-terminalni
hydroldzy (UCH), otubain protedzy (z rakoviny vaje¢niku - OUT), proteazy Machado-
Josephovy nemoci (MJD) a JAMM/MPN [26]. JAMM proteazy obsahuji Zn** vazebné
misto. Mezi tyto metalopeptidazy patfi i DUBy: Rpnll a Pohl, které jsou Zivotné

dalezité pro spravné fungovani proteazomu [36, 37].
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3.2 Struktura a funkce proteazomu

Protein oznaceny polyubikvitinovym fetézcem je rozpoznavan 26S protazomem. 26S
proteazom se skladd z 20S a 19S proteazomu. 20S proteazom je struktura
valcovitého tvaru a tvofi hlavni Cast proteazomu, kde dochazi k degradaci
oznacenych proteind. [23] 19S protedzom je regulaéni ¢ast proteazomu, zvana také
PA700. Sklada se z vika a baze. Viko zajiStuje deubikvitinaci vstupujicich proteinu
pomoci Pohl deubikvitinazy s JAMM doménou a dalSich DUBG. Baze slouzi
k regulaci vstupu proteint do 20S proteazomu. Baze obsahuje AAA ATPazy, které
rozplétaji protein a posunuiji jej do 20S proteazomu. [38, 39]

20S proteazom je tvofen Ctyfmi pod sebou uspofadanymi kruhy, v pofadi a;—7, B1-7,
B1-7, ai_7. Tzn. dva vnéjSi kruhy, pfedstavuji sedm a podjednotek, které interaguji
s vikem a dva vnitini kruhy predstavuji sedm 3 podjenotek, které maji proteolytickou
aktivitu [obr. 3]. Aktivni mista B podjednotek jsou ukryty uvnitf valcovité struktury, coz
zabranuje nespecifické degradaci protein. B; podjednotka ma aktivitu podobnou
kaspazam, B, podjenotka m& aktivitu podobnou trypsinu a s podjednotka ma aktivitu
podobnou chymotrypsinu [23] [obr. 4]. a podjednotky mohou slouzit k pfipadnému
uskladnéni rozpleteného proteinu pro zajisténi kontinualni proteolyzy [40]. Diky
symetrické stavbé proteazomu mohou proteiny uréené k degradaci do proteazomu

vnikat z obou stran [41].
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Obr. 3: Struktura 26S proteazomu

26S proteazom se sklada z 20S a 19S proteazomu. 19S proteazom se sklada z vika a baze.
20S proteazom je tvofen dvéma kruhy a podjednotek a dvéma kruhy 8 podjednotek.

kaspaza trypsin
chymotripsin

Obr. 4: Pr ifez 26S protezomem
Kazdy kruh 20S proteazomu je tvofen sedmi podjednotkami. B podjednotky jevi uvnitf 20S
proteazomu enzymatickou aktivitu. B; podjednotka ma aktivitu podobnou kaspazam,

B, podjenotka ma aktivitu podobnou trypsinu a Bs podjednotka ma aktivitu podobnou
chymotrypsinu.

19



Proteiny jsou tedy degradovany na malé oligopeptidy, které opousti proteazom.
V bunice jsou pak dale Stépeny az na aminokyseliny, které slouzi k dalSi
proteosyntéze [42]. Proteazom je také vyuZzivan imunitnim systémem, kdy degraduje
nezadouci proteiny (patogeny), které jsou pak prezentovany na povrchu bunky, kde
slouZi jako antigen pro T-lymfocyty [43].

Degradace proteint neni v8ak jedinou funkci 26S proteazomu, uplatiiuje se také
pfi aktivaci raznych proteint tim, Ze degraduje jeho uréitou ¢ast. Jednim z téchto
proteinu je i dimerni nuklearni faktor kB (NF-kB), coz je transkripéni faktor. V burice
se vyskytuje mnoho rdznych typd NF-kB. NF-kB jsou v cytoplazmé urdZzovany
v inaktivni formé& pomoci skupiny inhibitord NF-kB (I-kB). Pfi aktivaci NF-kB dochazi
nejprve k fosforylaci 1-kB tzv. I-kB kinazami (IKK), coz pak vede pfi prachodu
proteazomem k degradaci I-kB. Aktivovany NF-kB pak volné prostupuje do jadra a
vaze se na sekvenci DNA do kB mista, kde reguluje expresi genu. Geny regulované
NF-kB kontroluji programovanou buné&nou smrt, adhezi bunék, proliferaci, vrozenou
i ziskanou imunitni odpovéd, zanét, odpovéd na bunécény stres a prestavbu tkani.
Exprese téchto genu je vSak regulovana mnoha dalSimi transkripénimi faktory.
Vysledek aktivace NF-kB tedy zavisi na aktudlnim stavu a celkovém kontextu
indukce [44]. Aktivaci NF-kB a z ni vyplyvajici nezadouci exprese gend, bychom
mohli zabranit inhibici proteazomu, kde dochazi k aktivaci NF-kB. Inhibotory

proteazomu se jevi jako vhodna terapie v |éCbé rakoviny.
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4. Inhibitory proteazomu

Zdalo by se, Ze staéi inhibovat proteazom a tim i aktivaci NF-kB, abychom ziskali
protirakovinné lécivo. Zjistilo se vSak, Ze i velmi nadéjny inhibitor proteazomu
bortezomib, ktery se vyuziva v lé€bé mnohocetného myelomu, misto aby inhiboval,
aktivuje drdhu NF-kB. Bortezomib i dalSi inhibitory proteazomu snizuji regulaci
exprese I-kB a spousti fosforylaci I-kB a tim aktivuji NF-kB. Tento problém by mohl
vyfesit inhibitor 1-kB kinazy (IKK) MLN120 [45]. Draha NF-kB tedy uZz neni hlavnim
cilem pfi hledani vhodné terapie rakoviny.

Inhibitory proteazomu se daji rozdélit do péti hlavnich skupin: peptidové aldehydy,
vinylpeptidové sulfony, peptidové boraty, peptidové epoxyketony a B-laktony [46].

4.1 Bortezomib

Peptidové analogy kyseliny borité inhibuji proteazom v misté, kde je jeho aktivita
podoba chymotrypsinu (Bs podjednotka) v jadfe 20S proteazomu [obr. 5]. Slou€eninu
tohoto typu vyvinul J. Adams, kterou nazval PS-341, dnes znamou jako bortezomib
neboli €k Velcade [obr. 6] [46]. Bortezomib je forma prasku a Velcade je jeho roztok
pro injekéni podani [47]. Ukazalo se, Ze borzetomib navozuje apoptézu a ma
protirakovinné Uuc€inky [46]. Bortezomib byl také pouzit na bunécnych kulturach
rakoviny pankreatu a zjistilo se, Zze snizuje proliferaci rakovinnych bunék in vitro [48].
In vivo byl borzetomib testovan na mysich, do kterych byly vioZeny Stépy rdznych
typu lidské rakoviny. Po podani bortezomibu se snizil rast i objem tumoru [49].
V dalSich fazich klinickych testd mél bortezomib velmi velky Uspéch pfi [é¢bé
mnohocetného myelomu. Jednalo se o velmi vyznamné zlepSeni nemoci az jeji Uplné
vymizeni [21]. Bortezomib jako prvni inhibitor proteazomu proSel klinickymi testy a je

pouzivan u lidskych pacientl v bézné klinické 1é¢bé [46].
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kaspaza trypsin
chymotripsin

Obr. 5: Vazebné misto bortezomibu ve 20S proteazomu
Bortezomib inhibuje proteazom v misté, kde je jeho aktivita podoba chymotrypsinu

(Bs podjednotka) v jadfe 20S proteazomu.
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Obr. 6: Chemicka s truktura bortezomibu

Bortezomib je peptidovy analog kyseliny borité.

Problém v lé€bé rakoviny pankreatu klasickymi cytostatiky, jako je gemcitabin, je
rezistence. Proto se zkusilo zkombinovat gemcitabin s inhibitorem proteazomu.
Zjistilo se, Ze diky inhibici proteazomu se snizi obsah regulatoru bunééného cyklu a
také je pfitomna apoptotickd kontrola. Tyto skute€nosti vedou ke zvySené citlivosti
bunék rakoviny pankreatu ke gemcitabinu [50]. Bortezomib tedy zvySuje UCinek
gemcitabinu u rakoviny pankreatu [51].

Ve srovnani s klasickymi cytostatiky je bortezomib citlivéjSi [52] a podavé se v nizSich

davkach [53]. Bortezomib je velmi uginny v pfipadé krevnich nadord, jako je
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mnohocCetny myelom [54], lymfom plaStovych bunék [55], MALT- lymfom [56],
Waldenstromova macroglobulinemie [57] nebo leukemie [58].

Bortezomib ma také i své nevyhody, podava se pouze injekéné, neucinkuje
v nékterych pevnych tumorech a uz i u né& se objevuje rezistence [54]. DalSi
nevyhodou je jeho vysoka cena [59] na to, Ze nijak vyrazné neprodluzuje Zivot oproti
ostatnim cytostatikim. Bortezomib byl porovnavan s dexamethasonem u pacientd
s recidivou mnohoc¢etného myelomu. Median navratu onemocnéni byl u bortezomibu
6,22 mésict a u dexamthasonu 3,49 mésict [53]. Bortezomib ma jako kazdy Iék i
vedlejSi ucinky jako jsou trombocytopenie, neuropatie, periferni neuropatie, prijem a
Gnava [60].

Proto je snaha vytvofit nové lepSi a ucinnéjSi inhibitory proteazomu, kterym se fika

inhibitory proteazomu druhé generace.

4.2 Inhibitory proteazomu druhé generace

Tyto inhibitory by se daly rozdélit do dvou skupin: reverzibilni inhibitory s podobnou
chemickou strukturou jako bortezomib a ireverzibilni inhibitory se zcela jinou
strukturou. Do prvni skupiny patfi latka nazvana MLN9708, u které byla objevena
protirakovinna aktivita i u pevnych nador( [61]. Také zde miZeme zaradit inhibitor
CEP-18770, ktery je zase Uc€inny pfi peroralnim podani oproti bortezomibu [62].
Do druhé skupiny inhibitora proteazomu druhé generace muzeme zaradit latku NPI-
0052 znamou jako salinosporamid A nebo marizomib, ktera byla izolovana z morské
aktinomycety Salinispora tropica pro svou vysokou cytotoxicitu kvdli silné inhibici
proteazomu. Marizomib je svou strukturou bicykl B-lakton-y-laktam. Tato latka byla
testovana mimo jiné i na modelu lidské rakoviny pankreatu, kde bylo ukazano, zZe
efektivné vyvolava apoptozu u bunék rakoviny pankreatu. NPI-0052 inhibuje
proteazom jinak neZz borzetomib, a proto je zajimavé tyto dvé latky pouzit
v kombinaci, pak bychom méli dostat G¢innéjSi a lepSi protirakovinné Ié€ivo [63].
Ireverzibilni inhibitor proteazomu je také Carfizomib, jehoZz struktura je zaloZena
na peptidyl-epoxyketonu. Carfilzomib se stejné jako bortezomib primarné vaze
na s podjednotku s aktivitou podobnou chymotripsinu. V preklinickych testech
in vitro a in vivo vSak bylo prokazano, Ze carfilzomib je U€inny jak proti krevnim tak

proti pevnym nadorum [64].

23



Zcela novy typ inhibice proteazomu se nezaméfuje na 20S proteasom, ale na 19S
proteasom, a to konkrétné na inhibici deubikvitinazy Pohl obsaZené ve viku [37].
Stary Iék proti alkoholismu antabus (disulfiram) je s nejvétSi pravdépodobnosti pravé
inhibitor Pohl a dalSich proteint obsahujicich JAMM doménu v 19S proteazomu a

ma tedy protirakovinnou aktivitu [65].

4.3 Antabus (disulfiram)

Prvni zminka o tom, Ze by antabus mohl pUsobit proti rakoving, je v ¢lanku z roku
1976 [66]. Pacientka trpéla metastazujici rakovinou prsu, kde se metastazy
nachazely uz i v kostech. Jeji Stésti v nestésti bylo to, Ze se stala alkoholickou a
musela se tedy IéCit antabusem. B&hem nésledujicich let metastazy zcela vymizely.
Po vylé€eni Zila jesté dalSich 10 let az do chvile, kdy nestastnou ndhodou vypadla
z okna tfetiho poschodi.

Zakladni farmakologicky uc€inek antabusu je ireversibilni inhibice alkohol
dehydrogenasy, kterd v metabolismu alkoholu pfeménuje acetaldehyd na acetat.
Acetaldehyd se hromadi v téle a po poZiti alkoholu zpUsobuje nepfijemny stav [67].
Antabus tedy pomaha v lé¢bé alkoholismu pfi odvykani od alkoholu a pouziva se
jako prevence proti recidivé alkoholismu [68]. Antabus je v téle metabolizovan
na diethyldithiokarbamat neboli dithiokarb [obr. 7], ktery je zodpovédny
za mechanismus ucinku antabusu [69].

Dithiokarb byl pfed 20 lety intenzivné zkouman kvuli moznym pfiznivym a&inkdm
na imunitu v 1é¢bé AIDS [70]. Podle [71] dithiokarb udajné zpomalil prdbéh nemoci
u pacientl s AIDS. Poté vSak byly provedeny dvojité zaslepené Kklinické testy
s placebo kontrolou na vice vyzkumnych pracovistich a zjistilo se, Ze dithiokarb nema
Zzadny vliv na pacienty s AIDS [72].

V dalsim vyzkumu byl diethyldithiokarbamat sodny vyuzit jako adjuvantni
imunoterapie v IléCbé nemetastazujici rakoviny prsu. Probéhl dvojité zaslepeny
Klinicky test, kde byli pacienti rozdéleni do dvou skupin, jedna s dithiokarbaméatem
sodnym a druha s placebem. Po Sesti letech bylo celkové pfeziti prvni skupiny 81 %
a ve skupiné s placebem to bylo jen 55 % [73].

Zjistilo se, Ze antabus jevi vysokou protirakovinnou aktivitu v komplexu

s t&mito t&Zkymi kovy, jako je mé&d nebo zinek [obr. 7]. CtyfiaSedesatileté pacientce
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ve V. stadiu o¢niho melanomu metastazujiciho do jater podavali schvalenou davku
antabusu pro 1é¢bu alkoholismu a glukonat zineCnaty tfikrdt denné. Jiz po dvou
mésicich se zdravotni stav pacientky zlepSil natolik, Ze se mohla vratit do préace.
Po tfech mésicich lécby testy ukazaly, ze byl tumor redukovan vice jak o polovinu.
Pacientce byl nadale podavan antabus se zinkem a Zila dalSich 53 mésicu
bez zhorSeni zdravotniho stavu [74].

s° v téle
< < % N
_/ _/ _/ S—s N
diethyldithiokarbamat disulfiram
s” © s
\ \ S \ / /

N + N + @ <_ N
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Obr. 7: Chemicka struktura a chovani antabusu (disu Ifiramu) vt éle a tvorba
jeho komplexu s m édi nebo zinkem

Antabus (disulfiram) je v téle metabolizovan na diethyldithiokarbamat. Antabus jevi vysokou

protirakovinnou aktivitu v komplexu s tézkymi kovy, jako je méd nebo zinek.

V dalsim vyzkumu bylo zjiSténo, Ze za protirakovinnym G¢inkem antabusu stoji
inhibice proteazomu. Méd se normalné vyskytuje v tkanich a séru mnoha typa lidské
rakoviny, kde je potfebn& pro angiogenezi, tedy vyvoji tumoru. Méd by proto mohla
spliovat ulohu zacileni léCiva pfimo na tumor. Po podéani netoxického antabusu
vytvari s médi komplex, ktery silné inhibuje proteasomalni aktivitu v bunécné linii
rakoviny prsu in vitro. Také spousti apoptdézu u ,nesmrtelnych“ rakovinnych bunék,
zajistuje tedy jejich smrt. Stép lidské rakoviny prsu byl viozen do my3i in vivo, kde
komplex antabusu s médi vyrazné& snizil rast tumoru o 74 %. Podobné vSak
reagovala i méd samotna. Protirakovinné ucinky souvisi s inhibici proteasomu, a tedy

I s vySe zminénou inhibici drahy NF-kB a také indukci apoptozy [75].
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Jak se zda, komplex antabusu se zinkem nebo médi je U€inny v pfipadé pevnych
nadoru na rozdil od bortezomibu. Proto je jeho mechanismus G¢inku velkou otazkou,
ktera je dnes intenzivné studovana.

Navrhem mechanismu G¢inku komplexu antabusu s meédi nebo zinkem je,
Ze se vaze na proteiny s JAMM doménou nachazejici se ve viku 19S proteasomu
[76]. JAMM doména je totiz velmi podobna doméné Vvazici kovy
v karboxypeptidase A [77]. Zde nejspiS dochazi k inhibici deubikvitinazy Pohl, ktera
byla jiz dfive navrhovana jako molekularni cil Ié¢Eby rakoviny [37].

Z hlediska rakoviny pankreatu se komplex disulfiramu se zinkem zatim osveédcil
v adjuvantni terapii pfi testu in vivo. Do mySi byl vioZzen Stép rakoviny pankreatu
rezistentni na gemcitabin a byl ji vpravovan antabus se zinkem v kombinaci
se standardnim cytostatikem gemcitabinem. Vysledky ukazaly kompletni potlaceni
rstu tumoru po osmi injekcich ve ¢tyfech tydnech [78].

Dnes jiz probihd 1. faze klinickych testl s €islem NCTO00742911 na Université
v Utahu, kde je pacientim srakovinou jater podavan antabus s glukonatem
médnatym. Pfedpokladané ukoncéeni je v Cervenci 2012 [79]. Pacienti dénné
dostavaji 250 mg disulfiramu bé&hem veclefe a glukonat médnaty s maximalnim
obsahem elementarni médi 8 mg béhem snidané. Doba podavani jednotlivych sloZzek
komplexu antabusu s médi je razna proto, aby komplex nevznikal ve stfevé, kde

pusobi toxicky, ¢imz vznikaji nezadouci ucinky [80].
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5. Klinické testy

Na zakladé vyzkumnych studii jsou v klinickych testech testovany nové zpuasoby
léCby, které jsou mnohdy posledni nadéji pacientd s pokrocilym stadiem rakoviny.
Klinické testy oveéfuji, zda jsou nové Iéky ucinné a bezpecné. Testuji se nové léky,
zpusoby lécby a kombinace Iékl, véetné kombinaci s operacemi, chemoterapii,
cilenou terapii a radioterapii [1]. Klinické testy se provadi az po ddkladném
preklinickém testovani zalozeném na hodnotnych informacich, poté jsou vysledky
prezentovany farmaceutickym firmam (investorim) a ty v pfipadé Uspéchu udéluji
finanéni prostfedky, Ccili grant. Klinickych testd se vétSinou castni pacienti
se specifickym zdravotnim stavem potfebnym pro testovani. V klinickych testech
obecné je urCovana ucinnost a efektivhost bud nové latky u pacientd s ur€itou
chorobou, nebo jiné davky Iékd, nez se bézné uzivaji. Dale mlze byt jiz podavany
lék testovan pro jiné vyuZziti, neZz bylo dfive schvaleno [81]. Podle [82] by se mély
sledovat pfipadné pozitivni Gcinky Iéku i na jind onemocnéni, kterymi pacient také
trpi. Snizi se tak cena, protoZe se uSetfi za vyvoj nového léku.

Na pogatku vyvoje nového lé&iva je syntéza novych chemickych latek. Cim vice
informaci je znamo o vzajemném vztahu mezi strukturou a u¢inkem, tim cilenégji Ize
hledat nové acinné latky. O biologickych ucincich nové latky informuji preklinické
testy. Pro prvni orientaci postacuji biochemicko-farmakologické testy nebo pokusy
na bunécnych kulturach, izolovanych burikach nebo organech. Tyto modely vSak
nikdy nemohou napodobit komplexni biologické déje probihajici v zivém organismu,
proto se musi potencialni IéCiva testovat na zvifatech. Teprve pokusy na zvifatech
demonstruji, zda se pozadovany ucinek latky skute¢né dostavi a zda se pfi tom
neprojevi toxické ucinky. Sleduje se toxicita pfi akutnim a chronickém podavani latky,
mutagenita, kancerogenita nebo i teratogenita. Na zvifatech se musi zjistit, jak se
nova slou¢enina v organismu resorbuje, jak se rozdéluje vtkanich a jak se
z organismu eliminuje (farmakokinetika). Jiz v preklinickych pokusech na zvifatech se
jen velmi maly pocet testovanych slouCenin ukaze jako potencialné vhodny
pro pouziti u ¢lovéka. Klinické testy zacinaji I. fazi u zdravych pokusnych osob, aby
se zjistilo, zda se ucinek pozorovany u zvifat dostavi také u lidi. Stanovuje se vztah
mezi davkou a uc€inkem. V Il. fazi se latka poprvé podava jako potencialni lécivo

v predpokladané indikaci vybranym nemocnym lidem. Jestlize se prokadze dobra
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acinnost a nepatrny vyskyt nezadoucich ac&inka, nésleduje Ill. faze, vniz se
na vétSim podtu pacientu srovnava terapeuticka ucéinnost nové latky se standardni
terapii [83]. Ve Il. a lll. fazi klinickych test( se vyuziva tzv. randomizované studie,
kde je ndhodné urceno, jestli bude pacient dostavat testovanou latku nebo placebo.
Placebo je faleSny lék bez ucinku, ktery umozfiuje ukazat Ucinek testované latky.
V téchto fazich klinickych testu je také vyuzivano dvojité zaslepenych testa, kde l1ékar
ani pacient nevi, jestli je pacientovi podavana testovana latka nebo placebo. Tuto
informaci ma pouze sponzor klinickych testu, ktery ji pak poskytne vyzkumnikam [81].
Jako urcitad forma pokusu na lidech musi byt klinické testy novych Ié€iv kontrolovany
a schvalovany pfislusnymi etickymi komisemi v souladu s mezinarodnim etickym
kédem. V pribéhu Klinickych testl se prokaze neupotfebitelnost mnoha testovanych
latek. Tak nakonec asi z 10 000 nové syntetizovanych latek zbyde pouze jedna
vhodna jako lécivo. Schvalovaci fizeni pro nové IéCivo probihd na zakladé zadosti
vyrobce na Urovni statniho Ufadu. Zadatel musi na zakladé pokusnych vysledkd
preklinickych a klinickych testt prokazat, Ze nové Ié€ivo odpovida kretériim ucinnosti
a nezavadnosti. Po schvaleni a registraci smi byt nové lé€ivo s obchodnim nazvem
uvedeno na trh jako lék. BEhem vSeobecného pouzivani se dale sleduje, zda se
léCivo osvédCuje, coz je IV. faze klinickych testu. Teprve mnohaleté pozorovani
umozniuje stanovit skute¢né terapeutické hodnoty noveho léku [83].

Vyvoj nového léku je tedy velmi draha a dlouhodoba zélezitost. Odhaduje se, Ze
vyvoj jednoho nového Iéku stoji asi 800 miliond americkych dolart a trva prdmérné
15 let. Navic se ¢im dal vic zvySuje mnoZstvi penéz, které proteCou klinickymi testy
[84]. Béhem 90. let selhalo 70 % onkologickych I1éCiv ve Il. fazi a 59 % ve lll. fazi
klinickych testd [85]. Finanéni prostfedky pro Kklinické testovani poskytuji
farmaceutické firmy, které své penize ziskavaji zpatky prodejem novych uspésnych
léku, které jsou tim padem drahé [84].

Velkym problémem je vSak fakt, Ze antabus ma jiz své vyuziti v Ié¢bé alkoholismu a
nelze znovu patentovat. Farmaceutické firmy by tedy neziskaly zpét penize, které by

vlozily do klinickych testd pro vyuziti antabusu v protirakovinné Ié¢bé [86].
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6. Neziskovy |ék — antabus

Vzhledem k vysoké cené a dlouhodobosti vyvoje nového IéCiva by se mély znovu
prozkoumavat Uginky jiz schvalenych lékd. V mnoha pfipadech se jiz stalo, ze 1ék byl
puvodné uznan pro lé€bu Uplné jiné nemoci, nez na kterou se pak pouzival. Tento
pFistup by vyrazné zkréatil dobu testovani a hlavné zlevnil klinické testy [87]. Léky,
které jsou jiz pouzivany, by mohly byt vyhodnoceny uz ve Il. fazi klinickych testa,
¢imz by se uSetfilo 40% z celkové ceny Klinickych testll [84]. Podle [86] je vSak
vyvijeno malé Usili pro znovu zucéelnéni starych, jiz uznanych Iéka. Mély bychom
vyvijet levné léky pro vdZzné nemocné pacienty nez drahou lécbu, kterd jen kratce
prodlouzi pacientovi Zivot [88].

Jednim zpusobem, jak pouzivat 1€k pro novy Ucel, je ho znovu patentovat. AvSak
tento systém je neefektivni, protoZze léky budou pofad drahé a nedostupné
pro mnoho lidi nejen v chudych zemich svéta. Slibnym pfistupem, jak pouZzivat léky
s novym Ucelem, a pfitom je znovu nepatentovat, je ziskani financnich prostfedku
na klinické testy od vlady nebo charitativnich organizaci. Tento pfistup vede
k zlepSeni zdravotnického systému a zaroven k vyvoji levnych neziskovych Iéka
dostupnych vS8em lidem po celém svété [86]. Jednou ztakovych charitativnich
organizaci je GlobalCures podporujici vyvojem neziskovych lékd proti rakoving.
Zakladatelkou této iniciativy je Vidula Skhutme, kterou k tomu vedla nepfijemna
zkusnost, kdy jeji kamaradka onemocnéla rakovinou prsu a nebylo mozné ji vylécit
dostupnou chemoterapii. GlobalCures ziskava penize vefejnou dobrodinnosti. Tato
neziskova organizace mnohem vic dba na kvalitu |éCiva a pacienty nez
farmaceutické firmy, které se orientuji hlavné na zisk z prodeje 1éCiv [89].

Pokud by vSak neziskovy Iék v klinickych testech selhal, penize od viady a
charitativnich organizaci by byly promarnény. Proto musi byt peclivé vybran startovni
pfipad ve vyvoji neziskovych lékd. V tomto smyslu je vhodnym kandidatem antabus
[86]. Pacienti s rakovinou mohou ziskat jednu 500mg tabletu antabusu denné za 1-2
americkych dolart, coz znamenda, Ze ro¢ni lé¢ba antabusem by stala pouhych
550 americkych dolar [90]. Antabus jako stary lék proti alkoholismu a novy proti

rakoviné by se mél stat startovnim pfipadem pro vyvoj neziskovych léku [91].
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7. Cil prace

Cilem experimentélni prace bylo zjistit, jaka je cytotoxicita bortezomibu vuci vybrané
bunécné linii odvozené od karcinomu slinivky bfiSni. Porovnat ji s cytotoxicitou
alternativniho inhibitoru proteazomu diethyldithiokarbamatem médnatym, coz je
synteticky komplex antabusu s médi. Z&aroven porovnat cytotoxicitu jednotlivych
sloZzek komplexu: samotného diethyldithiokarbamétu ve formé diethyldithiokarbamatu
sodného a samotné médi ve formé chloridu médnatého.

Cilem bylo také stanovovit hodnoty ICs, bortezomibu, diethyldithiokarbamatu
médnatého, diethyldithiokarbamétu sodného a CuCl,. Hodnoty ICsy pfedstavuji
koncentraci testovanych latek majici za nasledek 50% uhyn nebo sniZeni proliferace

u sledované bunécné linie [92].
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8. Material a metodika

8.1 Material

8.1.1 Biologicky material

- Adherentni bunécna linie odvozend od karcinomu pankreatu MIA-Pa-Ca-2.
Tato linie byla odvozena od nediferenciované lidské rakoviny pankreatu, ktera
byla ziskana od pétaSedesatiletého béloSského muze. Bunky jsou velké
s robustni cytoplazmou, maji vysoky stupen aneuploidie a maji tendenci rast

na sobé, eventuelné rostou volné v suspenzi [93].

8.1.2 Chemikélie

- CuClz, 307483-100G, Sigma-Aldrich

- Dezinfekce lzorapid, Oro-clean chemie

- Dimethylsulfoxid (DMSO), Sigma-Aldrich

- Dulbecco's Modified Eagle's Medium - high glucose; With 4500 mg/L
glucose, sodium pyruvate, and sodium bicarbonate, without L-glutamine,
liquid, sterile-filtered, cell culture tested, D6546-6X500ML, Sigma-Aldrich

- Fetal Bovine Serum; Heat Inactivated, sterile-filtered, cell culture tested,
F9665-500ML, Sigma-Aldrich

-  Komplexy diethyldithiokarbamatu sodného a diethyldithiokarbamatu
médnatého, Mgr. Boris Cvek Ph.D.

- L-glutamin G63921-VL, Sigma-Aldrich

- Penicilinn/Streptomycin (100ml), P11-010 PAA, The Cell Culture Company

- Triton-X 100, 37240, Serva

- Trypanova modf, T6146-256, Sigma-Aldrich

- Pro pfipravu roztokll byla pouZita deionizovana voda pfistrojem Aqua

osmotic.
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8.1.3 Roztoky

Médium (50 ml bovinniho séra, 5 ml penicilin/streptomycin, 5 ml
L-glutaminu)

Methyltetrazoliova sil (MTT) roztok: 3 mg MTT/ml PBS, Sigma-Aldrich
MTT rozpoustéci roztok: DMSO/ 1% NH3

PBS 10x (pH 7,4) NaCl 40g, KCI 1g, Na2HPO4 x12 H20 16,059, KH2PO4
0,1g

PBS 1x (pH 7,4) NaCl 4g, KCI 0,1g, Na2zHPO4x12 H20 1,605g, KH2PO4
0,019

Trypsin-EDTA solution; 0.25%, 2.5 g porcine trypsin and 0.2 g EDTA. 4Na
per liter of Hanks' Balanced Salt Solution with phenol red, sterile-filtered,
cell culture tested, T4049-500ML, Sigma-Aldrich

Z&sobni roztok bortezomibu 3,5 mM (w/v) DMSO, Bortezomib, Millenium
Pharmaceuticals

Zasobni roztok CuEt v DMSO (20 mM). Z davodu nizké stability byl roztok
komplexu pfipravovan vzdy pfed jednotlivymi experimenty.

8.1.4 Laboratorni vybaveni

0,5ml mikrozkumavky, Tubes for you

1,5ml mikrozkumavky, Tubes for you

2ml mikrozkumavky, Tubes for you

50ml centrifuga¢ni zkumavky, konické, Orange Scientific
epTIPS 0,1 - 10 pl, 2 x 500 Spicek, Eppendorf

epTIPS 2 - 200 ul, 2 x 500 Spic¢ek, Eppendorf

epTIPS 50 - 1 000 ul, 2 x 500 Spicek, Eppendorf
Immobilon®-P Polyvinylidene Difluoride membranes, Millipore
Kultivacni desti¢ky 96 jamkove, Orange Scientific
Kultivaéni lahev (75 cm?), filter cap, Orange Scientific
Petriho misky, Orange scientific

Plastové pipety, Orange scientific
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- Stfikacka plastové z PP pro jednorazové pouziti 2ml, Chirana

- stojany, Burkerova komurka, kahan, zapalova¢, gumoveé rukavice

8.1.5 Pristroje

- Inkubator Contherm, Novy zeland

- Laminarni box SafeFASTTop, faster, Italie

- Membranova pumpa, KNF-lab, Francie

- Mikroskop T2 103411, Olympus, CR

- Pipeta multi-kanélovéa (30-300 ul), biohit Proline plus

- Pipetovaci nastavec SWIFTPET+ (Pipeta floubox), PZ HTL S.A.

- Sada pipet (0,1-2,5 pl, 0,5-10 pl, 2-20 pl, 10-100 pl, 50-200 pl,
100-1000 pl), Eppendorf

- Spektrofotometr Tecan, Svycarsko

- Trepacka reax Top Heidolf, Némecko

- Vahy Kern ABS 80-4 , Némecko

- Vodni lazefi LCB 11(330 x270x380) LabTech, Ceska republika

8.2 Metodika: hodnoceni cytotoxicity — MTT test

8.2.1 Princip metody

MTT test je metoda umoznujici detekovat cytotoxicitu testované latky vici bunééné
linii. Testovana latka je rozpusténa v kultivaénim médiu, aby nedoSlo k inhibici
bunécného cyklu, pak je aplikovana pfimo na bunéénou linii. Bunécna linie
s testovanou latkou je ponechana po ur€itou dobu (24 h, 48 h, 72 h) v inkubéatoru
pfi 37 T a 5% atmosfé fe CO2. Po uplynuti této doby je k buné&né linii pfidan roztok
Zluté tetrazoliové soli MTT-3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium-
bromid, ktery je metabolizovan mitochondrialnimi enzymy Zivych bunék
na nerozpustny fialovy formazan. Pfesnéji, mitochondrialni dehydrogenazy redukuji

Zlutou formu MTT na fialovy produkt. Mira zbarveni je pfimo Umérna viabilité

33



(Zivotnosti) bunék. Zbarveni je zméfeno spektorofotomtrem pfi 570 nm a z hodnot

absorbanci je vypocitana viabilita. Vyhodou této metody je jeji rychlost, jednoduchost

a nizka cena. Nevyhodou vSak je, Ze pfi opakovani mize vzniknout relativné vysoka

chyba méfeni. Tato metoda neposkytuje pfesné informace o tom, co se s bunkou

déje (cytotoxicky/cytostaticky efekt, popf. indukce proliferace) [94].

8.2.2 Postup prace

1) Kultivace bun ék

Adherentni bunéc¢na linie MIA-Pa-Ca-2 byla kultivovana ve stfedni plastové
kultivaéni lahvi (75cm?) s 15-20 ml média.

2) Pasazovani

Z kultivacni lahve bylo odsato médium a bunky byly proplachnuty 2-5 mi
1x PBS ohfatého na 37<C, nasledn & byl pfidan 1 ml trypsinu a kultivacni
lahev byla ponechana na 1 minutu v inkubatoru.

Poté bylo pfidano 9 ml média ohfatého na 37<C, kv uli neutralizaci trypsinu
a byly resuspendovany bunécéné shluky pomoci pipety.

Do kultiva¢ni lahve bylo vraceno 1 ml bunééné suspenze a bylo pfidano

15-20 ml nového média.

3) Pogéitani a vysev bun ék

Z bunécné suspenze bylo odebrano 10 pl a jiz v nesterilnim prostfedi bylo
pridano 90 pl trypanové modfi. Z této suspenze bylo odebrano dvakrat 5 pl
a vpraveno do kazdé ze dvou mrfizek Burkerovy komurky, poté byla
suspenze na mrizkach pfikryta krycim sklickem a pod mikroskopem byly
pocitany buriky v 5 étvercich kazdé mfizky, tj. 10 ¢tvercu dohromady.

Z primérného poctu bunék vjednom d&tverci bylo vypocitdno mnoZstvi
bunééné suspenze pro vysev do kultivacni destiCky tak, aby bylo v kazdé
jamce 25 000 bunék.

Osmikanalovou pipetou bylo do kazdé pozadované jamky kultivaéni
desticky vneseno 200 pul pfipravené bunécné suspenze. Kultivaéni desticka

byla ponechana pres noc v inkubatoru.
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4)

5)

Priprava roztok G

Kazda latka byla testovana ve ¢tyfech rlznych koncentracich v tripletu
(jedna koncentrace ve tfech opakovanich, tj. tfi jamky na 96 jamkové
kultivaéni desticky).

Ze z&sobniho roztoku bortezomibu (3,5 mM) byly pfipraveny roztoky
o koncentracich 0,001; 0,01; 0,1 a 1 mol/l, kde rozpoustédlem bylo DMSO.
Byl pfipraven zasobni roztok diethyldithiokarbamatu médnatého — CueT
(20 mM, Mr = 360 g/mol), navazka 0,00144 g CuET byla dopInéna 200 pl
DMSO. Ze z&sobniho roztoku byly pfipraveny roztoky o koncentracich 1; 5;
10; 15 mol/l, kde rozpoustédlem bylo DMSO.

Byl pfipraven zasobni roztok diethyldithiokarbamatu sodného - ET
(200 mM, Mr = 225,3 g/mol), navazka 0,09012 g ET byla doplnéna 2 ml
destilované vody. Ze zasobniho roztoku byly pfipraveny roztoky
o koncentracich 10; 25; 50; 100, kde rozpoustédlem byla destilovana voda.
Byl pfipraven zasobni roztok chloridu médnatého (800 mM,
Mr =170,5 g/mol), navazka 0,27 g byla doplnéna 2 ml destilované vody.
Ze zésobniho roztoku byly pfipraveny roztoky o koncentracich 400; 600;
800; 1000 mol/l, kde rozpoustédlem byla destilovana voda.

Vodné roztoky byly navic prefiltrovany pres sterilni membranu z divodu

mozné kontaminace deionizované vody.

Aplikace testovanych latek:

Z kazdého jednotlivého pfipraveného roztoku o rdznych koncentracich byl
vzdy odebran 1 pl a vloZen do pfipraveného 1 ml média, koncentrace tedy
byly v konéeném dusledku v pumol/l.

Z kultivacni desti¢ky bylo po Castech odsato médium a do kazdé jamky
s burikami bylo aplikovano 200 ul roztoku o étyfech riznych koncentracich
kazdé latky, vzdy v tripletu.

Dale bylo aplikovano 200 pl na jamku s bunkami od kazdé kontroly:
kontrola vlivu rozpoustédla: DMSO s médiem vpoméru 1:1000,
destilovana voda s médiem v poméru 1:1000, dale pozitivni kontrola:
Triton-X s médiem v poméru 300:700 a negativni kontrola: samotné
médium.

Kultivacni desti¢ka byla pak ponechana v inkubatoru 24 hodin.
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6) MTT test:

Kapalny obsah kultivaéni desticky byl odstranén a jamky byly promyty
100 pl 1x PBS, poté bylo aplikovano 100 pl Zlutého roztok MTT s médiem
v poméru 1:9, kultivacni desti¢ka byla inkubovana 45 minut, poté byl obsah
znovu odstranén a aplikovano 100 ul roztoku 1% amoniaku v DMSO.

Stupné fialového zabarveni u jednotlivych koncentraci jednotlivych latek
byly proméfeny spektrofotometrem (vinovda délka 570 nm), dle

prednastaveného protokolu pro MTT.
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9. Vysledky

V experimentu byla zjiStovdna cytotoxicita bortezomibu, CuET, ET a CuCl,
vuci bunééné linii odvozené od karcinomu slinivky bfiSni MIA-Pa-Ca-2. Doba
pusobeni testované latky byla 24 hodin. Kazda latka byla testovana ve d&tyfech
koncentracich, a to v tripletu (tfi jamky na 96 jamkové kultivacni desti¢ce). Hodnoty
absorbanci pro kazdou koncentraci byly zpramérovany a od této hodnoty odecten
blank, tedy pozadi, jez predstavovalo pramér hodnot absorbanci jamek, kde byl

aplikovan Triton-X. Viabilita bunék byla spocitana podle vztahu:
(vzorek — blank) / (kontrola vlivu rozpoust  édla — blank) x 100,

kde vzorek je pramér absorbanci po pusobeni dané latky o dané koncentraci, blank
je pramér absorbanci po plsobeni Tritonu-X a kontrola vlivu rozpoustédla je pramér
absorbanci po puasobeni rozpoustédla, v kterém byla dana latka rozpousténa, tedy
DMSO nebo destilovana voda.

Cely test byl proveden ve tfech na sobé nezavislych opakovanich. V nasledujicim

prehledu je ukazana viabilita bunék versus koncentrace testovanych latek.
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Tab. I: Zavislost koncentrace bortezomibu a viabili

ty bun ék

Koncentrace [umol/l]

Viabilita [%]

1. test 2. test 3. test pr amér
0,001 105 106 111 107
0,01 75 79 98 84
0,1 64 65 64 64
1 75 76 72 74
Graf 1: Viabilita bun ék po p asobeni bortezomibu
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Tab. II: Zavislost koncentrace CUET a viability bun

ék

Koncentrace [umol/l]

Viabilita [%]

1. test 2. test 3. test pr ameér
1 70 103 50 74
5 67 64 42 58
10 63 36 36 45
15 57 35 34 42
Graf 2: Viabilita bun &k po p tsobeni CuET
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Tab. lll: Zavislost koncentrace ET a viability bun  ék
Viabilita [%]
Koncentrace [umol/l]
1. test 2. test 3. test pr ameér
10 72 80 82 78
25 67 60 77 68
50 25 24 42 30
100 20 13 17 17
Graf 3: Viabilita bun &k po p tsobeni ET
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Tab. IV: Zavislost koncentrace CuCl

» a viability bun ék

Viabilita [%]
Koncentrace [umol/l] —
1. test 2. test 3. test pr umer
400 95 92 88 92
600 92 77 61 77
800 38 50 57 48
1000 13 38 34 28
Graf 4: Viabilita bun ék po p asobeni CuCl ;
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Hlavni parametr cytotoxicity na rakovinnych liniich je tzv. hodnota ICsy, cOZ je
koncentrace testovanych latek, pfi které je 50% viabilita bunék. Neboli koncentrace
testovanych latek majici za nasledek 50% uhyn nebo snizeni proliferace u sledované
bunécné linie [92]. Hodnota byla odectena z grafu linearni regrese zavislosti viability

a koncentrace testované latky podle programu ED50 plus.

Tab. V: IC50 testovanych latek

IC50 [umol/l] IC50 SD
latka
1.test | 2.test | 3.test | pramér | [pmol/l]
Bortezomib >1 >1 >1 >1 -
CuET >15 >15 >15 >15 -
ET 62 52 64 59 6,5
CuCl, 780 890 898 856 66,0

SD = smérodatna odchylka
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10. Diskuse

Cytotoxicita bortezomibu, CuET, ET a CuCl; byla testovana ve &tyfech koncentracich
vuc¢i bunécné linii odvozené od karcinomu slinivky bfiSni MIA-Pa-Ca-2. Doba
pusobeni testované latky byla 24 hodin. Test byl proveden ve tfech na sobé
nezavislych opakovanich.

Bortezomib byl testovan v koncentracich 0,001; 0,01; 0,1 a 1 umol/l, pficemz
primérna viabilita pfi koncentraci 0,001 pmol/l byla 107 %, pfi 0,01 umol/l 84 %,
pfi 0,1 umol/l 64 % a pfi 1 umol/l 74 %. Viabilita pfi koncentraci 1 umol/l byla
paradoxné vysSi nez pfi 0,1 pmol/ll [viz tab. 1. Vysledky nebyly pfilis
reprodukovatelné, a proto se nepodafilo ur€it pfesnou hodnotu ICsg. Vysledky vSech
tfi testl byly vSak podobné a jednotlivé kfivky zavislosti koncentrace a viability
vykazovaly velmi podobny prabéh [viz graf 1]. Pokud by bylo dosazeno hodnoty ICsg
bortezomibu, byla by vySSi nez 1 umol/l [viz tab. V]. AvSak ICsovySSi nez 1 umol/l je
pro bortezomib vysokd hodnota. Hodnoty ICsy bortezomibu jsou vétSinou nizsi
nez 1 umol/l, napf. ICso u bunécné linie odvozené od rakoviny prsu testované v nasi
laboratofi bylo 0,757 pumol/l [95]. Takto vysoka hodnota ICso ukazuje na moznou
rezistenci bunék rakoviny pankreatu MIA-Pa-Ca-2 viéi bortezomibu. Bortezomib byl
Vv jiné praci testovan na bunécné kultuire MIA-Pa-Ca-2 v kombinaci s gemcitabinem,
ktery se pouziva jako standardni |éCba rakoviny pankreatu. Ukazalo se, Ze pokud je
po gemcitabinu pfidan k bunécné linii bortezomib, zvySuje se citlivost bunék
ke gemcitabinu [96]. Bortezomib sam o sobé tedy neni pfiliS cytotoxicky pro buriky
rakoviny pankreatu, ale muze alespon zvySovat U¢inek gemcitabinu [50, 51].
Komplex antabusu smédi (CuET) byl testovan ve vySSich koncentracich
nez bortezomib, a to 1; 5; 10; a 15 umol/l. Primérna viabilita pfi koncentraci 1 pumol/l
byla 74 %, coz odpovida pramérné viabilité bortezomibu pfi stejné koncentraci,
pfi koncentraci 5 pmol/l to bylo 58 %, pfi 10 pumol/l 45 % a pfi 15 pmol/l 42 %
[viz tab. Il]. Pfi koncentraci 10 a 15 pumol/l je primérnd viabilita velmi podobna, muze
to souviset se Spatnou rozpustnosti CUET v médiu pfi vySSich koncentracich. Z grafu
2 [viz graf 2] je zfetelné, Ze jedna ze tfi kfivek (2. test) ma standardni pribéh a
ostatni maji spiSe pozvolnéjsi pribéh. Nepodafilo se zreprodukovat test ve tfech
nezavislych opakovéanich, nejspis z dlivodu Spatné rozpustnosti CUET v médiu a tedy

nepfesné koncentrace. Proto se ani zde nepodafilo ur€it pfesnou hodnotu ICsp.
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Pokud by bylo dosaZzeno hodnoty ICso CUET, byla by vy3Si nez 15 umol/l [viz tab. V].
Jestlize je vSak koncentrace CUuET vy3Si nez 15 pumol/l, vytvafi se v roztoku krystaly a
CUET se dale v médiu nerozpousti [vlastni pozorovani]. Doba plUsobeni CuET
na buriky rakoviny pankreatu MIA-Pa-Ca-2 vSak byla pouhych 24 hodin. Vysledky by
se mohly lisit, kdyby doba pUsobeni byla 48 nebo 72 hodin. Napfiklad pfi testovani
pterostilbenu na stejné bunécné linii rakoviny pankreatu MIA-Pa-Ca-2 byla
prokazana vyrazné sniZzena viabilita ve vSech testovanych koncentracich az
po 72 hodinach [97]. Vysledky se také mohou liSit, kdyZ je dana latka testovana
na bunééné kultufe nebo v Zivém organismu, jak uz bylo ukdzano ve ¢lanku [78], kde
komplex antabusu se zinkem v kombinaci s gemcitabinem vyrazné potlacil rust
nadoru pankreatu u mysi. Vysoka hodnota ICso CUET mlZe byt znamkou rezistence
bunék rakoviny pankreatu MIA-Pa-Ca-2 vi&i CUET. Rezistence je velkym problémem
u rakoviny pankreatu, zvlasté pak pfi hledani vhodné terapie [98].

Samotny diethyldithiokarbaméat (ET) vykazoval standardni pribéh zavislosti viability
na koncentraci ve vSech tfech pokusech [viz graf 3]. Jak je zfetelné z grafu, viabilita
bunék postupné klesa se zvySujici se koncentraci. ET byl testovan v téchto
koncentracich: 10; 25; 50 a 100 umol/l. Pfi koncentraci 10 pmol/l byla prdmérna
viabilita 78 %, pfi 25 umol/l 68 %, pfi 50 pumol/l 30 % a pfi 100 umol/l 17 %
[viz tab. Ill]. Testované koncentrace ET jsou vSak vysSSi nez u CuET, jelikoz je lépe
rozpustny nez CukT. Hodnota ICsy byla odeétena z grafu linearni regrese zavislosti
viability a koncentrace ET. Primérnd hodnota ICsp je 59 umol/l se smérodatnou
odchylkou 6,5 umol/l. [viz tab. V]. Tato hodnota je pomérné vysoka, a proto se da
usoudit, Ze je ET pro buriky rakoviny panktreatu MIA-Pa-Ca-2 malo toxicky.

Samotna méd jevila cytotoxicitu az pfi velmi vysokych koncentracich, které byly 400;
600; 800 a 1000 umol/l. Pfi koncentraci 400 umol/l byla pramérna viabilita 92 %,
pfi 600 pmol/l 77 %, pfi 800 pmol/l 48 %, pfi 1000 pmol/l 28 % [viz tab. IV]. Viabilita
bunék postupné klesd se zvySujici se koncentraci [viz graf 4]. Hodnota ICso byla
odectena z grafu linearni regrese zavislosti viability a koncentrace CuCl,. Primeérna
hodnota ICsp je 856 pmol/l se smérodatnou odchylkou 66,0 umol/l [viz tab. V]. Tato
hodnota je velmi vysoka a da se fict, Ze méd je pro buriky rakoviny panktreatu MIA-

Pa-Ca-2 netoxicka.
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11. Zaveér

Na bunécné linii odvozené od karcinomu slinivky bfisni byly testovany inhibitory
proteazomu bortezomib, ktery se jiz pouziva v klinické praxi [46] a alternativni
inhibitor proteazomu CUuET. Ani u jedné latky se nepodafilo stanovit pfesné hodnoty
ICs0. Vime vSak, Ze ICso bortezomibu je vySSi nez 1 pumol/l a ICso CUET je vysSi
nez 15 umol/l. Testovany byly také jednotlivé slozky komplexu CuET, kdy ET
vykazoval hodnotu ICsy 59 pmol/l a Cu?* 856 umol/l.

Kvali nereprodukovatelnosti vysledku bortezomibu a CuET neni mozné porovnat
jejich vzadjemnou cytotoxicitu, ani porovnat cytotoxicitu CuET s jeho jednotlivymi
slozkami, ET a Cu®".

Moznym ddavodem vysokych hodnot ICsy bortezomibu a CuET je rezistence bunék
rakoviny pankreatu MIA-Pa-Ca-2 k témto latkam. Rezistence je u rakoviny pankreatu
vSeobecné zavazny problém [98]. Rakovina pankreatu je velmi agresivni
onemocnéni a v soucasné dobé proti ni neexistuje Zzadna chemoterapie, ktera by ji

apiné vylécila [2].
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12. Seznam pouzitych zkratek

5-FU -5 - fluoruracil

19S - regulacéni ¢ast proteazomu

20S - proteolyticka ¢ast proteazomu

26S - multiproteinovy komplex proteazom

AAA ATPA&zy - ATPéazy spojené s raznymi bunéénymi aktivitami
AIDS - acquired immunodeficiency syndrome

bort. - bortezomib

CEP-18770 - inhibitor proteazomu, Cephalon & Cell Therapeutics Europe
CO2- oxid uhlicity

CuCl; - chlorid médnaty

CUET - diethyldithiokarbamat médnaty

DMSO - dimethylsulfoxid

DNA - deoxyribonukleova kyselina

DUB - deubikvitinaza

E1 - ubikvitin aktivujici enzym

E2 - ubikvitin pfenasejici enzym

E3 - ubikvitin-ligaza

E4 - polyubikvitinovy fetézec prodluzujici enzym

EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova

ET - diethyldithiokarbamat

ICs - half maximal inhibitory concentration

IKK - I-kB kinaza

[-kB - inhibitor NF-kB

JAMM/MPN - JAB1/MPN/Mov34 metalloenzyme

MALT- lymfom - mucosa-associated lymphoid tissue

MG-132 - inhibitor proteazomu

MIA-Pa-Ca-2 - bunéc¢na linie odvozena od karcinomu pankreatu, pancreatic cancer
MJD - protedzy Machado-Josephovy nemoci

MLN2120 - inhibitor proteazomu, Millenium Pharmaceuticals

MLN9708 - inhibitor proteazomu Millenium Pharmaceuticals
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MTT - methyltetrazoliova sul

NCTO00742911 - ¢islo Klinickych testd CUET v Utahu
NF-kB - nuklearni faktor NF-kB

NPI-0052 - inhibitor proteazomu, Nereus Pharmaceuticals
OUT - otubain proteézy (z rakoviny vaje¢niku)

PA700 - regulacéni ¢ast proteazomu

PBS - fosfatovy fyziologicky pufr

Pohl - Pad one homolog-1

PS-341 - inhibitor proteazomu, ProScript - bortezomib
Rpnll - Regulatory particle non-ATPase-like 11

Rrp6 - Ribosomal RNA Processing

SD - smérodatna odchylka

Ub - ubikvitin

UCH - ubikvitin C-terminalni hydrolazy

UPS - ubikvitin proteazomovy systém

USP - ubikvitin specifické protézy

a1-7, B1-7, B1-7, d1_7 - podjednotky proteazomu

KB — sekvenéni misto v DNA
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