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SOUHRN

Inhibice cyklin-dependentnich kinas (CDK) je povazovdna za vhodnou strategii 1écby
rakoviny. V pribéhu poslednich 25 let byla vyvinuta celd fada inhibitori CDK, piicemz
nékteré z nich prochazi klinickym testovanim pro lécbu riznych typt rakovin a palbociclib
(PD-0332991, Ibrance) byl nedavno schvalen pro 1écbu metastazujici rakoviny prsu.
V soucasné dobé jsou noveé vyvijené inhibitory CDK testovany piedevsim vic¢i CDK1-CDK9
komplextim, kromé& toho jsou ale také profilovany vici Sirokému panelu dalSich kinas
pro stanoveni moznych nezadoucich cilii (tzv. off-targetl) v ramci kinomu. Nicméné méné
znami Clenové CDK rodiny, CDK10-CDK20, maji také dulezité biologické funkce a jejich
inhibice muze vést k nezddoucim vedlejSim uéinkiim, anebo by naopak mohla byt pro terapii
pfinosna. Teoreticka ¢ast diplomové prace se zabyva dulezitymi vlastnostmi CDK10-CDK20
a také metodami pro stanoveni inhibi¢ni aktivity a selektivity inhibitord proteinkinas.
Praktickd cast prace je zameéfena na srovnani odlisSnych metod pro stanoveni kinasové

inhibi¢ni aktivity s pouZzitim komeréné dostupnych CDK inhibitort.



SUMMARY

Inhibition of cyclin-dependent kinases (CDKs) has been considered as a strategy for
a treatment of cancer. A number of cyclin-dependent kinase inhibitors have been developed
during the last 25 years. Some of them have entered clinical trials for the treatment of different
types of cancer and palbociclib (PD-0332991, Ibrance) was recently approved for the therapy
of metastatic breast cancer. Currently newly developed CDK inhibitors are tested especially
against CDK1-CDK9 complexes. In addition, they are also profiled against broader panel
of other kinases from kinome to understand their possible off-targets. However, less known
members of CDK family, CDK10-CDK20, have been shown to have important biological
functions so their inhibition could lead to undesirable side effects or on the contrary it could be
beneficial for the therapy. The theoretical part of diploma thesis describes important properties
of CDKI10-CDK20 and methods for determining of inhibition activity and selectivity
of protein kinases inhibitors. The experimental part is focused on the comparing of different
methods for determination of kinase inhibition activity with using four commercially available

CDK inhibitors.
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1 UvVOD

Cyklin-dependentni kinasy (CDK) plni dilezitou funkci v celé fadé fyziologickych procest,
zejména v regulaci bunécného cyklu, transkripce, translace a apoptosy, ale i v procesech jako
je diferenciace, neurogeneze nebo spermatogeneze (Lim et Kaldis, 2013). Narusend aktivita
CDK je spojena s vyvojem celé fady nadorovych onemocnéni, coz ¢ini tyto kinasy atraktivnim
cilem pro vyvoj nizkomolekuldrnich inhibitori jako protinddorovych 1é¢iv (Malumbres
et Barbacid, 2009). Jejich terapeuticky potencidl vSak nespocivd pouze v 1écbé rakoviny,
aleiv lécb¢ diabetu, zanétlivych onemocnéni, kardiovaskuldrnich a neurodegenerativnich
chorob, onemocnéni ledvin a také infek¢énich chorob (Sdnchez-Martinez et al., 2015).

V prib¢hu poslednich 25 let byla vyvinuta celd fada inhibitori CDK jako
protinadorovych 1é¢iv. Rada z nich usp&$né prochézi klinickym testovanim a palbociclib (PD-
0332991, Ibrance) se stal v roce 2015 prvnim schvalenym lé¢ivem ze skupiny CDK inhibitort
a to na lécbu metastazujici rakoviny prsu (Beaver et al., 2015). Vyvoj CDK inhibitorti se
v soucasné dobé€ snazi zaméfit na latky s uzSim spektrem selektivity vici jedné nebo nékolika
CDK. Stanoveni selektivity a porozuméni spoleCnym aspektim spojenym s interakci
inhibitord s jednotlivymi CDK muze zna¢n¢ napomoct pii vyvoji selektivnéjSich inhibitort

(Smyth et Collins, 2009).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1  Cyklin-dependentni kinasy

Cyklin-dependentni kinasy spadaji do rodiny serin/threoninovych proteinkinas. Lidsky genom
obsahuje 21 gent kodujicich CDKI1-CDK20 (CDKI11 je kodovana 2 geny: CDC2LI
a CDC2L2) a 5 gent kddujicich vice vzdalenou skupinu proteini oznacovanych jako CDK-
like (CDKL). CDK se ucastni celé fady bunéénych procest, zejména regulace bunééného
cyklu a transkripce, ale i regulace translace, apoptosy, diferenciace a neurogeneze (Lim
et Kaldis, 2013). Katalytickd aktivita kinas je zavisld pfedev§im na vazbé pozitivnich
regulacnich podjednotek, ale i na pritomnosti CDK-aktivacnich kinas, CDC25 fosfatas
a na subcelularni lokalizaci CDK. Regula¢ni podjednotky znamé jako cykliny zajist'uji jejich
kinasovou aktivitu a substratovou specifitu. V nepfitomnosti cyklinu jsou typicky monomerni
a katalyticky neaktivni. Vazba odpovidajiciho cyklinu vede ke strukturnim zménam, které
umoziuji CDK fosforylovat cilové substraty a ucastnit se tak celé fady bunéénych procesii
(Lim er Kaldis, 2013; Malumbres, 2014). Vyjimku pfedstavuje CDKS, jez je schopna
interagovat s cyklinem D a E, nicméné pro jeji aktivaci je nezbytna vazba necyklinovych
proteint p35 a p39, které jsou exprimovany predevsim v mozku. Aktivita CDK je v bunkach
regulovana také negativné prostiednictvim dvou tfid endogennich inhibitord CDK, Cip/Kip
(napt. p21, p27, p57) a INK4 (napft. pl6, pl5, p18) (Kesavapany et al., 2004; Lim et Kaldis,
2013; Malumbres et Barbacid, 2009).

Podle evolu¢nich studii spadaji do 8 podrodin reprezentovanych skupinami
ozna¢ovanymi jako CDK1, CDK4 a CDKS, jejichZ ¢lenové fidi bunéény cyklus, a skupiny
CDK7, CDKS8, CDK9, CDK11 a CDK20, mezi které se tadi funkéni a transkripéni CDK
(Obr. 1). Avsak biologicka funkce a regulace mnohych z nich (pfedev§im CDK14-CDK20)
a stejn¢ tak funkce CDKL nejsou zcela objasnéné. Jednim z diivodu je, Ze jejich regulaéni
podjednotky ziistavaji neznamé nebo jsou dosud madlo prostudované. V pribéhu nekolika
poslednich let vsak doSlo ke znaénému pokroku v jejich poznani (Cao et al., 2014;

Malumbres, 2014; Mikolcevic et al., 2012a).
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Obr. 1: Evolucni vztahy cyklin-dependentnich kinas (upraveno podle Malumbres, 2014).

Podobné jako ostatni kinasy maji CDK strukturu zaloZenou na dvou doménach. Mala
N-termindlni doména se sklada predevsim z B-skladanych listi a z jediného a-helixu. Byva
oznacovan jako C-helix a obsahuje sekvencni motiv pro vazbu piislusného cyklinu. Mala
doména také obsahuje inhibi¢ni element bohaty na glycin (G-smycka). Velkd C-termindlni
doména je naopak bohatd na o-helixy a obsahuje aktiva¢ni element zahrnujici fosforylacné
sensitivni residuum v tzv. T-smycce. Mezi t€émito doménami se nachéazi aktivni ATP-vazebné
misto (Malumbres, 2014). Sekvenc¢ni motiv C-helixu pro vazbu cyklinu nebo podobnost
s jinymi CDK byly vyuzivany pro oznacovani tzv. ,,sirotCich* kinas, pro které dosud nebyla
identifikovana pozitivni regulacni podjednotka. V roce 1991 (Cold Spring Harbor Symposium
on Cell Cycle 1991) byla totiz sjednocena nomenklatura této kinasové rodiny, jejiz ¢lenové by
méli byt oznacovani jako CDK pouze tehdy, je-li dokazano, Ze jejich aktivita je zavisla

na vazbé regulacni podjednotky. Proto byly napi. CDK14 a CDK15 dlouhou dobu oznacovany
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jako PFTAIRE nebo CDK16-18 jako PCTAIRE (Malumbres et Barbacid, 2005; Malumbres
et al.,2009).

Cykliny pfedstavuji riznorodou skupinu vice nez 29 proteintt klasifikovanych
na zaklad¢ ptitomnosti konzervovaného motivu oznacovaného jako cyklinovy box. Hladiny
cyklinti se v pribéhu bunééného cyklu vyrazné meni a to regulaci jejich exprese a proteolyzy.
Degradace cyklinil je Siroce vyuzivanym zpusobem pro ukonceni aktivity kinas. Diky témto
oscilacim v pribéhu bunééného cyklu ziskaly nazev cykliny. Nicméné nékteti nové objeveni
¢lenové se oscilacemi nevyznacuji a podileji se na procesech nezavislych na bunééném cyklu
(Evans et al., 1983; Lim et Kaldis, 2013; Malumbres, 2014). Cyklinovy box je tvoien
pfiblizné 100 aminokyselinami vytvarejicimi 5 a-helixii. Nékteré cykliny maji ve své struktuie
2 cyklinové boxy. Jeden N-termindlni pro vazbu a aktivaci CDK a druhy C-termindlni, ktery
obvykle zajistuje spravné slozeni molekuly. N- a C-terminélni prodlouzeni vné CDK vazebné
domény maji rizné funkce vcetné¢ kontroly subcelularni lokalizace a stability proteinu.
Cykliny jsou pomérné rigidni molekuly, které vyznamné méni svou konformaci po vazbé
kinasy. Obecné plati, ze vykazuji mensi sekvencni podobnost nez CDK (Malumbres, 2014;
Mikolcevic et al., 2012a).

Lze je délit do 16 podrodin a 3 hlavnich skupin (Tab. 1) oznaCovanych jako skupina I
(cyklin B skupina), skupina II (cyklin Y skupina, do které patii regula¢ni podjednotky CDKS5
podrodiny) a skupina III (cyklin C skupina, do které spadaji regula¢ni podjednotky
transkripénich CDK) (Cao et al., 2014; Ma et al., 2013).

Tab. 1: Rozdéleni cyklinii do 3 hlavnich skupin (podle Cao et al., 2014; Ma et al., 2013).

Podrodina Clenové
Skupina I (cyklin B) Cyklin A,B,D,E,F,G,J,1,O
Skupina II (cyklin Y) Cyklin Y
Skupina III (cyklin C) Cyklin C, H, K, L, T, Fam58

2.2 Inhibitory CDK a jejich selektivita
V pribéhu poslednich 25 let byla vyvinuta cela fada inhibitort CDK jako potencialnich
protinadorovych lé¢iv. Patii mezi né derivaty piirodnich latek i latky syntetické, které se lisi

chemickou strukturou, ale sdili n€které vlastnosti. Lze je dé€lit na vysoce selektivni preferencéné
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inhibujici pouze nékteré CDK a panselektivni inhibujici $ir$i spektrum kinas (Krystof
et Uldrian, 2010; Peyressatre et al., 2015).

Prvni studie z 90. let minulého stoleti zabyvajici se vyvojem CDK inhibitorti byly
zaméfeny pfedev§im na cileni CDK1 nebo CDK2. Tyto dvé kinasy byly povazovany
za dulezité terapeutické cile v nadorovych bunkach a jejich biologie byla velmi intenzivné
studovana, zejména v oblasti mechanismu plsobeni, substratové specifity a vazebnych
partnerti. V roce 1993 byla také odhalena krystalova struktura CDK2 (De Bondt ef al., 1993),
kterd spolecné se znalosti aminokyselinové sekvence kavity enzymu vyznamné napomohla
vyvoji potencidlnich inhibitortt CDK oznacovanych jako inhibitory prvni generace, mezi které
patii napt. flavopiridol (Kaur et al., 1992), roskovitin (Havli¢ek et al., 1997), CGP74514A
(Imbach et al., 1999), CVT313 (Brooks et al., 1997) a dalsi (Obr. 2). Z divodu omezenych
znalosti o ostatnich CDK a nemoznosti stanovit jejich enzymovou aktivitu v biochemickém

testu, nebyla inhibi¢ni aktivita téchto latek vici ostatnim CDK testovana.

HN
NZ NN

Flavopiridol Roskovitin

Obr. 2: Chemicka struktura inhibitoru CDK z prvni generace.

Prvni generace inhibitor oznacovanych jako panselektivni se vyznacovala relativné
nizkou specifitou a ur¢itym omezenim v podob¢ nezddoucich vedlejsich uc¢inkt (Benson ef al.,
2007; Chen et al., 2005; Massard et al., 2011; Tong et al., 2010). Navzdory jejich slibnému
potenciadlu v in vitro testech na rtznych bunéénych modelech se v klinickych testech
vyznacovaly pouze nizkou ucCinnosti. Selhani panselektivnich inhibitort v klinice je
pfipisovano neobjasnénému a komplikovanému mechanismu ucinku, ktery vyplyva z nizké
specifity inhibitort, a mize vést k nezadoucim Uc¢inkiim a toxicité spojené s inhibici dalSich
kinas (Asghar et al., 2015; Smyth et Collins, 2009). Vyvoj protinadorovych 1é¢iv se proto

zamé&fil na inhibitory s uz§im spektrem selektivity vici jedné nebo nckolika CDK, aby se
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ptedeslo nepiedvidatelnym toxickym ucinkim. Tyto slouceniny pfedstavuji druhou generaci
inhibitort CDK a mnohé z nich se nachéazi v riznych fazich klinického testovani jako napf.
dinaciclib (SCH-727965) (Parry et al., 2010), roniciclib (BAY-1000394) (Siemeister et al.,
2012), AT7519 (Squires et al., 2009) a dalsi (Obr. 3). Palbociclib (PD-0332991, Ibrance)
(Obr. 3) se stal v roce 2015 prvnim schvalenym lé¢ivem ze skupiny CDK inhibitort.
V kombinaci s letrozolem je pouzivan nalécbu estrogen receptor-pozitivniho, HER2-

negativniho metastazujiciho karcinomu prsu Zen po menopauze (Beaver et al., 2015).

asoecen O

p N
= N
HN CF3 K/ Z N N7 ~
o A
N NS
{ ° X N™ N7 N

N
™ \O_

Dinaciclib Roniciclib Palbociclib

O

Obr. 3: Chemicka struktura klinicky testovanych inhibitorii CDK.

Velky potencidl maji také dalsi specifické inhibitory, které jsou uspéSné zkoumany
amohly by v budoucnu vstoupit do klinickych testd. Patfi mezi né¢ napt. THZ1 a jeho
naslednik THZ2 inhibujici CDK7 (Kwiatkowski et al., 2014; Wang et al., 2015) nebo
Senexin A (Porter et al., 2012) a cortistatin A (Pelish et al., 2015) inhibujici CDKS8 a také
méng prostudovanou CDK 19 (Obr. 4).

@ |
NH
HN
XN

L

THZ1 Senexin A Cortistatin A

Obr. 4:Chemicka struktura novych inhibitorii CDK.
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Stanoveni selektivity a porozuméni spolecnym aspektim spojenym s interakci
panselektivnich inhibitor mize zna¢né napomoct pii vyvoji selektivnéjSich inhibitort CDK.
Rada inhibitorti kinas klinicky pouzivanych pro 1é¢bu rakoviny neni selektivni vi&i jedné
kinase, ale vyznacuje se inhibi¢ni aktivitou vici ne€kolika kinasam. To mulze byt spojeno
s vy$$i ucinnosti latky v pfipad€, Ze tyto inhibované kinasy maji onkogenni potencial
a prispivaji k progresi nddorového onemocnéni, ale mize také potencidlné zvysovat riziko
nezadoucich ucinku a toxicity. Proto je diilezité objasnit, s jakymi biomolekularnimi cili mtze
latka interagovat a které enzymy miiZze inhibovat (Smyth ef Collins, 2009).

V soucasné dobé€ jsou nové vyvijené inhibitory bézné¢ testovany nejen vici dostupnym
CDK1-CDK9 komplexiim v kinasovych inhibi¢nich esejich, ale jsou také profilovany
proti Sirokému panelu dalSich kinas pro stanoveni moznych nezadoucich cili (tzv. off-targetl)
v ramci kinomu. Mezi takto testované CDK inhibitory patii napt. PHA767491 (Montagnoli
et al., 2008), AT7519 (Squires et al., 2009) nebo TG02 (Goh et al., 2012). Postupné se zajem
obraci také na kinasy CDK12 a CDKI13, které¢ nejsou béznou soucasti testii selektivity.
Inhibi¢ni aktivita vi¢i CDKI12 byla testovana napf. v pfipad€ inhibitort flavopiridol,
roskovitin, RO-3306, CVT313 (Bosken et al., 2014) a i-CDKO9 (Lu et al., 2015), viici CDK13
pak v pfipad¢ slouceniny flavopiridol (Greifenberg et al., 2016).

Neékteré z CDK inhibitori jsou komeréné dostupné a vyuzivané v fadé biologickych
studii. Zatimco nékteré inhibitory jsou precizné charakterizovany vcetné jejich dalSich
nezédoucich cilt, velkd vétSina véetné latek z prvni generace je dodavéana spolenostmi
s nedostatecnymi nebo nespravnymi informacemi o jejich selektivité, protoze v plvodnich
studiich nebyly tyto latky profilovany vici jinym CDK. Pouziti inhibitori s nezndmou nebo
chybné stanovenou selektivitou mlize vést k zavadéjicim zavérim, zvlasté pokud jsou pouzity
pro studie biologickych procest spojenych s funkci nekteré CDK.

Roskovitin byl dfive povazovan za relativné specificky inhibitor CDK1, CDK2
a CDKS5, nicméné pozdé¢jsi studie poukdzaly na to, ze mulze inhibovat také transkripci
prostiednictvim inhibice CDK7 a CDK9 (Ljungman et Paulsen, 2001), a proto je dnes
povazovan za panselektivni CDK inhibitor. Nicméné se mizeme setkat se studiemi, ve kterych
je roskovitin bran jako specificky inhibitor ur¢it¢ CDK. Naptiklad pfi objasiiovani role CDKS5
v procesu fosforylace androgenniho receptoru byl pouzit jako CDKS5 inhibitor bez jakékoliv

zminky o jeho aktivité vici ostatnim CDK (Hsu et al., 2011).
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Jinym ptikladem jsou latky CGP74514A (Imbach ef al., 1999) a RO-3306 (Vassilev
etal., 2006), které jsou prodavany jako specifické CDKI inhibitory, ale ptekvapivé se
vyznacuji odlisSnym biologickym ucinkem spojenym s inhibici CDK v n¢kterych
experimentech (Pernicova ef al., 2014; Kang et al., 2014; Jorda et al., 2015). Tyto poznatky
mohou vést k zaveru, Ze specifita téchto inhibitorti by mohla byt odliSna. Navic, na rozdil

od roskovitinu, tyto dva inhibitory nikdy nebyly dale profilovany na $ir§im panelu CDK.

2.2.1 Studium selektivity inhibitori CDK
V soucasné dobé existuje cela fada metod, které napomdhaji pifi studiu a vyhodnoceni
selektivity inhibitorit CDK. Rada z nich je zaloZena na stanoveni interakce a vazebné afinity
nebo méfeni inhibi¢ni aktivity latek vici jednotlivym kinasam apod. Na zéklad¢ informaci
ziskanych témito metodami a jejich vzajemnym porovnanim lze stanovit selektivitu inhibitori.
Jedna z prvnich a nejcastéji pouzivanych eseji je zaloZzena na inkorporaci radioaktivniho
izotopu fosfatu do substratu, pfi¢emz zdrojem je [y-"PJATP nebo [y-">P]JATP. Diky tomu lze
detekovat fosforylaci substratu katalyzovanou ptisluSnou kinasou a také jeji ptipadnou inhibici
pusobenim inhibitoru (Hastie et al, 2009; Smyth et Collins, 2009). Tato metoda se vSak
vyznacuje urcitymi omezenimi, kterd vyplyvaji z potfeby dostate¢ného mnozstvi radioaktivity
a také nutnosti specializované likvidace. Nicmén¢ hladinu fosforylace v kinasové eseji lze
stanovit 1 pomoci specifickych protilatek rozliSujicich fosforylované formy substratu.
Vyuzivany jsou také fluorescencni a luminiscencni eseje, které jsou snadno automatizovatelné
a pouzitelné pro HTS. AvSak fada organickych sloucenin je zbarvenych nebo fluorescencnich
a mohou tedy interferovat s vysledky (Gribbon et Sewing, 2003; Ma et al., 2008). Dalsi
moznost predstavuji eseje zalozené na zméné mobility substratu. Fluorescenéné znaleny
substrat se po fosforylaci vyznacuje zapornéjSim ndbojem a tedy iodliSnou mobilitou
pfi elektroforetické separaci narozdil od substratu nefosforylovaného (Ma et al., 2008).
Selektivitu lze také studovat na zdkladé stanoveni vazebné afinity inhibitoru pro danou kinasu
napf. pomoci kompetitivni vazebné eseje nebo afinitni chromatografie ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii (Lebakken et al., 2007; Slon-Usakiewicz et al., 2005).

Ne vSechny kinasy vsak Ize pouzit v biochemickych esejich v jejich plné délce. Nekteré
napiiklad mohou vyZzadovat odebrani nékterych sekvenci. Takto zménény protein se vSak

muze vyznacovat odliSnou aktivitou od nativniho enzymu, coz se miize projevit ve vysledném
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profilu selektivity (Smyth et Collins, 2009). Alternativni metodou pro profilovani kinas
v nativnim systému je ,,Native kinase capture immunoblot®, ktera vyuZzivd chemickych prob
zalozenych na struktufe ATP a ADP s biotinem navazanym pies acyl-fosfatovou vazbu. Tyto
chemické proby kovalentné modifikuji lysinové residua v ATP-vazebném misté v podstaté
vSech proteinkinas a také dalSich proteinti vazajicich ATP. Kinasy, které nejsou po pisobeni
latky inhibovany, jsou v bunécném lyzatu naznaCeny chemickou probou a mohou byt
vychytany streptavidinovou agarosou, eluovany a analyzovany metodou western blotting
s naslednou imunodetekci. Na stejném principu je zaloZena i metoda KiNativ (z angl. ,,Native
kinome profiling*), kterd vSak vyuzivd detekci hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS)
(Patricelli et al., 2011; Pelish et al., 2015). Timto zplsobem byla napiiklad stanovena
selektivita cortistatinu A via¢i CDKS8 a CDK19 (Pelish et al., 2015).

Interakci mezi inhibitorem a kinasami lze stanovit biofyzikdlnimi metodami jako je
napf. nukledrni magnetickd resonance zaloZend na stanoveni rychlosti relaxace jader
po pusobeni kratkého impulsu energie, ktery excituje jadra specifickych atomu. Dal§i metodou
je isotermickd titracni kalorimetrie, pii které je detekovan tepelny efekt uvolnény nebo
absorbovany pifi vazbé molekul, nebo také povrchovd plasmonova resonance (Lopez
et Makhatadze, 2002; Patrick, 2013). MST (z angl. ,,MicroScale Thermophoresis*) metoda je
zalozena na termoforéze, na fizeném pohybu molekul v mikroskopickém teplotnim gradientu.
Jakakoliv zména ve velikosti, ndboji nebo v hydratacnim obalu molekuly vede ke zméné
pohybu napfi¢ teplotnim gradientem a toho je vyuzivano pro stanoveni interakci. Pohyb
molekul je detekovéan a kvantifikovan pouzitim kovalentné navézanych fluoroforii a nebo je
vyuzivana vnitini fluorescence (Jerabek-Willemsen et al., 2014). Pomérné¢ zajimavou
biofyzikalni metodou je termodenaturacni esej (TSA), kterd je zalozena na teplotni stabilizaci
kinasy po vazbé inhibitoru. V této eseji byly pouzivany pievazné purifikované proteiny,
nicméné neddvno byla prevedena do bunécného uspotradani, ve kterém jsou zachovany
postransla¢ni modifikace, interakce s dalSimi proteiny a také subcelularni lokalizace nativnich
kinas. V tomto uspotfaddani se pak oznacuje jako bunécnd termodenaturacni esej (CETSA
z angl. ,,Cellular thermal shift assay*) (Huber ef al., 2015; Jafari et al., 2014; Martinez Molina
et al., 2013; Savitski et al., 2014).

V bunééném uspoiadani lze sledovat pomoci specifickych protilatek zménu

ve fosforylaci cilovych substratl kinas. Substrat vSak mulze byt fosforylovan i jinymi
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kinasami, pficemz inhibice jedné z nich se nemusi projevit. Také napf. retinoblastomovy
protein je fosforylovan na celé fad¢ mist a neni zcela jasné, kterym kinasam lze jednotlivé
fosforylace ptisuzovat. V piipadé latek inhibujicich CDK, které reguluji bunéénych cyklus, 1ze
pro ovéfeni selektivity vyuzit cytometrickou analyzu, pii které je sledovana zména distribuce
bun¢k v jednotlivych fazich cyklu. Napiiklad inhibice CDKI1 latkou RO-3306 je spojena
s vyraznym zablokovanim bunééného cyklu v G2/M fazi (Vassilev et al., 2006), zatimco
inhibice CDK4 a CDK6 latkou palbociclib (PD-0332991) je spojena s vyraznym G1 blokem
(Fry et al., 2004). Vyuzit Ize také specifickych bunécnych systémi, u nichz byl vyfazen gen
kédujici danou kinasu. Naptiklad selektivitu palbociclibu lze ovéfit na zakladé jeho pisobeni
vaci retinoblastomovy protein (Rb)-pozitivnim a (Rb)-negativnim nddorovym bunkam.
Dle pfedpokladané inhibice CDK4 a CDK6 se v piipadé Rb-negativnich bun¢k nevyznacuje
zadnou antiprolifera¢ni aktivitou, na rozdil od Rb-pozitivnich bun¢k (Fry et al., 2004).

Z dtuvodu zna¢nych omezeni téchto metod se pfi stanoveni selektivity inhibitorti nelze
spoléhat pouze na jednu metodu. Aktivita stanovend v biochemickych esejich by méla byt také
doplnéna metodami vyuZzivajicimi bunééné systémy, ve kterych je zachovéana nativni struktura
proteintl, jejich postranslacni modifikace, interakce i subcelularni lokalizace. Je tedy tieba

-----

et Collins, 2009).

2.3 CDK10-CDK20

Jak jiz bylo zminéno v pfedchozich kapitolach pii klasickych testech selektivity je kladen
diiraz predevS§im na dobie prostudované CDK1-CDK9. Nicméné s ptibyvajicimi znalostmi
o molekularnich mechanismech probihajicich v bunikach se ukazuje, ze CDK10-CDK20 maji
také dualezité role. Inhibice nékterych z nich by mohla byt pfinosnd pro terapeutickou
intervenci, anebo by naopak mohla pfedstavovat vyznamnou komplikaci spojenou
s nezadoucimi vedlejSimi Gcinky. Otazkou pak zlstava, zda se jiz diive objevené a studované
inhibitory nemohou vyznacovat také selektivitou vic¢i témto kinasam. Napiiklad inhibice
CDKI10 je spojena s nezadouci zvySenou aktivitou MAPK kinasové drahy (lorns et al., 2008),
zatimco inhibice CDK12 vede k potlaceni exprese kritickych reguldtorti genomové stability
a podporuje tak ndadorovou transformaci (Blazek, 2012). Naopak CDK20 je pifimym

mediatorem androgenové signalizace v bunikach hepatoceluldrniho karcinomu, ktery spousti
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Wnt/B-katenin signalni dréhu a stimuluje tak progresi nddorového onemocnéni. Androgenni
receptor, B-katenin a CDK20 tak ptedstavuji slibné cile pro vyvoj protinddorovych l1é¢iv (Feng
etal., 2011). Z téchto divodu by se pii vyvoji inhibitorti méla sledovat také selektivita vici

témto kinasam.

2.3.1 CDK10
CDK10 (PISSLRE) byla identifikovana dvéma nezévislymi studiemi v roce 1994. I pfes to,
ze regulacni podjednotka tohoto proteinu nebyla zndma, byla piivodné oznacovana PISSLRE
pfejmenovana na CDKI10 na zakladé charakteristickych vlastnosti spole¢nych pro CDK
(Brambilla et Draetta, 1994; Grafia et al., 1994). Az téméf o dvacet let pozdéji bylo zjisténo,
ze regulacnim partnerem je cyklin M. Interakce cyklinu s CDK10 pravdépodobné zvySuje
stabilitu obou proteinti a chrani kinasu ptfed ubiquitinem zprosttedkovanou degradaci.
V bunikach se CDK10 vyskytuje v né€kolika isoformach, které jsou kodovany stejnym genem,
jehoz nékteré transkripty podléhaji alternativnimu sestfihu. Isoformy se lisi lokalizaci a také
sekvencemi v termindlnich doménéch, nékteré¢ dokonce postradaji kinasovou doménu.
Isoformy kratsi nez CDK10 plné délky neinteraguji s cyklinem M. Je tedy pravdépodobné,
ze vykonavaji rizné funkce (Guen et al., 2013; Sergere et al., 2000). Cyklin M je kédovan
genem FAM58A4. Mutace vedouci k jeho zkradceni nebo absenci jsou spojeny se STAR
syndromem zplsobujicim vyvojové vady u Cloveéka. U heterozygotnich Zzen se vyznacuje
abnormalitami jako je syndaktylie, telecanthus, anogenitdlni a rendlni malformace ledvin
(Unger et al., 2008). Mutovany cyklin M neni schopen interagovat s CDK10, coz muze
souviset s patogenezi STAR syndromu (Guen et al., 2013).

Jedny z prvnich experimentii zabyvajici se CDKI10 poukazuji na jeji dilezitou roli
v bunééném cyklu a to v progresi G2/M faze. ZvySena exprese neaktivni CDK10 vede
k zablokovani bunééného cyklu praveé v G2/M fazi a k potlaceni rastu (Li et al., 1995).

V priiméru 70 % karcinomil prsu exprimuje estrogenovy receptor o (ERa) a vétSina
z nich je plné zavisl4 na estrogenové signalizaci (ERa"). ERa. plisobi jako jaderny transkripéni
faktor. Po vazbé¢ ligandu, kterym je estrogen, dochdzi ke konforma¢nim zménam umoziujicim
dimerizaci, vazbu na DNA a expresi cilovych gend. Diky této zdvislosti na estrogenové
signalizaci mohou byt karcinomy prsu efektivné 1é¢eny anti-estrogeny jako je tamoxifen nebo

inhibitory aromatasy, které zabranuji syntéze estrogent. Tamoxifen blokuje vazbu estrogenu
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na ERa a predstavuje tak ucinny prostiedek pro omezeni hlavni drahy odpovédné za aberantni
proliferaci bunék rakoviny prsu. Uéinnost tamoxifenu je vSak limitovana vyvojem lékové
resistence nadorovych bunck, kterd spociva v potlaceni exprese CDK10 pravdépodobné
aberantni methylaci v promotorové oblasti. Tato suprese umozituje nadorovym buitkdm obejit
zavislost na estrogenové signalizaci a proliferovat i v pfitomnosti tamoxifenu (lorns et al.,
2008; Guen ef al., 2013). Nicmén¢ novéjsi studie tento zpisob uml€eni nepotvrdila (Heller
etal., 2009). Transkripni faktor ETS2, ktery je dilezitym reguldtorem genové exprese
v pribéhu proliferace, diferenciace a vyvoje, interaguje s CDKI10 a je jejim piimym
substratem. Fosforylace dvou sousednich serinit ETS2 indukuje jeho degradaci proteasomem.
Umlceni CDK10 umoziuje transkripénimu faktoru ETS2 pozitivné regulovat expresi c-RAF
avede tedy k jeho zvySené expresi. Proteinkinasa c-RAF nasledné aktivuje komponenty
MAPK drahy vcéetné MEKI1, 2 a p42/p44 MAPK zvySujici expresi cyklinu D1. Tento
mechanismus je odpoveédny za resistenci rakoviny prsu vici endokrinni terapii (Bagella ef al.,
2006; Guen et al., 2013; Iorns et al., 2008; Kasten et Giordano, 2001).

Role CDKI10 v karcinogenezi byla studovana také v pfipadé hepatocelularniho
karcinomu (HCC), ktery se vyznacuje jeji snizenou hladinou. Pokud se obnovi exprese
CDK10 dochazi k potlaceni bunécné proliferace, k GO/G1 bloku bunééného cyklu a inhibici
migrace bunék HCC. Obnoveni exprese také zvySuje sensitivitu bunék HCC vuci
chemoterapeutikiim (cisplatina, epidoxorubicin) (Zhong et al., 2012). Podobné vysledky byly
pozorovany také v piipad¢ rakoviny varlat a ZluCovych cest a také u karcinomu nosohltanu
(Leman et al., 2009; Yu et al., 2012; You et al., 2013). Tato data poskytuji presvédcivé
diikkazy o tom, ze CDK10 miZe byt nadorovym supresorem a nabizi se tak jako potencidlni

terapeuticky cil pro 1é¢bu nékterych typt rakovinnych onemocnéni (Lim et al., 2013).

2.3.2 CDK11

Kratkd isoforma CDKI11 (PITSLRE, CDC2L1, CDC2L2) o velikosti 58 kDa byla
identifikovana a charakterizovana v roce 1990 (Bunnell ef al., 1990). V nasledujicich letech
pak bylo identifikovano né€kolik dalSich isoforem vcetné dlouhé isoformy o velikosti 110 kDa
(Xiang et al., 1994). Duplikaci na chromozomu 1 vznikly dva blizce piibuzné geny CDC2L1
a CDC2L2 koédujici nejméné 20 isoforem této kinasy. Dvé hlavni isoformy predstavuji

identické proteiny plné délky o velikosti 110 kDa, CDK 117", Oba geny se vsak vyznacuji
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také pfitomnosti sekvence IRES v kodujici oblasti transkribované mRNA, kterd umoziiuje
translaci kratsich alternativnich proteinii o velikosti 58 kDa, CDK11"**. Agkoliv s CDK 11"
sdili stejné sekvence véetné kinasové domény, isoformy maji odlisné funkce. CDK11°'"?
interaguje s cykliny typu L a lze ji detekovat ve vSech fazich bunééného cyklu. Vazebnym
partnerem CDK11"® je cyklin D3 a tato kinasa je prevazné exprimovana v G2/M fazi
bun&éného cyklu iniciaci translace ze sekvence IRES. Maximalni hladina CDKI1"®
je dosazena kratce pred vstupem buiiky do mitosy (Cornelis et al., 2000; Petretti et al., 2006;
Zhang et al., 2002). Pfi apoptose indukované TNFa, staurosporinem nebo Fas ligandem
dochazi k proteolytickému §tépeni CDK117°® a CDK11°'"" kaspasami. Vznika tak isoforma
o velikosti 46-50 kDa, kterd obsahuje katalytickou doménu a je zapojena do apoptotické
signalizace (Hao et al., 2011; Mikolajczyk ef Nelson, 2004).

Dlouhd isoforma CDKI11”'" interagujici s cyklinem L koordinuje transkripci.
Vyskytuje se ve velkém multiproteinovém komplexu obsahujicim RNA polymerasu II
anejméné¢ 4 transkripéni elongac¢ni faktory. Také se podili na zpracovani RNA
prostfednictvim fosforylace a interakce se sestfihovymi faktory (napi. RNPS1, SC35 a 9G8)
(Hu et al., 2003; Loyer et al., 2008; Trembley et al., 2002). CDK11"'"" je fosforylovana
kinasou CHK2 na pozici Ser737. Tato modifikace je nezbytnd pro homodimerizaci
CDK 117", ta viak neovliviiuje jeji kinasovou aktivitu a ani vazbu cyklinu L. Vyfazeni CHK2
z funkce vSak vyrazné redukuje sestiihovou aktivitu (Choi ef al., 2014). Umléeni CDK11°'"°
potlac¢uje bunécnou proliferaci a indukuje apoptosu bunck liposarkomu i osteosarkomu.
Z tohoto divodu miize byt slibnym terapeutickym cilem pro 1écbu téchto nadorovych
onemocnéni (Feng et al., 2015; Jia et al., 2014).

CDK11"® patii mezi mitotické CDK. Jeji kinasova aktivita je dileZita pro duplikaci
centriol, maturaci centrosomti, pro formovani bipolarniho vfeténka a kromé toho také
pro udrzeni koheze sesterskych chromatid. Umlceni této kinasy vede k mitotickym
abnormalitdm a k aktivaci mitotického kontrolniho bodu. Mitotické builky se vyznacuji
kratkymi nebo monopolarnimi vieténky a také snizenou centrosomdlni hladinou y-tubulinu,
PLK1 a Aurory A, tedy proteinti dulezitych pro nukleaci mikrotubulli a stabilizaci vieténka.
CDK"® také pravdépodobné souvisi s lokalizaci protein Bubl a Sgol na centromerach
pro udrzeni koheze sesterskych chromatid (Franck et al., 2011; Hu et al., 2007; Petretti et al.,
2006; Rakkaa et al., 2014). Kromé& toho se kratkéd isoforma CDK11 podili také na hormon-
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receptorové signalizaci. V komplexu s cyklinem D3 reguluje transkripéni aktivitu steroidnich
receptort, androgenového (AR), estrogenového receptoru (ER) a receptoru pro vitamin D
(VDR). CDK11"*® fosforyluje Ser308 AR a inhibuje tak jeho transkripéni aktivitu, zatimco
v piipadé ER a VDR receptorii podnécuje jejich ubiquitin-proteasomovou degradaci. Ztrata
aktivity CDK11”*a tedy i schopnosti potlacit funkci téchto steroidnich receptorti mize vést
k abnormalni proliferaci a k vyvoji nadorovych onemocnéni jako je rakovina prostaty nebo
prsu. Zvysena exprese této isoformy je obvykle spojena s lepsi prognézou onemocnéni (Chi

et al.,2009; Chi et al., 2014; Wang et al., 2009; Zong et al., 2007).

2.3.3 CDK12 a CDK13

CDK13 (CHED, CDC2LS5) byla identifikovana v roce 2000, zatimco CDK12 (CRKRS,
CRKR, CRK7) az o rok pozdéji (Ko et al., 2001; Marqués et al., 2000). Jde o neobvykle velké
kinasy, jejichz doménové slozeni je velmi podobné. Kinasové domény obou proteind jsou
tvofeny pfiblizn¢ 300 aminokyselinami a jejich sekvence se vyznacuji vysokou similaritou
(vice nez 93 %). Ob¢ CDK obsahuji PITAIRE motiv a mimo jiné také na arginin a serin
bohaté motivy, které se vyskytuji u sestfihovych faktorti a regulatorti sestfihu (Kohoutek
et Blazek, 2012). Protoze regulac¢ni podjednotky téchto CDK nebyly zpocatku zndmy, byly
oznacovany jako CRKRS a CDC2L5 (Ko et al., 2001; Marqués et al., 2000). Na zakladé
interakce s cyklinem L pfi jeho exogenné zvySené expresi, byl tento cyklin mylné povazovan
za regulacéni podjednotku CDK12 i CDK13 (Chen et al., 2006; Chen et al., 2007), avsak
novéjsi studie odhalily, Ze regulacnim partnerem téchto kinas je cyklin K (Bartkowiak et al.,
2010; Blazek et al., 2011).

CDK12 a CDKI13 spolu s CDK7, CDK8 a CDK9 spadaji do skupiny transkripénich
CDK. Podileji na fosforylaci C-termindlni domény (CTD) RNA polymerasy II (RNAPII),
kterd se vyskytuje na jeji nejvétsi podjednotce Rpbl. Tato doména obsahuje evolucné
konzervovany heptapeptid Y;S,P3T4SsPsS7, jehoZ seriny, tyrosin a threonin mohou byt
fosforylovany. Fosforylace CTD a také dalsi postransla¢ni modifikace spole¢né formuji tzv.
CTD kod, ktery je dalezity pro regulaci aktivity RNAPII v pribehu transkripce. Série riznych
modifikaci a konforma¢nich zmén CTD generuji konfigurace specifické pro vazbu
konkrétnich proteini. CTD v podstaté¢ slouzi jako kostra pro vazbu proteinii dulezitych

v jednotlivych fazich transkripce a také koordinuje transkripci s dal§imi udalostmi nezbytnymi
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pro spravnou expresi geni. CDK9 byla dlouhou dobu povazovana za hlavni kinasu
fosforylujici Ser2 RNAPIIL, nicméné za tyto fosforylace je ze zna¢né Casti odpovédna také
CDK12. Vytazeni CDK12 z funkce vedlo k vyraznému poklesu fosforylace Ser2, stejné tak
v ptipad¢ vytazeni cyklinu K. Pokud vSak byla vyfazena CDKI13, pokles fosforylace Ser2
nebyl zaznamenan, nicméné doslo k mirnému poklesu v celkové fosforylaci CTD (Bartkowiak
et al., 2010; Blazek et al., 2011; Buratowski, 2003; Buratowski, 2009; Kohoutek et Blazek,
2012; Peterlin et Price, 2006).

CDK12 reguluje expresi malé skupiny genti, kterd zahrnuje prevazné dlouhé, komplexni
geny vcetné genll zapojenych do odpovédi na poskozeni DNA (DDR z angl. ,,DNA damage
response®). DDR je komplexni signdlni draha dilezitad pro udrzeni genomové stability. Tato
stabilita je nezbytna pro pfeziti bunék a ochranu organismu pied vznikem fady onemocnéni
véetné rakoviny. DDR je schopna detekovat poSkozeni DNA a replikacni stres a vyvolavat
nalezitou bunéénou odpovéd’. Vytazeni CDK12 z funkce vede k poklesu exprese kritickych
regulatorti genomové stability, konkrétné BRCA1, ATR, FANCI, FANCD2, avSak umlceni
CDK13 nevede k zadnym signifikantnim zméndm v hladiné téchto proteint (Ciccia et al.,
2010; Blazek et al., 2011; Blazek, 2012). Udrzovani genomové stability je také vyznamné
v priibéhu ¢asného embryonalniho vyvoje. Poskozeni DNA vyskytujici se v prib¢hu replikace
jsou velmi Casta u mySich embryonélnich bunék a jejich oprava je dilezita pro uspésny vyvoj
embrya. CDK12 ovlivilyjici expresi n¢kterych DDR genli mé tak nepfimo vliv na G¢innost
reparace DNA. Vyfazeni cyklinu C zfunkce u mysich embryi vede k letalité¢ kratce
po implantaci. To naznacuje, ze CDKI12 a/nebo CDKI3 v komplexu s cyklinem C hraji
dilezitou roli v pribehu embryonélniho vyvoje (Blazek et al., 2011; Juan et al., 2015).

Vzhledem k dtlezité roli CDKI12 pii transkripci a udrzovani stability genomu neni
ptekvapujici, Ze zména aktivity této kinasy byla identifikovdna u mnoha nadort. CDKI2
spolus BRCAI a BRCA?2 patfi mezi nejcastéji somaticky mutované geny v piipad¢ rakoviny
vajecnikl. Mutace postihujici kinasovou doménu obvykle zpiisobuji ztratu katalytické aktivity
CDK12, jez vede ke snizeni hladiny BRCA1 a dalSich proteint dileZzitych pro opravu DNA
prostiednictvim homologni rekombinace. NaruSeni funkce CDKI12 tedy zplsobuje defekty
opravnych mechanismli a mize vést k rozvoji rakoviny vajecnik (Bell ef al., 2011; Joshi
et al., 2014; Ekumi et al., 2015). V ptipadé rakoviny zaludku dochdzi k rozsahlym strukturnim

zméndm vedoucim ke genové fuzi CDKI2 s ERBB2 kodujicim receptorovou tyrosin kinasu
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HER2 (Zang et al., 2011), zatimco u rakoviny prsu dochazi ke spolecné amplifikaci téchto
dvou genti (Benusiglio et al., 2006). V soufasné dob¢ existuje pouze malo informaci
o klinické vyznamnosti CDK13. ZvySené hladiny CDK13 byly zaznamenany u pacient

s refrakterni anémii (Malcovati et al., 2009).

2.3.4 CDKI14 a CDK15

CDK14 (PFTAIREI1, PFTK1) aktivovana cyklinem D3 (Shu et al., 2007) a Y (Jiang et al.,
2009) byla poprvé identifikovana v roce 1997 v nervovém systému mysi. O n¢kolik let pozdéji
byla identifikovana také v lidském organismu (Lazzaro et Julien, 1997; Yang et Chen, 2001).
Na zékladé stanoveni interakce CDK 14 s cyklinem D3 a s p21“" inhibitorem byla pivodng
ozna¢ovana PFTAIRE1 nebo PFTKI1 pfejmenovana na CDKI14. Tyto tfi proteiny formuji
stabilni ternarni komplex, ve kterém cyklin D3 zvysuje aktivitu CDK14, zatimco p21P" ji
inhibuje. Soucasné bylo zjisténo, ze CDK14 ptisobi jako kinasa regulujici progresi G1/S fazi
bunééného cyklu a nadorovy supresor Rb byl navrzen jako jeji potencialni substrat (Shu ez al.,
2007). Druhym interagujicim cyklinem je cyklin Y, ktery je regula¢ni podjednotkou nejen
CDK14, ale i CDK16. Vyznacuje se N-termindlnim myristoylacnim signdlem umoziujicim
jeho ukotveni na plasmatickou membranu spole¢né s pfislusnou interagujici CDK (Jiang ef al.,
2009; Mikolcevic et al., 2012a).

Kinasova doména CDK14 se diky interakci s cyklinem Y dostava k plasmatické
membrané do tésné blizkosti svého substratu, kterym je transmembranovy koreceptor Lrp5/6
dilezity ve Wnt/B-katenin signalizaci (Davidson et al., 2009). Wnt/B-katenin signalni draha
kontroluje vyvojové procesy a také podporuje progresi bunééného cyklu zesilenim transkripce
cilovych genii kodujicich naptf. c-Myc a cyklin D. B-katenin a nékteré¢ dal§i Wnt reguldtory
navic reguluji formaci a orientaci mitotického vieténka a také segregaci chromozomu
(Davidson et Niehrs, 2010; Olmeda et al., 2003). Na pocatku signalizace Wnt ristovy faktor
interaguje s transmembranovym proteinem Frizzled, ktery nasledné oligomerizuje
s koreceptorem Lrp5/6. CDK14 v komplexu s cyklinem Y na ptelomu G2/M fézi fosforyluje
intracelularni doménu Lrp5/6 na pozici Ser1490, pti¢emz tato modifikace je nezbytné pro jeho
aktivitu. Fosforylovany Lrp5/6 brani fosforylaci B-kateninu, ktery se translokuje do jadra,
kde ptisobi jako koaktivator transkripce Wnt cilovych geni. Kromé toho se také ucastni

dilezitych procesti v mitose. V nepfitomnosti Wnt ligandu se vytvafi destrukéni komplex
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fosforylujici B-katenin, ktery je degradovan ubiquitin-proteasomovym systémem (Davidson
et Niehrs, 2010; Kaldis ef Pagano, 2009; Lim et Kaldis, 2013).

U fady nddorovych onemocnéni jako je napt. hepatocelularniho karcinom (Pang et al.,
2007), karcinom vajecnikii (Zhang et al, 2016) nebo rakovina prsu (Gu et al, 2015)
se CDK14 vyznacuje zvySenou expresi, kterd koreluje s agresivnéjsim fenotypem nadord,
se zvySenou pohyblivosti a migraci nadorovych bunék. V primarnich nadorech
hepatocelularniho karcinomu CDK14 aktivné fosforyluje TAGLN2 a inaktivuje tak jeho
supresivni efekt na polymeraci aktinu. Dal$im substratem CDKI14 je kaldesmon, coz je
vazebny protein aktinu, jehoz fosforylace je také spojena s modulaci aktinu a s migraci bunék.
Umlceni CDK14 potlac¢uje bunécnou proliferaci, migraci a invazi. Tato kinasa tedy zifejmé
podporuje proliferaci a zvySuje metastaticky potencidl malignich nddorti, nicméné presny
mechanismus dosud neni zndm (Leung et al., 2011a; Leung et al., 2011b; Zhang et al., 2016).

Prestoze CDK15 (PFTAIRE2, PFTK2, APFTK2, ALS2CR7) byla objevena jiz v roce
2001, patfi mezi velmi malo prostudované kinasy. Na zaklad¢ pfitomnosti konzervovaného
motivu PFTAIRE a okolnich sekvenci je velmi pravdépodobné, Ze je aktivovana cyklinovym
partnerem, a proto miiZe byt oznacovana jako CDKI15. S CDKI14 sdili 60% identitu
a predpoklada se, Ze mohou sdilet i urcitou substratovou specifitu. CDK15 je pravdépodobné
také zapojena ve Wnt/B-katenin signalizaci (Malumbres, 2009; Kaldis et Pagano, 2009;
Mikolcevic et al., 2012a).

Ligand TRAIL pfedstavuje slibny terapeuticky cil pfi 1é€bé rakoviny. Selektivné
indukuje apoptosu v riznych typech rakovinnych bunck, aniz by zplisoboval toxicitu
u normalnich lidskych bunck, a to riznymi molekuldrnimi mechanismy. Nicméné jeho
terapeuticky potencidl je limitovan v pfipad€ nckterych typl rakovinnych bunék, které jsou
resistentni vli¢i TRAIL indukované bunééné smrti. Pravé CDK15 ptispiva k resistenci téchto
rakovinnych bunck (Park et al., 2014). Prostfednictvim piimé vazby indukuje fosforylaci
antiapoptotického proteinu survivinu na threoninu v pozici 34, kterd je nezbytnd pro jeho
stabilitu. CDK 15 zvySuje expresi proteinti dilezitych pro pteziti bun¢k jako je pravé survivin
a také Bcl-2. Navic blokuje TRAIL indukovanou aktivaci kaspas 8, 3 a 9 a také Stépeni
proteinu poly(ADP-ribosa) polymerasa (PARP). Vytazeni endogenni CDK15 z funkce zna¢né
zvySuje citlivost bunék k TRAIL indukované bunééné smrti (O'Connor et al., 2000; Park
etal.,2014).

24



2.3.5 CDK16,CDK17 a CDK18

PCTAIRE (PCTK) kinasy byly identifikovany jiz vroce 1992 (Meyerson et al., 1992).
Predstavuji atypické CDK, které jsou charakterizovany kinasovou doménou s N- a C-
terminalnimi prodlouzenimi, kterd se vyrazn¢ odliSuji od ostatnich kinas. C-terminalni
prodlouzeni jsou vysoce konzervovana v ramci této skupiny (az 77% identita), zatimco N-
terminalni prodlouzeni se znacné odliSuji a pfedpokladd se, Ze definuji specifické funkce
jednotlivych clenti této skupiny (Hirose et al., 2000). Prodlouzeni hraji dilezitou roli
v protein-protein interakcich véetné interakce s cyklinem a také reguluji kinasovou aktivitu
(Mikolcevic et al., 2012b).

CDK16 (PCTAIREI, PCTK1) je nejlépe prostudovanou kinasou této skupiny, jejiz
regulacni podjednotkou je cyklin Y. Je fosforylovana na celé fad¢ mist. Fosforylace Ser153
a Ser119 N-terminalni domény zabraiiuje vazb¢é cyklinu Y a naopak vytvati vazebny motiv
pro protein 14-3-3. Potencidlni kinasou odpovédnou za tyto fosforylace je proteinkinasa A
(PKA). Udaje naznaluji, ze v zavislosti na fosforylaénim stavu se CDK16 muize vyskytovat
ve vazbé s cyklinem Y na cytoplasmatické membran¢é nebo ve vazbé s 14-3-3 v cytoplasmé
(Graeser et al., 2002; Mikolcevic et al., 2012b). Do regulace aktivity CDK16 je také zapojena
CDKS5 v komplexu s p35, se kterym CDK16 pfimo interaguje. Fosforylace prostfednictvim
CDKS5 zvysuje kinasovou aktivitu CDK16 (Cheng ef al., 2002). Tyto poznatky vSak pochazeji
z prvotnich studii o CDK16 a mnoh¢ aspekty zlstavaji stale neobjasnény.

Jako substrat CDK 16 byl identifikovan protein NSF, ktery je nezbytny pro vesikuldrni
transport a pro fuzi synaptickych vesikul s presynaptickou membranou. CDK16 interaguje
s NSF a ovliviluje jeho hexamerizaci prostfednictvim fosforylace a zajistuje jeho spravné
fungovani pfi fizi membran (Liu et al., 2006). Druha nezavisla studie odhalila interakci
CDK16 a tak¢é CDKI18 s Sec23p podjednotkou COPII komplexu uplatiiujiciho se
pti vesikularnim exportu z endoplasmatického retikula (Palmer et al., 2005). Tato zjiSténi
oteviela novou cestu ve studiu funkéni role CDK16 v nervovém systému. Genetické analyzy
provadéné s Caenorhabditis elegans identifikovaly CDKI16 jako dilezitou kinasu
pfi polarizovaném transportu presynaptickych proteinti k axonim a dendritim. Spole¢né
s CDKS jsou tyto kinasy nezbytné pro spravnou funkci neuronti (Ou ef al., 2010). Cyklin Y se
navic ucastni procesu synaptické eliminace, ktery je velmi jemné koordinovan

se synaptogenezi. K témto procesim dochdzi nejen pifi pocateni konstrukci nervovych
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obvod, ale 1 pfi modifikacich zralého nervového systému (Park et al., 2011). Zda ma CDK16
v savéim nervovém systému stejné funkce, dosud nebylo zjisténo a mohlo by to byt
zajimavym objektem pro dalsi studie.

Ve varlatech plni dilezitou roli v zavére¢nych fazich spermatogeneze. Mysi deficitni
na CDK16 se vyvijeji normaln¢ oproti kontrolnim jedinclim, jsou zivotaschopné, avSak mysi
samci jsou sterilni. Nedostatek CDK16 nema vliv na meiotické déleni, nicméné ptitomnost
této kinasy je nutna pro diferenciaci bun€k v koncovych fazich spermatogeneze. Vyslednym
fenotypem je astenozoospermie charakterizovand morfologickymi abnormalitami spermit,
které pfispivaji k neplodnosti. V somatickych buiikdch jsou nékteré CDK zfejmé schopny
prevzit funkci CDK16. Nejpravdépodobnéjsimi kandidaty jsou CDK17 a CDK18 nebo také
CDK14 a CDK15. Blizsi pochopeni funkce CDK16 ve vyvoji muzskych zarodecnych bunck
by mohlo napomoct ve vyvoji uinngjsich terapeutik pro 1écbu reprodukcnich dysfunkei
u muzt (Mikolcevic et al., 2012b).

Mimo jiné je také vysoce exprimovana v kosternim svalstvu a je pozitivnim
regulatorem myogenni diferenciace. Jednd se o vicestupfiovy proces nezbytny pro vyvoj
kosternich svali v priitbéhu embryonélniho vyvoje i1 postnatalniho zivota. Jednojaderné
myoblasty diferencuji do podoby protdhlych myocytl, jez nasledné migruji, adheruji a fuzuji
pro vytvofeni mnohojadernych myotubii a na zavér zralych svalovych vlaken. Promyogenni
ucinky CDK16 ziejmé spocivaji v regulaci migrace a fize myoblastl (Shimizu ef al., 2014).

Maligni melanom se vyznacuje zvysSenou expresi CDKI16, jejiz vyfazeni z funkce
potlacuje bunéény rist a vede k akumulaci naddorového supresoru p27, ktery patii do rodiny
endogennich inhibitord CDK. CDK16 interaguje s proteinem p27 a fosforyluje serin v pozici
10. Tato modifikace vede k jeho degradaci. Nizkd hladina p27 byla zaznamenana u celé fady
lidskych malignit a je spojena shor§i prognézou onemocnéni. Inhibice CDK16 vede
k obnoveni hladiny p27 a nasledn¢ k apoptose bunck maligniho melanomu a k celkovému
potlaceni ristu tumoru. CDKI16 by diky tomu mohla byt vyznamnym cilem pro vyvoj
inhibitord. Snizend proliferace nadorovych bunck v disledku umlceni CDK16 byla také
pozorovana u bun¢k rakoviny prostaty, prsu a délozniho ¢ipku, u kterych doslo k zablokovani
bunécného cyklu v G2/M fazi v souvislosti s deregulaci centrosomil a k nasledné apoptose.
Efekt uml¢eni CDK16 je tedy heterogenni u riznych nadorovych linii (Yanagi et al., 2014a;
Yanagi et al., 2014b; Yanagi et Matsuzawa, 2015).
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CDK17 (PCTAIRE2, PCTK2) je dalsi kinasou spadajici do skupiny PCTAIRE.
Predpoklada se, Ze je aktivovana regulacni podjednotkou, ta vSak stdle zlstavd neznama.
Interaguje s TRAP a s IK3-1/Cables, nicméné¢ zadna z téchto interakci nestimuluje jeji
kinasovou aktivitu (Mikolcevic et al., 2012b). TRAP se vyznacuje ptitomnosti 5 repetitivnich
tudor-like domén v sekvenci C-terminadlni domény. S CDK17 asociuje pravé prostiednictvim
této C-termindlni domény, ptfi¢emz pro vazbu postacuji pouze dvé tudor-like domény. Jednou
z funkci téchto domén muize byt pravé zajisStovani protein proteinovych interakci. TRAP je
také vazebnym partnerem CDK16 nikoliv v§ak CDK18. Tkanova a subcelularni lokalizace
TRAP koreluje s distribuci CDK17, ktera je exprimovana pfedev§im v mozku v termindlné
diferencovanych neuronech. Na zdkladé¢ asociace TRAP a CDK17 s mitochondriemi byla
vytvofena hypotéza, zda spolecné sdal§imi proteiny mohou mit roli v regulaci
mitochondridlni funkce v neuronech (Hirose et al., 2000). IK3-1/Cables interaguje s CDK17
a TRAP, nicméné neni zndmo, zda interaguje prostiednictvim TRAP nebo piimo s kinasou
a ani jak je tento protein zapojen do jejich funkce (Yamochi et al., 2001).

CDK18 (PCTAIRE3, PCTK3) je aktivovana vazbou cyklinu A2 a patii mezi velmi
malo prostudované CDK. Fosforylaci Ser12 prostfednictvim PKA se zvysuje jeji katalyticka
aktivita 1 bez ptitomnosti cyklinu a predpoklada se, ze tato fosforylace je nezbytna pro jeji
aktivaci. Kromé Ser12 PKA fosforyluje také Ser66 a Ser109. Tyto fosforylace by podobné
jako u CDK16 mohly vytvafet vazebny motiv pro protein 14-3-3. CDK18 interaguje také
s cyklinem E1, nicméné po jeho vazbé nedochazi k aktivaci kinasy (Matsuda et al., 2014;
Meek et al., 2004).

Gen CDKI8 je cilem chimérického syntetického CTS-1, ktery se chovéa jako
transkripéni faktor a je analogem proteinu p53. U bunék gliomu indukuje bunécnou smrt
a to nezavisle na hladin¢ endogenniho p53, nicméné biochemické drdha odpovédna za CTS-1
indukovanou smrt zdstavd neobjasnéna. CTS-1 pravdépodobné vyvolava specifické zmény
v expresi cilovych genii odlisné od zmén vyvolanych p53 a nebo vyvolava stejné zmény
ale v efektivnéj§im méfitku. Jednim z cilovych gentt CTS-1 je pravé CDK18§ a ptedpoklada se,
ze muze byt i cilovym genem p53. Adenoviralné zprostfedkovana exprese CDK18 v nékterych
nadorovych liniich odvozenych od gliomu inhibuje proliferaci a indukuje bunécnou smrt.

CDK18 tedy pfispiva k antigliomové aktivité¢ CTS-1 (Neumann et al., 2006).
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V mozkové tkani pacientd s Alzheimerovou chorobou byla zaznamendna aberantni
exprese proteinti bunééného cyklu a také zvysend exprese CDKI18. K patogenezi tohoto
onemocnéni piipiva hyperfosforylace proteinu Tau a amyloidového prekurzorového proteinu
prostiednictvim kinas. Pravé CDK18 plsobi jako jeden z efektorti téchto fosforylaci stimulaci
endogennich kinas nebo inhibici fosfatas. Hyperfosforylace zplisobuje agregaci Tau
a formovani vysoce organizovanych filamentovych struktur. Filamenta se akumuluji
v neuronech a pfispivaji k tvorb¢ neurofibrilarnich klubek a amyloidnich plakt, které jsou

hlavnimi patologickymi markery této choroby (Herskovits et Davies, 2006).

2.3.6 CDK19
CDK19 (CDC2L6, CDKS8-like, CDK8L) se vyznacuje vysokou sekven¢ni homologii s CDK8
(94% homologie katalytickych domén) a zfejmé& i funkéni podobnosti (Malumbres et al.,
2009). Ob¢ kinasy jsou aktivovany cyklinem C a jsou soucdsti medidtorového komplexu
zapojené¢ho v regulaci RNAPII v pribchu transkripce, nicméné ziejm¢é mohou fungovat
imimo medidtorovy komplex (Sato et al, 2004). Mediatorovy komplex funguje jako
molekularni most neboli proteinové spojeni mezi RNAPII, obecnymi transkripénimi faktory,
DNA-vazebnymi proteiny, transkripcnimi elongac¢nimi faktory a také proteiny interagujicimi
s chromatinem. Mediator je schopen integrovat tyto signaly pro zajisténi precizni kontroly
RNAPII a pro koordinaci procest spojenych s transkripci. Je tvofen 25-30 proteiny
areversibilné¢ asociuje s kinasovym modulem, jehoz soucéasti je CDKS8 nebo CDKI19
s cyklinem C. Tyto kinasy jsou schopny fosforylovat Ser5 CTD RNAPII v in vitro
podminkach, nicméné vyznam tohoto procesu in vivo neni zndm (Galbraith et al., 2010;
Galbraith et al., 2013; Malik et Roeder, 2010; Tsutsui et al., 2011). Je znamo, ze CDK8-modul
kompetuje s RNAPII o vazebné misto medidtorového komplexu a primarné byla tedy CDKS8
spojovana s represi transkripce, nicméné muze fungovat i jako pozitivni transkripéni regulator
(Fukasawa et al., 2012). Pfestoze CDKS8 i CDK19 asociuji s velmi podobnymi mediatorovymi
komplexy, je pravdépodobné, Ze nejsou funkéné zastupitelné. Odlisné slozeni CDK-moduli
pravdépodobné zvySuje regulacni diversitu a specifitu (Galbraith ef al., 2013).

Substratem kinas CDK3, CDKS8 a CDK19 interagujicich s cyklinem C je intracelularni
doména Notchl (ICNI1). Signdlni draha Notchl je vyznamnym faktorem ovliviiujicim

sebeobnovu a diferenciaci tkani a také koordinuje proliferaci, diferenciaci a zrani T-bunck.
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Aktivace Notchl je spusténa ligand-dependentnim Stépenim zplsobujicim uvolnéni ICN1
proteintl, které jsou translokovany do jadra, kde spousti expresi cilovych genti. CDK3, CDKS
a CDKI19 fosforyluji ICNI1, coz vede ke zvySené ubiquitinylaci a nasledné degradaci
proteasomem. NaruSeni této funkce stabilizuje ICN1 a zrychluje vyvoj T-bunécné akutni
lymfoblastické leukémie (T-ALL) u mysich modeld. Kodelece genu CCNC kodujiciho cyklin
C a genu CDK19 byla zaznamenéna u 10 % ptipadi T-ALL. Tyto poznatky podporuji teorii,
ze cyklin C, CDK3, CDK8 a CDK19 jsou naddorové supresory, jejichz naruSeni miize ptispivat
k rozvoji nékterych lidskych leukémii (Li et al, 2014; Trakala et Malumbres, 2014).
Nicméné u 50 % piipadd rakoviny tlustého stfeva dochézi k amplifikaci CDKS a také
ke zvySené expresi tohoto genu. Potlaceni exprese CDKS inhibuje proliferaci bun¢k tumoru
(Firestein et al., 2008). U pacientli s rakovinou prsu a vajecnikii koreluje zvySena exprese
cyklinu C a CDK8 s horsi prognézou (Porter ef al., 2012). Cyklin C, CDK8 a CDK19 tedy
v n¢kterych piipadech funguji jako nadorové supresory, v jinych jako onkogeny a z tohoto
diivodu by mélo byt peclivé zvazeno pouziti farmakologickych inhibitor v zavislosti na typu
tkané (Aleem et Arceci, 2015).

Cortistatin A (CA) se vyznacuje silnymi antiproliferacnimi vlastnostmi u nékterych
typll akutni myeloidni leukémie (AML). Je selektivnim inhibitorem mediatorovych kinas
CDKS8 a CDKI19, které potlacuji vysokou expresi klicovych nadorové supresorovych gent
asociovanych se ,,super-enhancery” (SE) v bunkdch AML (Cee et al., 2009; Pelish et al.,
2015). SE jsou tvoteny shluky transkripénich enhancerovych elementt a jsou husté pokryty
transkripénimi faktory, kofaktory, medidtorem a regulatory chromatinu. Jsou asociovany
predev$im s geny, které kontroluji a definuji bun&énou identitu. Ridi jejich expresi, ktera je
mnohem vys§i nez u genll asociovanych s klasickymi transkripénimi enhancery. Zatimco CA
indukuje zvySenou expresi klicovych SE-asociovanych gentit v CA-sensitivnich AML
bunéénych liniich, inhibitor I-BET151 inhibujici BRD4 naopak indukuje snizenou expresi
téchto genl, nicméné ma také antiproliferacni vlastnosti. Tyto poznatky ukazuji, Ze nékteré
leukémické bunécné linie jsou sensitivni jak viici zvySené, tak i snizené expresi téchto gent.
Mediatorové kinasy se tak mohou stat novym farmakologickym cilem pro vyvoj terapeutické
1écby nékterych typt AML (Boyer, 2015; Hnisz ef al., 2013; Pelish et al., 2015; Whyte et al.,
2013).
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2.3.7 CDK20

CDK20 (PNQALRE, CCRK, p42) byla identifikovana v roce 2004, nicméné prvni zminky
pochazeji jiz z roku 2000. Patii mezi ,,sirotéi” CDK, pro které dosud nebyl identifikovan
aktivujici cyklin. Vyznacuje se sekvencni homologii s CDK7, coz je CDK-aktiva¢ni kinasa
(CAK) dilezita jak pro bunéény cyklus, tak i pro regulaci transkripce. CDK20 je druhou CAK
v lidskych bunkéch, kterd je dulezita pro aktivaci CDK2. Fosforyluje CDK2 na pozici Thr180
v T-smycce a umoznuje tak progresi bunééného cyklu z G1 do S faze (Kaldis et Solomon,
2000; Liu et al., 2004; Tian et al., 2012). CDK20 také fosforyluje a aktivuje kinasy MAK
a MRK/ICK, které se velmi podobaji CDK2 (Fu ef al., 2006). Nicméné¢ jeji role v aktivaci
kinas je spornd z toho diivodu, Ze dalsi studie tuto funkci naopak vyvratila a podpofila teorii,
ze CDKY7 je doposud jedinou CAK, alesponl v buitkkdch HCT116 a U20S. Pii vytazeni CDK20
z funkce byla zaznamenana sniZzena bunécna proliferace, ale zadna redukce ve fosforylaci T-
smycky CDK2 (Wohlbold et al., 2006).

CDK20 je nadmérn¢ exprimovana u Sirokého spektra lidskych néadort jako je
glioblastom (Ng et al., 2007), karcinom vaje¢nikii (Wu et al., 2009), kolorektalni (An et al.,
2010) a hepatocelularni karcinom (HCC) (Feng et al., 2011) a byva spojovana s horsi
prognozou u pacientti. CDK20 pozitivné reguluje progresi bunééného cyklu a rast tumoru
a muze byt kandidatnim onkogenem u téchto typt rakovin a také potencidlnim prognostickym
markerem (Tian et al., 2012).

Feng et al. vsak zjistili, Ze v jatrech a v buitkach HCC je CDK20 pfimym mediatorem
androgenové¢ signalizace. ZvysSena exprese androgenového receptoru (AR) byla zaznamenana
u 60-80 % pripadi HCC. AR patii do skupiny steroidnich receptorti, které se chovaji jako
transkripcni faktory. Ligandem aktivovany AR se v podob& homodimeru vaZe na responsibilni
element v promotoru CDK2(0 a spousti tak expresi tohoto genu. NaruSend exprese CDK20
aktivuje Wnt/B-katenin signalizaci, coz vede k akumulaci B-kateninu, ktery je translokovan
do jadra, kde ptsobi jako koaktivator transkripce Wnt cilovych genii, stimuluje progresi
bunééného cyklu a indukuje tvorbu nadorti. Mezi Wnt cilové geny patii napi. EGFR a CCND]1
kédujici cyklin D1. Umléeni CDK20 vede ke sniZeni exprese téchto genl. B-katenin navic
také indukuje expresi a aktivitu AR a vytvaii se tak zpétnovazebnd pozitivni regulace.

Zvysena exprese AR koreluje s expresi CDK20 a také s horSi prognézou onemocnéni
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a stddiem tumoru. Kaskada AR, CDK20 a B-kateninu tak ptedstavuje slibny cil pro vyvoj

terapeutickych 1éciv (Feng et al., 2011).

2.3.8 Souhrn funkci CDK10-CDK20
V nasledujici tabulce 2 jsou shrnuty funkce CDKI10-CDK20, jejich alternativni nazvy

a regulacni podjednotky.

Tab. 2: Funkce CDK10-20, jejich alternativni nazy a regulacni podjednotky.

Alternativni

CDK . Cyklin Funkce
nazev
Regulace bunééného cyklu (G2/M),
CDKI10 PISSLRE M regulace transkripéniho faktoru ETS2
CDK] 17 PITSLRE D3 Formovani dé€liciho vieténka, koheze sesterskych
CDC2L1 chromatid, regulace transkrip¢ni aktivity AR, ER, VDR
CDK11°'? CDC2L2 L Regulace transkripce, zpracovani RNA
CRKRS .
CDK12 CRKR K rRegwl\,;lace ak;1v1t};) lg\liAPIrfi
CRK7 egulace exprese genil
CHED .
CDK13 CDCLS5 K Regulace aktivity RNAPII
PFTAIRE] D3 Rggulqce bunééného cyklu (Ql/ S), VVVVnt/ B-kgtemn
CDK14 signalizace, polymerace aktinu, buné¢na migrace
PFTK1 Y . .
a mvazivita
PFTAIRE2
CDK15 PFTK2 Regulace stability a exprese antiapoptotickych proteint
APFTK2 (survivin, Bcl-2)
ALS2CR7
CDK16 PCTAIREI v Vesikularni transport, funk¢nost neuronti, synapticka
PCTKI1 eliminace, myogenni diferenciace, degradace p27
PCTAIRE2
CDK17 PCTK2 Interakce s TRAP a IK3-1/Cables
CDK18 PCTAIRE3 A2 Efektor fosforylaci Tau a amyloidového prekurzorového
PCTK3 proteinu (Alzheimerova choroba)
CDC2L6
CDK19 CDKS8-like C Regulace transkripce, signalni draha Notchl
CDKSL
PNQALRE
CDK20 CCRK Wnt/B-katenin signalizace
p42
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3 CiL PRACE

Cilem teoretické c¢asti diplomové prace bylo vypracovat literarni reSersi tykajici se studia
selektivity inhibitord CDK a problematiky CDK10-CDK20.

Cilem experimentalni ¢asti diplomové prace bylo studium a zavedeni molekularné-
biologickych a biochemickych metod pro stanoveni inhibi¢ni aktivity a vyhodnoceni
selektivity inhibitord CDK. Pro studium byly vybrany slouceniny RO-3306 (Vassilev et al.,
2006) a CGP74514A (Imbach et al., 1999), které jsou komeréné dodavany spolecnostmi jako
vysoce selektivni inhibitory va¢i CDKI, a také latky i-CDK9 a LDCO000067, které jsou
na zaklad¢ prvotnich studii povazovany za vysoce selektivni viici CDK9 (Albert et al., 2014;

Luetal, 2015).
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4 MATERIAL

4.1 Pristrojové vybaveni

V experimentalni ¢asti diplomové prace byly pouzity nasledujici piistroje: CO, inkubator
(Sanyo), biologicky termostat BT 120M, termostat Thermomixer Comfort (Eppendorf),
inkubaéni tfepacka Excella 24 (Eppendorf), termocyklér MJ Mini (BioRad), vodni lazen,
flowbox s vertikdlnim proudénim vzduchu TC 48 (Gelaire), flowbox s horizontadlnim
proudénim vzduchu HH48 (Holten LaminAir), centrifuga BR4i (Jouan), centrifuga Minispin
(Eppendorf), mikroskop Nikon TMS (Nikon), mikrovinnd trouba, ultrazvukovy
homogenizator Sonopuls HD2200 (Bandelin), aparatura pro vertikalni elektroforézu Mini-
PROTEAN Tetra Cell (BioRad), blotovaci aparatura Mini Trans-Blot Cell (BioRad),
Nanodrop 2000c¢ (Thermo Scientific), UV-VIS spektrofotometr UV-1800 (Shimadzu),
chemiluminiscencni kamera LAS4000 (FujiFilm), laserovy skener FLA7000 (Fujifilm),
pratokovy cytometr Cell Lab QuantaTM SC-MPL (Beckman Coulter).

4.2  Pouzité chemikalie

V  praktick¢é casti  diplomové prace byly pouzity nésledujici  chemikalie:
ethylenglykoltetraoctova kyselina (EGTA), ethylendiamintetraoctovd kyselina (EDTA),
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), trypsin, streptomycin, penicilin, kanamycin,
glutamin, dimethylsulfoxid (DMSO), leupeptin, aprotinin, dithiothreitol (DTT),
fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), 4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonova kyselina
(HEPES), fluorid sodny, vanadi¢nan trisodny, ATP, akrylamid, N,N*-methylenbisakrylamid,
tetramethylethylendiamin (TEMED), peroxodisiran amonny, Triton X-100, Nonidet P-40,
bromfenolova modi, Coomassie brilliant blue, LB médium, SOC médium, agar, isopropanol,
thymidin, nocodazol, propidium jodid, polyethylenimin (PEI), Anti-flag M2 afinitni gel,
3xflag peptid, GST-CTD, histon H1 od firmy Sigma Aldrich; chemiluminiscen¢ni substraty
luminol a peroxid od firmy Thermo Scientific; hovézi sérovy albumin (BSA), fetadlni bovinni
sérum od firmy Invitrogen; tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), piperazin-1,4-bis(2-
ethansulfonové kyselina) (PIPES), Tween 20, glycin, [y-"P]ATP od firmy MP Biomedicals;
Ponceau S a 2-merkaptoethanol, polyethylenglykol 20000, ampicilin od firmy Serva; chlorid
hotecnaty od firmy Erba Lachema; KH,PO4, Na;B4O7.10H,0, chlorid draselny, chlorid
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manganaty od firmy Chemapol; ethanol, kyslina chlorovodikové, kyselina fosforecna,
hydroxid draselny, glycerol, dodecylsiran sodny (SDS) od firmy Lach-ner; kyselina octova,
chlorid sodny, hydroxid sodny, Na,HPO4.12H,O od firmy Penta; peptid RPPTLSPIPHIPR,
(YSPTSPS),KK od firmy Apronex Biotechnologies; rekombinantni CDK4/cyklin DI,
CDKS5/p35NCK, CDK7/cyklin H/Matl, CDK9/cyklin T1 od firmy ProQinase GmbH.

4.3  Pouzité roztoky

Pii experimentech byly pouzity nasledujici roztoky:

PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPO4.12 H,0, 2 mM KH,PO, (pH =7,4 - 17,5);
TBS: 137 mM NaCl, 20 mM TRIS (pH = 6,8);

Lyzacéni pufr RIPA: 20 mM TRIS (pH = 7,4), 100 mM NaCl, 2 mM EGTA, 5 mM EDTA,
0,2% Nonidet P-40 (pH = 7,4), pted pouzitim pfidan: 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 1 mM
Na3zVO,4, 1 mM NaF, 10 pg/ml leupeptin, 10 pg/ml aprotinin;

Lyza¢ni pufr pro imunoprecipitaci: 50 mM TRIS HCI (pH = 7,4), 150 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 1% Triton X-100, pied pouzitim pfidan: 1 mM PMSF, 1 mM Na3;VO4, 1 mM NaF,
10 pg/ml leupeptin, 10 pg/ml aprotinin;

10x promyvaci pufr: 0,5 M TRIS HCI (pH = 7.,4), 1,5 M NaCl;

Promyvaci roztoky pro cytometrické techniky: 1% BSA v PBS, 1% BSA v PBS s 0,1% Tween
20, 0,5% BSA v PBS a2 M HCl s 0,5% Triton X-100;

Kinasovy reakéni pufr A: 60 mM HEPES NaOH (pH = 7,5), 3 mM MgCl,, 3 mM MnCl,,
3 mM Na3;VOy, 1,2 mM DTT, 2,5 mg/50 ml PEG20000, ATP a [y-"P]ATP;

Kinasovy reak¢ni pufr B: 20 mM HEPES NaOH (pH = 7,9), 5 mM MgCl,, 2 mM DTT, 1 mM
ATP a [y-°P]ATP;

TE pufr: 10 mM TRIS, 1 mM EDTA, pH = §;

Elektroforeticky pufr: 25 mM TRIS, 192 mM glycin, 0,1% SDS;

Blotovaci pufr: 25 mM TRIS, 192 mM glycin;

Bradfordovo ¢inidlo: 0,01% Coomassie brilliant blue, 95% ethanol, 85% kyselina fosforecna;
5x SDS vzorkovaci pufr: 0,3 M TRIS (pH = 6,8), 10% SDS, 50% glycerol,
0,05% bromfenolova modt, 5% 2-merkaptoethanol;

Blokovaci roztok: 3% BSA v TBS s 0,1% Tween 20;

Ponceau S: 0,2% v 1% kyselin€ octové;
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Eluéni roztok: 0,1 M glycin (pH = 3,5);
3xflag peptid: 150 ng/ul v 50 mM TRIS HCI (pH = 7,4), 150 mM NaCl;
Agarové LB médium: na 11 LB média 10 g agaru.

4.4  Pouzité protilatky

V experimentalni casti diplomové prace byly pouzity specifické protilatky od firmy Cell
Signaling (anti-CDK1, klon POH1; anti-CDK2, klon 78B2; anti-CDK12; anti-fosfo-Thr320
PPla), Bethyl Laboratories, Inc. (anti-fosfo-Ser2 a anti-fosfo-Ser5 RNA polymerasy II),
Sigma Aldrich (anti-CDK7/CAK, klon MO-1.1; anti-flag M2, klon M2; anti-a-tubulin;
sekundéarni protilatky znacené kienovou peroxidasou) a Santa Cruz Biotechnologies (anti-

CDKO, klon D-7; anti-cyklin K, klon G-11).

4.5  Pouzité plasmidy

Plasmidy pcDNA3.1 kodujici 3xflag CDK12 a 3xflag CDKI13 resistentni vii¢i ampicilinu
a plasmid pCMV6 kodujici cyklin K resistentni vi¢i kanamycinu pouZzité pro expresi proteinti
plné délky byly ziskdny od Mgr. Dalibora Blazka, Ph.D. z institutu CEITEC Masarykovy

Univerzity v Brné.

4.6  Testované inhibitory CDK

V experimentalni ¢asti diplomové prace byla studovana selektivita inhibitoru RO-3306
zakoupeného od firmy Adipogen, CGP74514A od Sigma Aldrich, i-CDK9 a LDC000067
od firmy MedChemexpress (Obr. 5). Tyto latky byly ptipraveny jako 100 mM roztoky v 100%
DMSO. Pfti experimentech byly fedény podle potieby v kultivaénim médiu nebo v kinasové

reakéni smési, pti¢emz koncentrace DMSO neptesdhla 0,1 %.
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Obr. 5: Chemicka struktura testovanych latek RO-3306, CGP74514A, i-CDK9 a LDC000067.

4.7 Kompetentni bakterialni bunky

Pro transformaci byly pouzity kompetentni bakteridlni buiiky E. coli, kmen DH5a od firmy
Invitrogen. Kultivace transformovanych bakterii probihala pii 37 °C na pevném agarovém LB
médiu obsahujicim selekéni antibiotika: ampicilin (100 pg/ml) nebo kanamycin (50 pg/ml).
Po pteockovani izolované kolonie byly bakterie kultivovany pti 37 °C a 180 rpm v tekutém

LB médiu obsahujicim ptislusné antibiotika

4.8  Bunécné linie

Pro bunécné experimenty byly pouzity adherentni bunécné linie odvozené od kolorektalniho
karcinomu, a to linie HCT116 a HCT116 s vyfazenym genem pro CDK2 (oznafovana jako
HCT116 CDK2"). Bun&&né linie byly kultivovany pii teploté 37 °C a v atmosféte 5% CO,
v kultivaénim médiu DMEM od firmy Sigma Aldrich, a to s pfidavkem 10% fetalniho

bovinniho séra, streptomycinu (0,1 mg/ml), penicilinu (0,1 U/ml) a L-glutaminu (0,3 mg/ml).
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5 METODIKA

5.1 Kinasova inhibic¢ni esej s rekombinantnimi CDK

Kinasova inhibi¢ni esej byla provedena s rekombinantnimi komplexy CDK2/cyklin E,
CDK1/cyklin B (exprimovany v Sf9 hmyzich buiikach po bakuloviralni infekci a purifikovany
na Ni-NTA kolon¢ od firmy Qiagen), CDK4/cyklin D1, CDK5/p35NCK, CDK7/cyklin
H/Matl, CDK9/cyklin T1 (od firmy ProQinase GmbH) v mikrotitra¢ni destic¢ce. Jako substrat
byl pouzit 1 mg/ml histonu H1 (jako substrat pro CDK1/2 a 5) nebo peptidu (YSPTSPS),KK
(pro CDK7 a 9) nebo peptidu RPPTLSPIPHIPR (pro CDK4). Kinasova reakce probé¢hla
za pritomnosti 15/15/15/0,15/1,5/1,5 mM ATP (pro CDK1/2/4/5/7/9) a testované latky
v kinasovém reakénim pufru A v celkovém objemu 10 pl. Reakce byla zastavena ptidavkem
Sul 3% kyseliny fosforeéné. 5 pul reakéni smési z kazdé jamky bylo naneseno
na fosfocelulosovy papir P-81 (Whatman), ktery byl 3x promyt 0,5% kyselinou fosforecnou
po dobu 6 minut. Poté byl oplachnut 96% ethanolem a nakonec byl usuSen na vzduchu.
Pies noc byl fosfocelulosovy papir exponovan v kazeté s citlivou deskou. Druhy den byla
citlivda deska oskenovana skenerem FLA7000 (Fujifilm) a hladina fosforylace byla
kvantifikovana pomoci programu Multigauge (verze 2.2). Z kiivek zavislosti fosforylace
na koncentraci testovanych latek byly stanoveny hodnoty ICsg s pouzitim programu GraphPad

Prism (verze 5.0).

5.2  Cytometricka analyza bunécného cyklu

Buiiky linie HCT116 a HCT116 CDK2” byly 24 hodin kultivovany na Petriho miskach
pro jejich dostatecnou adhezi ke dnu kultivaéni nadoby. V piipadé experimenti
s asynchronnimi liniemi bylo vyménéno kultiva¢ni médium za médium obsahujici testované
latky v pfisluSnych koncentracich, ve kterém byly bunky kultivovany po dobu 24 hodin
(Obr. 6A). V pfipadé experimentl se synchronnimi buiikami byly obé linie nejprve
synchronizovany metodou thymidinového bloku v ¢asné S fazi bunééného cyklu. Kultivaéni
médium jim bylo vyménéno za médium obsahujici thymidin v koncentraci 3 mM na 24 hodin.
Buniky synchronizované v ¢asné S fazi (Th 24) byly nasledné ovlivnény testovanymi latkami
v ptislusnych koncentracich po dobu 16 hodin (Obr. 6B). Takto pfipravené bunky byly

sklizeny trypsinizaci. Kultivani médium bylo pieneseno do zkumavek, bunky byly
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oplachnuty roztokem EGTA, ktery byl opét pfiddn do zkumavek. Nésledné byly bunky
inkubovany 3 az 5 minut s trypsinem, oplachnuty kultivaénim médiem a cely obsah misek byl
ptidan do zkumavek. Vzorky byly centrifugovany 8 minut pfi 1000 g a4 °C a 2x promyty
roztokem PBS. Bunééné pelety byly resuspendovany ve 100 pl PBS a po kapkach za stalého
michani byl pfidan 1 ml 70% ethanolu pro fixaci bun¢k. Vzorky byly uchovany pii —20 °C.

A)
Sklizeni
.&\\0‘
Asynchr. \ﬁ‘\‘,)’b;o
Cl?llzeL %fzr
B) o3%d;, | Casnd S
4 . Uvolnéni + inhibitor .
faze 6h Sklizeni
Th 24

Obr. 6: Schéma ovlivnéni a synchronizace bunécnych linii pro cytometrickou analyzu

bunecného cyklu.

Fixované vzorky byly centrifugovany 8 minut pti 1000 g a 4 °C a hydratovany
roztokem PBS. Po centrifugaci byly bunééné pelety resuspendovany v 50 ul 1% BSA v PBS
$ 0,1% Tween 20. Po kapkach za stalého michani byla pfidana 2N HCl s 0,5% Tritonem X-
100 s naslednou 30 minutovou inkubaci pfi laboratorni teploté za obCasného promichévani.
Pro neutralizaci byly buiikky promyty 0,1M Na,B407.10 H,O (pH = 8,5) a poté roztokem
1% BSA v PBS s 0,5% Tween 20. Po centrifugaci byly bunécné pelety resuspendovany v PBS
obsahujicim propidium jodid v koncentraci 0,1 mg/ml a inkubovany 1 hodinu ve tmé
za obCasného promichavani. Poté byly vzorky analyzovdny na pritokovém cytometru Cell

Lab Quanta™ SC-Mpl (Beckman Coulter) s pouzitim laseru o vinové délce 488 nm.

5.3  Studium fosforylace substrati CDK

Buniky linie HCT116 byly 24 hodin kultivovany na Petriho miskach pro jejich dostate¢nou
adhezi ke dnu kultivaéni nadoby. Nejprve bylo kultivaéni médium vyménéno za médium
obsahujici nocodazol v koncentraci 40 ng/ml po dobu 16 h pro jejich synchronizaci v G2/M
fazi bunééného cyklu. Poté bylo vyménéno za médium obsahujici nocodazol a testované latky

v piislusnych koncentracich. V pfipad¢ kontrolnich bun¢k bylo pouzito médium obsahujici

38



DMSO, pfi¢emz koncentrace neptesdhla 0,1 %. Po 3 hodinové inkubaci s testovanou latkou
byly bunky sklizeny seskrabanim ze dna kultivaéni misky, poté byly pfeneseny do zkumavek
a centrifugovany po dobu 8 minut pfi 1000 g a 4 °C. Nasledné byly dvakrat promyty roztokem
PBS a centrifugovany. Promyvaci roztok PBS byl odstranén a bunécné pelety byly uskladnény
pii —80 °C.

5.4  Lyzace, SDS-PAGE, western blotting a imunodetekce

Bunky urcené pro analyzu metodou western blotting byly resuspendovany v piislusném
objemu lyzac¢niho pufru RIPA dle velikosti peletu a byly lyzovany po dobu 20 minut na ledu.
Poté byly sonikovany pomoci ultrazvukového homogenizatoru (15 sekund, 3 cykly, 40 %
max.) a centrifugovany 25 minut pii 14000 rpm a 4 °C. Lyzat byl pfenesen do novych
zkumavek a spektrofotometrickou Bradfordovou metodou (Bradford, 1976) byla stanovena
koncentrace proteind, jez byla v jednotlivych lyzatech vyrovnana fedénim lyzacnim pufrem.
Ke vzorkiim byl pfidan 5x SDS vzorkovaci pufr a nasledovala denaturace pii 95 °C po dobu
5 minut.

Polyakrylamidova gelova elektroforéza za denaturujicich podminek probihala v 5%
zaostfovacich gelech v kombinaci s 10%, 12,5% nebo 15% délicimi gely (zvoleno podle
molekulové hmotnosti detekovanych proteinti). Separace probihala pii napéti 80 V po dobu
pfiblizné 30 minut., jakmile proteiny vstoupily do délictho gelu, bylo napéti zvySeno
na 120 V. Po dokonceni separace byly proteiny pieneseny z gelu na nitrocelulézovou
membranu metodou western blotting a to pii proudu 270 mA a za stalého chlazeni ledem
po dobu 3 hodin. Proteiny na membrané byly obarveny roztokem Ponceau S pro ovéfeni
vyrovnané koncentrace proteinit ve vzorcich. Membrdna byla odbarvena v roztoku TBS
a blokovana v 3% BSA v TBS s 0,1% Tween 20 po dobu 1 hodiny pii laboratorni teploté.
Nasledn¢ byla inkubovana pfes noc pfi teploté 4 °C s nanesenym roztokem ptislusné primarni
protilatky v blokovacim pufru. Druhy den byla nékolikrdt promyta v roztoku TBS a TBS
$ 0,1% Tween 20 a inkubovéana s roztokem pfislusné sekundarni protilatky znacené kienovou
peroxiddzou po dobu 1 hodiny pfi laboratorni teploté. Poté byla membrana opét nékolikrat
promyta v . TBS a TBS s 0,1% Tween 20. Pro kvantifikaci proteinit byl pouzit

chemiluminiscen¢ni kit ECL (Thermo Scientific), kdy na membranu byl nanesen roztok
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peroxidu a luminolu v poméru 1:1. Vlastni detekce signalu probihala na piistroji LAS4000

(FujiFilm) a pro zpracovani dat byl pouzit program Multigauge (verze 2.2).

5.5 Bunéc¢na termodenaturacni esej (CETSA)

Bunécéna linie HCT116 byla kultivovana na Petriho miskach po dobu 48 hodin. Poté jim bylo
vyménéno kultivaéni médium za médium obsahujici testované inhibitory v piislusné
koncentraci. V ptipad¢ kontrolnich bun¢k bylo pouzito médium obsahujici DMSO, piicemz
koncentrace neptesdhla 0,1 %. Po 3 hodinové inkubaci byly bunky sklizeny a nasledné
lyzovany lyzaénim pufrem RIPA stejné¢ jako v kapitole 5.4. Po vyrovndni koncentrace
proteinti v jednotlivych vzorcich byl lyzat rozdélen po 50 pl do 0,3ml PCR zkumavek. PCR
strip byl vlozen do termocykléru MJ Mini (BioRad), ve kterém byla provedena teplotni

denaturace proteinti podle tabulky 3.

Tab. 3: Teplotni schéma priibéhu termalni denaturacni eseje.

Teplota [°C] Cas [min]

1. Pfedehrati 25 1
2. Denaturace ~ Teplotni gradient 3
3. Chlazeni 20 1

Vzorky byly nasledné centrifugovany 30 minut pii 14000 rpm a 4 °C. Supernatant byl
pfenesen do novych zkumavek. Ke vzorkiim byl pfidan 5x SDS vzorkovaci pufr a nasledovala
5 minutova denaturace pii 95 °C. Proteiny byly separovany polyakrylamidovou gelovou
elektroforézou a pfeneseny na nitrocelul6zovou membranu metodou western blotting. Teplotni

stabilita proteinli byla stanovena imunodetekci dle kapitoly 5.4.

5.6  Transformace kompetentnich bakterii, jejich kultivace, sklizeni
a izolace plasmidové DNA

Kompetentni bakterie E. coli (kmen DH5a) byly transformovany metodou teplotniho Soku.
K bakteriim bylo pfidano 100 ng plasmidu a suspenze byla ndsledné¢ inkubovdna 10 minut
na ledu a 45 sekund pfi 42 °C. Poté byly zkumavky se suspenzi bun¢k preneseny na 2 minuty
do ledu. K transformovanym bakteriim bylo ptidano 500 pl SOC média predehtatého na 37 °C
a nasledovala kultivace po dobu 1 hodiny pii 37 °C a 180 rpm. Poté byla bakterialni suspenze
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vysazena na plotny s agarovym LB médiem obsahujicim pfislusnd selekéni antibiotika.
Transformované bakterie byly kultivovany do druhého dne pii 37 °C. Z agarového LB média
byla pfeockovana izolovana bakteridlni kolonie do 200 ml tekutého LB média obsahujiciho
ptislusné antibiotikum. Kultivace probihala pti 37 °C a 180 rpm po dobu 16 az 18 hodin. Poté
byla bakterialni kultura sklizena centrifugaci po dobu 30 minut pfi 4500 rpm a 4 °C a bunéény
pelet byl zamrazen v tekutém dusiku a uskladnén pii —20 °C.

Pro izolaci plasmidové DNA byl pouzit kit DNA, RNA, and protein purification
NucleoBond® 500 (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Germany). Izolace byla
provedena dle manualu vyrobce Plasmid DNA purification NucleoBond® 500. Vyizolovana
DNA byla rozpusténa ve 200 pl TE pufru a nasledné byla podrobena spektrofotometrickému
méfeni koncentrace a Gistoty na piistroji Nanodrop 2000c (Thermo Scientific). Cistota vzorku
byla posouzena na zdkladé poméru hodnot absorbanci pii vinovych délkach 260/280 nm,
hodnota by se méla pohybovat v rozmezi 1,8 a 2,0. Vyizolovanda DNA byla poté nafedéna

v TE pufru na koncentraci 1 pg/pl.

5.7  Transfekce bunécné linie a sklizeni

Bunécéna linie HCT116 byla kultivovana pii teploté 37 °C a v atmosféte 5% CO,. Buiky byly
vysazeny na Petriho misky a kultivovany po dobu 48 hodin pro jejich dostatecnou adhezi
ke dnu kultiva¢ni naddoby. Transfekce byla provedena za pomoci PEI reagentu (1 pg/pl).
Mnozstvi DNA a PEI bylo zvoleno v poméru 1:3 (w/w). 10 ug plasmidové DNA bylo
smichano s 3 ml nekompletniho média (bez fetalniho bovinniho séra, glutaminu a antibiotik)
a 30 ug PEI reagentu bylo smichano s 3 ml nekompletniho média. Smisenim obou roztokt
byla pfipravena transfekéni smés, ktera byla 30 minut inkubovéna za laboratorni teploty.
Pted vlastni transfekci byly buiiky oplachnuty nekompletnim médiem a nésledné k nim byla
pridana transfekéni smés. Po 24 hodinach od transfekce byly buiiky sklizeny a bunécné pelety

byly uskladnény pti —80 °C.

5.8 Imunoprecipitace 3xflag fliznich proteini
Transfekovand bunécna linie HCT116 urcend pro néaslednou imunoprecipitaci 3xflag fiznich

proteint byla lyzovana stejné jako v kapitole 5.4 spouzitim lyza¢niho pufru
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pro imunoprecipitaci. Po spektrofotometrickém stanoveni koncentrace proteini byl lyzat
natfedén lyzacnim pufrem na koncentraci 5 pg/pl. Pro imunoprecipitaci byl pouzit Anti-flag
M2 afinitni gel, ktery pfedstavuje purifikovanou mysi IgG; monoklonalni protilatku
kovalentné navdzanou na agarosovy gel. Afinitni gel je dodavan jako 50% gelovéa suspenze
v 50% glycerolu. 40 pul gelové suspenze bylo napipetovano sestiizenou Spickou do zkumavky
a resuspendovano v 0,5 ml Ix promyvaciho pufru. Suspenze byla centrifugovana po dobu
30 sekund za laboratorni teploty pfi max. 8200 g a nasledné byla ponechéna 2 minuty na ledu
pro usazeni gelu na dné zkumavky. Supernatant byl odstranén a promyvaci krok dvakrat
zopakovan. Ke gelu byl pfidan lyzat a smés byla inkubovana po dobu 2 hodin pii 4 °C
za stalého otdceni na rotdtoru pro navazani 3xflag proteint v komplexu s cyklinem.
Po ukonceni inkubace byla suspenze opét centrifugovana a ponechana 2 minuty na ledu. Poté
byla tfikrat promyta v 0,5 ml 1x promyvaciho pufru. Pro eluci 3xflag proteinti bylo pouzito
raznych zpiisobl. Eluce 3xflag peptidem v riznych koncentracich a objemu po dobu 30 minut,
2 hodin nebo pies noc pii 4 °C za stalého otaceni na rotatoru. Po inkubaci byla suspenze
centrifugovdna a supernatant obsahujici 3xflag fuzni proteiny (eluat) byl odebran do nové
zkumavky. Eluce 100 pl 0,1M glycinu (pH = 3,5) po dobu 5 minut za laboratorni teploty.
Po inkubaci a nasledné centrifugaci byl eluat odebran do nové zkumavky obsahujici 10 pl
10x promyvaciho pufru. Eluat a také 50% gelova suspenze v 1x promyvacim pufru byly

kratkodob¢ uchovavany pii 4 °C pro nasledujici pouziti v kinasové inhibi¢ni eseji.

5.9 Kinasova inhibic¢ni esej s transkripénimi CDK
Kinasova inhibicni esej byla provedena s rekombinantni CDKO/cyklin TI,
s imunoprecipitovanymi proteiny 3xflag CDK12/cyklin K a 3xflag CDK13/cyklin K.

Pro radioaktivni kinasovou esej byl jako substrat pouzit peptid (YSPTSPS),KK.
Kinasova reakce probihala za pfitomnosti 1 mM ATP v celkovém objemu 20 pl v kinasovém
reakénim pufru B. Kinasovad reakéni smés byla inkubovana pfi 30 °C po dobu 1 hodiny
a 450 rpm na termostatu. Reakce byla zastavena ptidavkem 5 pl 3% kyseliny fosforecné. Poté
bylo 20 pl reakéni smési naneseno na fosfocelulosovy papir P-81 (Whatman), ktery byl
3x promyt 0,5% kyselinou fosforecnou po dobu 6 minut. Nasledné¢ byl oplachnut 96%
ethanolem a nakonec byl ususen na vzduchu. Pfes noc byl fosfocelulosovy papir exponovan

v kazet€ s citlivou deskou pii laboratorni teploté. Druhy den byla citlivd deska oskenovana
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skenerem FLA7000 (Fujifilm) a hladina fosforylace byla kvantifikovana pomoci programu
Multigauge (verze 2.2).

Pro neradioaktivni kinasovou esej byla jako substrat pouzita GST znacena C-terminalni
doména (CTD) RNA polymerasy II. Kinasové reakce probihala za ptitomnosti 1 mM ATP
a testovaného inhibitoru v pfislusné koncentraci v celkovém objemu 20 ul v kinasovém
reakénim pufru B. Kinasova reakéni smés byla inkubovana 1 hodinu pii 30 °C a 450 rpm
na termostatu. Reakce byla zastavena pfidavkem 5x SDS vzorkovaciho pufru s naslednou
5 minutovou denaturaci pifi 95 °C. Proteiny byly separovany polyakrylamidovou gelovou
elektroforézou a nasledné byly pfeneseny na nitrocelulézovou membranu metodou western
blotting. Uroven fosforylace substratu GST-CTD byla stanovena imunodetekei dle kapitoly
5.4.
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6 VYSLEDKY

6.1 Kinasova inhibic¢ni esej s rekombinantnimi CDK

Pomoci kinasové inhibicni eseje byl sledovan inhibi¢ni potencial vSech testovanych latek viici
rekombinantnim CDK. Z kiivek zavislosti fosforylace na koncentraci latky byly stanoveny
hodnoty ICs (koncentrace, pfi které dochazi k 50% poklesu aktivity kinasy). Tato hodnota je
vSak pouze nepfimym indikatorem afinity inhibitoru ke kinase, a proto byly dle Cheng-
Prusoffovy rovnice vypocteny také hodnoty K; (inhibi¢ni konstanty), které zahrnuji pouZzitou
koncentraci ATP v kompeti¢ni reakci a také hodnotu K,. Inhibitory jsou obvykle povazovany
za specifické vi¢i dané kinase v pfipadé¢, kdy je konstanta K; vyrazné niz$i nez u ostatnich
kinas.

u latky CGP74514A ptekvapivé pro CDK2. Inhibitory i-CDK9 a LDC000067 vykazovaly

v kinasovém inhibi¢nim testu preferenci k CDK9 (Tab. 4).

Tab. 4: Hodnoty ICsy a K; testovanych inhibitoru viici rekombinantnim CDKI, CDK2, CDK4,
CDK7 a CDK9 v komplexu s odpovidajicimi cykliny a jejich porovnani s publikovanymi
hodnotami (Albert et al., 2014; Imbach et al., 1999, Lu et al., 2015, Vassilev et al., 2006).

[uM] CDK1 CDK2 CDK4 CDK7 CDK9
publ. ICsg 0,035 0,340 >2000 net. net.
RO-3306 ICso 0,040 0,146 40,985 15,990 14,290
K 0,035 0,140 37,345 14,122 11,798
publ. ICsg 0,031 net. net. net. net.
CGP74514A ICs 0,147 0,022 2,077 0,296 1,060
K 0,131 0,021 1,892 0,261 0,875
publ. ICs 1,7 0,24 1,8 2 0,0004
i-CDK9 ICs 1,237 0,150 2,076 2,291 0,033
K 1,103 0,144 1,892 2,023 0,027
publ. ICs 5,513 2,441 9,242 >10 0,044
LDC000067 ICs 3,950 2,334 3,160 20,000 0,227
K 3,523 2,242 2,879 17,664 0,188

net. - netestovano/nepublikovano
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6.2 Cytometricka analyza bunécného cyklu
Pomoci jednoparametrové cytometrické analyzy s pouzitim fluorescencni znacky propidium
jodid (PI) byla sledovana zména distribuce bun¢k v jednotlivych fazich bunééného cyklu linii
HCT116 a HCT116 CDK2™ po ovlivnéni studovanymi latkami. Cytometrickou analyzou byla
studovana selektivita inhibitortt RO-3306 a CGP74514A, jelikoz pravé inhibice CDK1 a také
CDK2 a CDK4 ptimo ovlivituje prichod bun¢k bunéénym cyklem. Inhibice CDK9 neni pfimo
spjata s regulaci bunééného cyklu, proto CDK9 inhibitory nebyly touto metodou testovany.
Nejprve byl sledovan vliv inhibitori na asynchronni bunécéné linie. Z histogramil
cytometrické analyzy bunécného cyklu linie HCT116 vyplyva, Ze latky s rostouci koncentraci
zpusobuji zablokovani bunééného cyklu v G2/M fézi. Inhibitor RO-3306 v koncentraci 10 uM
se vSak vyznacuje siln¢j$im inhibi¢nim u¢inkem (98,5 % bun¢k v G2/M fazi) nez CGP74514A
(46,1 % bunck v G2/M fazi). Z vysledki je patrné, Ze oba inhibitory neovliviiuji asynchronni

populaci bun¢k stejnym mechanismem prostiednictvim inhibice CDK1 (Obr. 7).
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Obr. 7: Vliv inhibitorii RO-3306 a CGP74514A v koncentraci 2,5; 5 a 10 uM na distribuci
bunek v jednotlivych fazich bunecného cyklu asynchronni linie HCT116 po 24 hodinové
kultivaci. Data byla analyzovana pomoci programu Multicycle AV (Phoenix Flow Systems,

verze 3.00).

Obdobn¢ byl sledovan vliv inhibitort CDK na linii HCT116 s vyfazenym genem
pro CDK2 (oznacovana jako HCT116 CDK27), ktera zajisStuje dokonceni G1 faze a také
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reguluje procesy v S fazi bunécného cyklu (Malumbres et Barbacid, 2009). Po ptsobeni
inhibitori nastal podobny efekt jako v pfipadé nemodifikované linie HCT116. Latka RO-3306
zpusobuje vyrazné zablokovani v G2/M fazi jiz v koncentraci 5 uM (88,3 % bunék v G2/M
fazi), zatimco po plsobeni CGP74514A doslo k nevyraznému bloku korespondujicimu
s pozdni S fazi nebo G2/M fazi bunééného cyklu, ktery naznacuje pouze Castecnou inhibici

CDK1 (46,5 % bunék v G2/M fazi) (Obr. 8).

HCT116 CDK2™"
2.5 uM 5uM
o 3 i
Q 5
CTRL a2k |
i N 8
st 8 = S P
= | i 7
B Y. N o N et
3 Obsah DNA Obsah DNA
Q
=]
A~ & T
: s gr 0 ! /|
Obsah DNA - 2 i
< 3 A
E S 1
O 2 g
O el 5
Obsah DNA Obsah DNA

Obr. 8: Vliv inhibitorii RO-3306 a CGP74514A v koncentraci 2,5; 5 a 10 uM na distribuci
bunék v jednotlivich fizich bunécného cyklu asynchronni linie HCT116 CDK2"
po 24 hodinové inkubaci. Data byla analyzovana pomoci programu Multicycle AV (Phoenix
Flow Systems, verze 3.00).

Utinek studovanych inhibitorti byl také ovéfovan na synchronnich bunéénych liniich.
Burniky byly nejprve synchronizovany metodou thymidinového bloku v ¢asné S fazi bunééného
cyklu a nasledné byly ovlivnény po dobu 16 hodin rostoucimi koncentracemi testovanych
latek.

V piipadé obou synchronnich linii latka RO-3306 v koncentraci 10 pM zpisobuje
vyrazny G2/M blok bunééného cyklu (91,7 % bunck v G2/M fazi pro HCT116, 75,5 % bunck
pro HCT116 CDK27), coz potvrzuje ptedchozi vysledky. Pasobeni inhibitoru CGP74514A
v koncentraci 10 uM vykazuje u obou linii zajimavéjsi trend, kdy na rozdil od ptredchozich
experimentl doslo k vyraznému G2/M bloku (85 % bunék v G2/M fazi pro HCT116, 90,8 %
bungk pro HCT116 CDK2"), ktery napovidd o tom, Ze tato latka nepiisobi specificky
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ptes inhibici CDK2 (Obr. 9, 10). Zesileni G¢inku inhibitorti (vyraznéjsi G2/M blok) je dano

pravé tim, ze byl experiment provadén na synchronnich butikach.

HCT116
CTRL Th24h Th24h+U8h Th24h+U16h Th24h+U24h
< | £ A I
=
3
Obsah DNA Obsah DNA Obsah DNA Obsah DNA Obsah DNA

Thymidin 24 h + uvolnéni s inhibitorem 16 h
2,5 uM 5 uM 10 uM

RO-3306
) Pocet bunék

Obsah DNA Obsah DNA Obsah DNA

CGP74514A
Pocet bunék

il

‘Obsah DNA

A
Pl

Obsah DNA
Obr. 9: Vliv inhibitorii RO-3306 a CGP74514A v koncentraci 2,5; 5 a 10 uM na distribuci
bunek v jednotlivych fazich bunécného cyklu linie HCT116 synchronizované v casné S fazi
po 16 hodinové inkubaci s latkou. Data byla analyzovana pomoci programu Multicycle AV

(Phoenix Flow Systems, verze 3.00).
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Obr. 10: Vliv inhibitorti RO-3306 a CGP74514A v koncentraci 2,5; 5 a 10 uM na distribuci
bunék v jednotlivych fizich bunécného cyklu linie HCT116 CDK2” synchronizované v casné
S fazi po 16 hodinové inkubaci s latkou. Data byla analyzovana pomoci programu Multicycle

AV (Phoenix Flow Systems, verze 3.00).

6.3  Analyza fosforylace substrati CDK

Pro ovéfeni selektivity inhibitord RO-3306 a CGP74514A byla sledovana fosforylace pfimého
substratu CDK1 a CDK2. Takovym substratem je proteinfosfatasa 1 alfa (PP1la), jejiz exprese
v buiice narista pfi mitose. CDK1 a CDK2 fosforyluji PP1a na threoninu v pozici 320 (Lewis
et al., 2013; Liu et al., 1999). Jelikoz v asynchronni linii neni mozné detekovat fosforylace
substrati  spojenych s prichodem mitosou, musely byt bunky HCT116 nejprve
synchronizovany mitotickym c¢inidlem, nocodazolem, a nasledné¢ ovlivnény testovanymi
inhibitory. Jak lze sledovat z obrazku 11, obé latky uspésné snizuji fosforylaci PPla, coz by
v tomto pifipadé mohlo vést k interpretaci, Ze oba inhibitory vykazuji stejnou selektivitu

spjatou s inhibici CDK1 nebo CDK2.
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Obr. 11: Analyza fosforylace substratu PPla na threoninu v pozici 320 po 3 hodinovém
pusobeni latek RO-3306 a CGP74514A v koncentraci 4 a 20 uM na synchronni linii HCT116.

6.4 Bunécéna termodenaturacni esej

Selektivita vSech vybranych inhibitorit CDK byla testovdna také metodou bunécné
termodenaturacni eseje (CETSA), jejimz principem je teplotni stabilizace kinasy indukovana
vazbou inhibitoru (Martinez Molina et al., 2013).

Jako prvni byl studovén inhibitor i-CDK9 v koncentraci 300 nM. Nicmén¢ po ptisobeni
této koncentrace latky bylo zaznamendno zvySeni stability vétSiny studovanych CDK
(Obr.12A), a proto byla ndsledné sledovana selektivita pfi niz$i koncentraci, a to 100 nM.
Nicméné pfi této koncentraci naopak nedoslo ke stabilizaci ani jedné ze sledovanych CDK

(Obr. 12B).
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Obr. 12: Teplotni stabilita proteinii CDKI1, CDK2, CDK7, CDK9 a CDKI2 po 3 hodinové
kultivaci s inhibitorem i-CDK9 v koncentraci 300 (A) a 100 nM (B).
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Podobnym piistupem byla studovana také teplotni stabilizace CDK vlivem inhibitoru
LDCO000067 v koncentraci 10 a 30 pM, nicméné ani cilovd CDK9 a ani jina CDK nebyla
stabilizovana po plsobeni této latky (Obr. 13).
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Obr. 13: Teplotni stabilita proteinii CDKI1, CDK2, CDK7, CDK9 a CDKI2 po 3 hodinové
kultivaci s inhibitorem LDC000067 v koncentraci 10 a 30 uM.

Inhibitory RO-3306 a CGP74514A byly testovany touto metodou pouze v souvislosti
s inhibici CDK1 a CDK2. Podle pfedpokladi nastala zména v teplotni stabilizaci po pisobeni
latky RO-3306 pouze v ptipadé CDKI, zatimco u CDK2 k vyraznym zméndm nedoslo
(Obr. 14A), coz koreluje s vysledky kinasové inhibi¢ni eseje i cytometrické analyzy. Podobny
trend byl pozorovéan také po pisobeni latky CGP74514A, nicméné stabilizace CDK1 byla
mén¢ znac¢nd nez v pripadé RO-3306. Vyrazné zmény ve stabilizaci v§ak nebyly zaznamenany

v piipadé CDK2 (Obr. 14B).
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Obr. 14: Teplotni stabilita proteinii CDKI a CDK?2 po 3 hodinové kultivaci s inhibitory RO-
3306 (A) a CGP74514A (B) v koncentraci 4 a 20 uM.

6.5 Exprese a imunoprecipitace 3xflag CDK12 a CDK13

Pro expresi proteinti 3xflag CDK12 nebo CDK13 v komplexu s cyklinem K byla pouZzita
bunééna linie HCT116. Uspésnost kotransfekce a exprese proteind byla ovéfena metodou
western blotting a naslednou imunodetekci s pouzitim protilatky anti-cyklin K, anti-flag
(Obr. 15A) a anti-CDK12 (Obr. 15B). Jako kontrola byla pouzita netransfekovana bunécna
linie HCT116. Z vysledkt je patrné, Ze exprese 3xflag CDK12 a CDK13 spolu s cyklinem K
byla uspésna. V ptipadé kontrolniho vzorku byl detekovan pouze jeden band odpovidajici
molekulové hmotnosti CDK12, v pfipadé transfekovaného vzorku pak intenzivnéjsi band
s nepatrné vyss$i molekulovou hmotnosti, pfiCemz tato zména velikosti odpovida navySeni
o molekulovou hmotnost 3xflag (Obr. 15B). Také bylo detekovano nékolik nespecifickych
bandt, coz je v souladu s publikovanymi daty (Bosken et al., 2014).
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Obr. 15:0veéreni uspésnosti kotransfekce bunek HCT116 a exprese proteinii 3xflag CDKI2
nebo CDK13 v komplexech s cyklinem K imunodetekci s pouzitim protilatek rozlisujicich anti-

cyklin K, anti-flag (4) a anti-CDK12 (B).

Proteiny 3xflag CDKI2 nebo CDKI13 v komplexu s cyklinem K byly
imunoprecipitovany z bunééného lyzatu pouzitim Anti-flag M2 afintniho gelu. Eluce byla
provedena nékolika zptsoby pomoci 3xflag peptidu nebo kyselého roztoku glycinu. Eluat
a afinitni gel byly nasledné pouZity pro radioaktivni kinasovou esej pro stanoveni hladiny
fosforylace substratu (YSPTSPS),KK katalyzované flagovanymi kinasami CDK12 a CDK13
ataké komercn€ dostupnou rekombinantni CDK9. Jako negativni kontrola byla pouZzita
kinasovéd reakce bez pfitomnosti ATP. Z reprezentativniho vysledku je patrné, Ze eluat
neposkytoval zadny signal odpovidajici fosforylaci substratu (YSPTSPS),KK, zatimco afinitni
gel po eluci poskytoval silny, ale bodovy signal, coz svédci o tom, ze eluce kinas nebyla
uspéSnd. Kinasa zlstala navdzana na afinitnim gelu (Obr. 16). Z dGvodu neuspé$nosti eluce
proteini 3xflag CDK12 nebo CDKI13 z afinitniho gelu byla pro studium vlivu vybranych

inhibitorii na katalytickou aktivitu kinas vyuzita neradioaktivni kinasova inhibi¢ni ese;.
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Obr. 16: Detekce fosforylace substratu (YSPTSPS):KK rekombinantni kinasou CDK9 a 3xflag
CDK12 imunoprecipitovanou na anti-flag M2 afinitnim gelu nebo v eludtu v radioaktivni

kinasové eseji.

6.6  Kinasova inhibic¢ni esej s transkripénimi CDK

Latky i-CDK9 a LDC000067 jsou povazovany za vysoce selektivni inhibitory vici CDKO, jez
patii do skupiny transkripénich CDK (Albert et al., 2014; Lu et al., 2015), mezi které patii
mimo jiné také CDK12 a CDK13 (Bartkowiak et al., 2010). Vzhledem k tomu, Ze substratem
transkripcnich kinas je Ser2 a Ser5 RNA polymerasy 11, 1ze selektivitu vii¢i nim studovat také
pomoci neradioaktivni kinasové eseje, kdy jako substrdt byla pouzita GST znacend C-
terminalni doména (CTD) RNA polymerasy Il a pomoci specifickych protilatek byl sledovan
pokles fosforylace Ser2 a Ser5 po piisobeni studovanych inhibitord.

S rostouci koncentraci latky i-CDKO9 klesa fosforylace Ser2 i Ser5 GST-CTD, coz znaci
pokles katalytické aktivity rekombinantni CDKO9, a to jiz pfi koncentraci 100 nM (Obr. 17A).
Z vysledki také vyplyva, zZe latka v koncentraci 100 nM inhibuje také aktivitu 3xflag CDK12
(Obr. 17B), zatimco aktivitu 3xflag CDK13 az pti koncentraci 300 nM (Obr. 17C).
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Obr. 17: Analyza inhibice katalytické aktivity rekombinantni CDK9 (A), 3xflag CDKI2 (B)
a 3xflag CDK13 (C) po pusobeni rostouci koncentrace latky i-CDK9Y.

Latka LDCO000067 v koncentraci 10 a 30 puM inhibuje katalytickou aktivitu
rekombinantni CDK9 i 3xflag CDK13 (Obr. 18A, C). V piipadé¢ 3xflag CDKI12 doslo

po pusobeni inhibitoru k poklesu fosforylace Ser5, avSak pokles fosforylace Ser2 nebyl
zaznamenan (Obr. 18B).
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Obr. 18: Analyza inhibice katalytické aktivity rekombinantni CDK9 (A), 3xflag CDKI2 (B)
a 3xflag CDK 13 (C) po pusobeni rostouci koncentrace latky LDC000067.
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7 DISKUSE

V praktické c¢asti diplomové prace byla pomoci nékolika molekularné-biologickych
a biochemickych metod ovétovana selektivita vybranych inhibitord CDK.

Slouc¢eniny RO-3306 (Vassilev et al., 2006) a CGP74514A (Imbach et al., 1999) jsou
komer¢éné dostupnymi latkami, které jsou spolecnostmi dodavéany jako vysoce selektivni
inhibitory vi¢i CDKI1 na zdklad¢é udajii z ptivodnich studii. V nékterych experimentech se
vsak tyto dva inhibitory vzajemné vyznacuji odliSnym biologickym ucinkem (Pernicova ef al.,
2014; Kang et al., 2014; Jorda et al., 2015), coz mize naznacovat, ze specifita téchto
inhibitord by mohla byt také odlisna.

Pomoci kinasové inhibi¢ni eseje byl sledovan inhibi¢ni potencidl testovanych latek vici
vybranym rekombinantnim CDK. Z kiivek zavislosti fosforylace na koncentraci latky byly
stanoveny hodnoty ICsy (koncentrace, pii které dochazi k 50% poklesu aktivity kinasy)
a nadsledn¢ byly podle Cheng-Prusoffovy rovnice stanoveny hodnoty K; (inhibi¢ni konstanty),
které slouzi jako lepSi parametr pro vyjadieni preference inhibitoru pro danou kinasu.
V ptfipad¢ inhibitoru RO-3306 byla stanovena nejnizsi hodnota ICsy pro CDKI, coz je
v souladu s publikovanymi daty (Vassilev et al., 2006). Inhibi¢ni aktivita viici CDK7 a CDK9
nebyla dosud publikovana, nicméné naméfend data nevykazuji vyraznou preferenci latky RO-
3306 k danym kinasam. Inhibitor CGP74514A je proddvan riznymi spole¢nostmi jako CDK1
inhibitor, avSak jeho inhibi¢ni aktivita vici ostatnim kinasam z rodiny CDK nebyla
publikovana. Hodnota ICsy pro CDK1 se sice pohybovala v fadech desitek nM, coz by mohlo
svédCit o jeho selektivité, nicméné namétfena data nasvédcuji, ze CGP74514A inhibuje
1 CDK2, dokonce vyraznéji nez CDK1 (Tab. 4).

Cytometrickou analyzou bunééného cyklu byla studovana selektivita CDK1 inhibitori
RO-3306 a CGP74514A, protoze prave inhibice CDK1 a také CDK2 piimo ovliviiuje pruchod
bun¢k fazemi bunécného cyklu. Z vysledki je ziejmé, Ze inhibitory neovlivituji asynchronni
populaci bunék HCT116 stejnym mechanismem prostfednictvim inhibice CDKI1. Zatimco
inhibi¢ni U¢inek RO-3306 byl vyraznéjsi a korespondoval s bunéénou inhibici CDK1, tedy
G2/M blokem, latka CGP74514A vykazovala spiSe efekt spojeny s inhibici CDK1 a CDK2
nebo pouze CDK2 (Obr. 7), tak jako bylo publikovano pro nékteré panselektivni CDK
inhibitory (Jorda et al., 2011; Zatloukal et al., 2013) nebo pfi postranskripénim umlceni téchto
kinas (Cai et al., 2006; Payton et al., 2006). Vliv inhibitori CDK byl proto také studovan
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na linii HCT116 s vyfazenym genem pro CDK2, kterd zajiStuje dokonceni G1 faze a také
reguluje procesy v S fazi bunécného cyklu (Malumbres ef Barbacid, 2009). Latka RO-3306 se
v tomto piipad¢ vyznacovala inhibi¢nim uc¢inkem jiz pfi niz$i koncentraci (Obr. 8), coz mize
byt nasledkem toho, Ze v butikach, ve kterych chybi CDK2, je zna¢né€ zvyraznéna role CDK1
(vznik komplexu CDK1/cyklin E) (Cai et al., 2006). Pokud by latka CGP74514A m¢éla byt
pouze selektivnim inhibitorem CDK2, neméla by buiiky s vyfazenou CDK2 ovliviiovat, coz se
nestalo. Doslo k nevyraznému bloku korespondujicimu s pozdni S fazi nebo G2/M fazi
bunécného cyklu, ktery naznacuje ¢astecnou inhibici CDK1 (Obr. 8). Experimenty provadéné
na bunéénych liniich synchronizovanych v ¢asné S fazi potvrdily, ze latka RO-3306 je
zodpovédna za specifickou inhibici CDKI1, ktera je aktivni ptedev§im v posledni casti
bunééného cyklu, tedy v mitose. Inhibitor CGP74514A se vSak vyznacoval zajimavéj$im
trendem, kdy u obou ovlivnénych linii doslo k vyraznému G2/M bloku (Obr. 9, 10). Tento
vysledek napovida o tom, Ze latka neplisobi specificky pfes inhibici CDK2.

Pro ovéfeni uinku inhibitort CDK v bunécném systému lze také sledovat fosforylaci
pfimych substrati. Mezi nejcastéji studované substraty patii bezpochyby retinoblastomovy
protein, proteinfosfatasa 1 alfa (PP1a), nukleofosmin nebo RNA polymerasa II. VSechny tyto
substraty jsou ovéfenymi cili kinas z rodiny CDK, nicméné ve vétSin¢ piipadi neni zcela
jasné, kterym kinasam lze jednotlivé fosforylace piisuzovat. Naptiklad fosforylace threoninu
v pozici 320 PPla byla nejprve popséna ve spojitosti s CDK1 (Dohadwala et al., 1994; Kwon
et al., 1997) ptedevsim diky tomu, Ze exprese této fosfatasy nartistd v bunice pti mitose, tedy
fazi, kdy je aktivita CDKI1 nejvys$si. Nicméné dalsi studie poukdzaly na fakt, Ze toto misto
mize byt fosforylovano i CDK2 v in vitro podminkach, nikoliv v§ak CDK4 (Lewis ef al.,
2013; Liu et al., 1999). Stanoveni hladiny fosforylace PP1la na threoninu v pozici 320 bylo
vyuzito pro ovétfeni selektivity inhibitort RO-3306 a CGP74514A za ucelem sledovani
moznych rozdili po pisobeni inhibitord. Z vysledki je patrné, ze oba inhibitory uspésné
snizovaly hladinu fosforylace, coz naznacuje, ze latky vykazuji stejnou selektivitu spojenou
s inhibici CDK 1 nebo CDK2 (Obr. 11).

Selektivita vybranych inhibitort CDK byla také ovéfovana bunéénou termodenaturacni
eseji (CETSA), jejimz zakladnim principem je teplotni stabilizace kinasy indukovana vazbou
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palbociclib (PD-0332991), coz je vysoce selektivni inhibitor CDK4 a CDKG6 (Fry et al., 2004;
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Martinez Molina et al, 2013). Nicméné¢ Martinez Molina et al. pouzili pii svych
experimentech palbociclib v koncentraci 10 pM, coz je 25 nasobek bunétné ICs
a 100 nasobek koncentrace, kterd v bunikach vyvolava G1 blok (Fry et al., 2004), coz je hlavni
znak inhibice CDK4 a CDK6 na bunééné urovni. Vzhledem ktomu, Zze u inhibitord
studovanych v této diplomové praci nelze dosédhnout takto vysokych koncentraci z divodi
omezené rozpustnosti, byly koncentrace vybrany na zdkladé¢ znamych bunécnych uc€inkt
téchto latek.

Latky RO-3306 a CGP74514A byly testovany touto metodou pouze v souvislosti
s inhibici CDK1 a CDK2. Podle ptedpokladii po pusobeni inhibitoru RO-3306 teplotni
stabilizace nastala jen v piipadé CDKI1 (Obr. 14A), coz napovida o specifité této latky a také
koreluje s vysledky kinasové inhibi¢ni eseje 1 cytometrickych analyz. Podobny trend byl
pozorovan také po plisobeni latky CGP74514A, nicmén¢ stabilizace CDK1 byla mén¢ zna¢na
nez v piipadé RO-3306 (Obr. 14B), coz naznaCuje pouze Castecnou stabilizaci CDKI
a dopliiuje spekulativni vysledky z cytometrickych analyz.

Porovnani vysledkl téchto metod vyrazné prohlubuje znalosti o selektivité a specifité
inhibitord RO-3306 a CGP74514A. Na zaklad¢ vysledkt lze fici, ze latka CGP74514A neni
selektivnim inhibitorem CDK2 a ze pravdépodobné inhibuje na bunééné urovni CDKI
a CDK2. Pokud by vSak mé¢la inhibovat pouze CDK1, pak se nabizi otazka, pro¢ pfi pouziti
vysSich koncentraci neni dosazeno stejného efektu jako v piipadé latky RO-3306. Prave
inhibitor RO-3306 nesmi byt opomenut, jelikoz existuje i moznost, Ze jeho publikované
ucinky nejsou spojeny jen se ziejmou inhibici CDKI, ale i s inhibici jiné mitotické kinasy,
napf. aurora nebo polo-like kinasy, které jsou castymi nezadoucimi cili (tzv. off-targety)
znamych inhibitori CDK, napt. JNJ-7706621 (Emanuel et al, 2005) nebo roskovitin
(Whittaker et al., 2007). V soucasné¢ dobé vSak nelze porovnat G€inky RO-3306 s jinym
inhibitorem CDKI, nicméné se nabizi alespont porovnat G¢inky latky CGP74514A s jinymi
inhibitory vykazujicimi dudlni inhibici CDK1 a CDK2, napi. NU6102, CVT313 nebo
BMS265246.

Slouc¢eniny LDC000067 a i-CDK9 jsou pomérné novymi inhibitory CDK, které jsou
na zaklad¢ prvotnich studii povazovany za vysoce selektivni inhibitory CDK9. V kinasové
inhibi¢ni eseji vykazovaly preferenci k CDK9, pfi¢emz naméfend data se vyrazné neodliSovala

od publikovanych (Albert et al., 2014; Lu et al., 2015) (Tab. 4).
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Selektivita téchto latek byla ovéfena také bunécnou termodenaturacni eseji (CETSA).
Jako prvni byl studovan inhibitor i-CDK9, ktery v koncentraci 300 nM v bunééném systému
a v koncentraci 100 nM v inhibi¢nim kinasovém testu vyrazn¢ snizoval hladinu fosforylace
Ser2 substrati CDK9, a to RNA polymerasy II nebo GST-CTD (Lu ef al., 2015). Nicméné
po pisobeni vyss$i koncentrace latky bylo zaznamenano zvySeni teplotni stability vétSiny
sledovanych CDK (Obr. 12A), naopak pfi niz§i koncentraci nedoslo ke stabilizaci ani jedné
z nich (Obr. 12B). Z toho lze vyvodit, Ze pii nasledujici optimalizaci by se koncentrace méla
pohybovat mezi hodnotami 100 az 300 nM.

Teplotni stabilizace kinas byla také testovana po pusobeni latky LDC000067
v koncentraci 10 pM, pfi které vSak byl v publikovanych datech pozorovan pouze ¢astecny
pokles fosforylace RNA polymerasy II (Albert et al., 2014), a proto byla testovdna také
v koncentraci 30 uM. Nicméné ke stabilizaci cilové CDK9 a ani jiné CDK po pusobeni téchto
koncentraci nedoslo (Obr. 13). V tomto ptfipad¢ se tedy nabizi testovat selektivitu latky
v koncentracich mezi hodnotami 10 a 30 pM. Nicméné¢ moznou pfi¢inou muze byt kratka
doba piisobeni inhibitoru na bunéénou linii, kdy l4tka nestaila proniknout do bunék. Uginek
této latky byl jiz testovan na linii mESC, pficemz pokles fosforylace Ser2 RNA polymerasy 11
byl zaznamenén jiz po 3 hodinach plsobeni latky v koncentraci 10 pM. Linie MCF7 se vSak
nevyznacovala timto poklesem ani po 4 hodinové inkubaci, coz mlze byt zpiisobeno prave
kratkou dobou plisobeni stejné jako v pfipad¢ linie HCT116 (Albert et al., 2015).

Selektivita téchto latek byla také testovana vici transkripcnim CDK12 a CDKI13.
Vzhledem k tomu, Ze substratem transkripcnich kinas je RNA polymerasa II, lze selektivitu
latek studovat také pomoci neradioaktivni kinasové eseje, kdy jako substrat byla pouzita GST
znacend C-terminalni doména (CTD) RNA polymerasy I a pomoci specifickych protilatek byl
sledovan pokles fosforylace Ser2 a Ser5 po pusobeni studovanych inhibitor. Hlavnim cilem
bylo zoptimalizovat uspotadani této eseje s imunoprecipitovanymi 3xflag CDK12 a CDK13,
zatimco komer¢né dostupnd rekombinantni CDK9 byla pouzita jako standard pro porovnani
s publikovanymi daty.

Z vysledkl je patrné, Ze sloucenina i-CDK9 inhibuje katalytickou aktivitu komeréné
dostupné rekombinantni CDK9 jiz v koncentraci 100 nM (Obr. 17A), coz je v souladu
s publikovanymi daty (Lu et al., 2015). Nicméné také inhibuje katalytickou aktivitu 3xflag
CDK12 jiz v koncentraci 100 nM (Obr. 17B), dokonce vice nez 3xflag CDK13, u které byl
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pokles fosforylace CTD zaznamenén az pti koncentraci 300 nM (Obr. 17C). Inhibi¢ni aktivitu
vici CDK12 a CDKI13 vsak nelze pfimo porovnavat s aktivitou vaci CDKO, jelikoz
pti experimentech byla pouzita rekombinantni CDK9, ktera se mlze znacné liSit
od flagované¢ho enzymu, coz lze pozorovat i v pfipadé publikovanych dat. Flagovand CDK9
v publikovanych datech byla inhibovéna jiz pfi koncentraci 20 nM, zatimco rekombinantni
az pti koncentraci 160 nM. Testovana byla také inhibice katalytické aktivity flagované
CDK12, a to az do koncentrace 80 nM, nicméné pokles fosforylace nebyl zaznamenan.
Rekombinantni CDK12 byla inhibovédna az v koncentraci 1,2 pM (Lu et al, 2015).
Pokud bychom vsak vychézeli z téchto publikovanych dat pro 3xflag CDK9, tedy inhibi¢ni
koncentrace 20 nM, tak by se pro ovéfeni selektivity vici 3xflag CDK12 méla pfi dalSich
experimentech snizit testovand koncentrace a mélo by se ovéfit, zda opravdu za danych
experimentalnich podminek nedojde pfi nizsi koncentraci k poklesu fosforylace.

Inhibitor LDCO000067 v testovanych koncentracich inhibuje katalytickou aktivitu vSech
studovanych transkripénich kinas, nicméné je ziejmé, Ze by méla byt testovana vyrazné nizsi

koncentrace latky, ktera odrazi jeji inhibicni aktivitu vii¢i rekombinantni kinase.
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8  ZAVER

Pomoci n¢kolika molekularné-biologickych a biochemickych metod byla ovéfena selektivita
vybranych inhibitorit CDK. Na zéklad¢ porovnéani vysledkli téchto metod navzdjem a také
s publikovanymi daty lze fici, Ze pfi stanovovani selektivity inhibitorh se nelze spoléhat pouze
na jednu metodu. Vysledky se mohou liSit nejen v rdmci riznych metod, ale i v rdmci
odlisnych experimentalnich podminek (napt. odlisna koncentrace ATP v kinasové inhibi¢ni
eseji, jind forma purifikované kinasy nebo koncentrace inhibitoru). Stejné tak se mize projevit
odliSna aktivita nativnich enzymi v bunécném uspofaddani od proteinli rekombinantnich
ve vysledném profilu selektivity. Z tohoto divodu je zapotiebi pouzit odliSnych pfistupd,
vysledky kinasovych inhibi¢nich eseji doplnit také o vysledky z bunécnych systémul
pro vylouc€eni nezadoucich cilt (tzv. off-targetli). Obecné je velmi tézké posuzovat selektivitu
inhibitori na bunééné¢ trovni, pokud v biochemickém testu nevykazuji vyrazné vyssi
preferenci pro cilovy protein v porovnani s dalsim bunécnym cilem v potadi, coz by mohl byt
také jeden z diivodd, pro¢ byl prave inhibitor PD-0332991 zvolen pro demonstraci metody
CETSA v publikaci kolektivu Martinez Molina et al.

V praktické casti této prace byla ovéfovana selektivita slouc¢enin RO-3306 (Vassilev
etal., 2006) a CGP74514A (Imbach et al., 1999), které jsou povazovany na zakladé¢
pivodnich studii za vysoce selektivni inhibitory CDKI1, nicméné nékteré jiz publikované
experimenty naznacuji, Ze jejich specifita by mohla byt odlisna (Pernicova et al., 2014; Kang
etal, 2014; Jorda et al, 2015). Vysledky této diplomové prace jednoznacéné potvrdily
selektivitu latky RO-3306 vici CDK1, coz je v souladu s publikovanymi daty (Vassilev et al.,
2006). Nicméné sloucenina CGP74514A se vyznacovala odliSnym biologickym ucinkem,
ktery napovida o tom, Ze zpisobuje pouze ¢astecnou inhibici CDK1 a pravdépodobné¢ i CDK2.

Latky LDC000067 a i-CDK9 jsou pomérné¢ novymi inhibitory CDK, které jsou
na zaklad¢ prvotnich studii povazovany za vysoce selektivni inhibitory CDK9. V kinasové
inhibicni eseji vykazovaly preferenci k CDK9, pficemz naméiend data korelovala
s publikovanymi vysledky (Albert ef al., 2014; Lu et al., 2015). Nicméné na zakladé vysledk
termodenaturacni eseje a také kinasové inhibicni eseje s transkripénimi CDK bylo zjisténo,
ze se latky mohou vyznacovat také selektivitou k jinym kinasam z rodiny CDK, ptfedevSim

transkripénim CDK.
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Vzhledem k nékterym pozorovanym efektim by bylo vhodné se v budoucnu zaméfit
na optimalizaci koncentraci a také délky doby pulisobeni testovanych latek pro objasnéni

pfesného mechanismu ucinku inhibitortt CDK.
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AML
AR

Arg
ATP
ATR
Bcl-2
BRD4
BSA
Bubl
CA
CAK
CCNC
CCND1
CCRK
CDC25
CDC2L
CDK
CDKSL
CDKL
CETSA
Cip/Kip
CKl1
COoPIl
CRK7
CRKRS
CTD
CTS-1
DDR
DMEM
DMSO
DNA
DNA
DTT
EDTA
EGFR
EGTA

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Acute myeloid leukemia

Androgen receptor

Arginine

Adenosine triphosphate

Ataxia telangiectasia and Rad3 related
B-cell CLL/lymphoma 2
Bromodomain-containing protein 4
Bovine serum albumin

Budding uninhibited by benzimidazoles 1
Cortistatin A

CDK-activating kinase

Cyclin C

Cyclin D1

Cell cycle regulated kinase

Cell division cycle 25

Cell division cycle 2-like
Cyclin-dependent kinase

CDKS-like

CDK-like

Cellular thermal shift assay

CDK interacting protein/Kinase inhibitory protein
Casein kinase 1

Coat protein complex II
CDC2-related protein kinase 7
Cdc2-related kinase, arginine/serine-rich
C-terminal domain

Chimeric tumor suppressor-1

DNA damage response

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxide

Deoxyribonucleic acid
Deoxyribonucleic acid

Dithiothreitol
Ethylenediaminetetraacetic acid
Epidermal growth factor receptor
Ethylenglycoltetraacetic acid
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ETS2
FANCD2
FANCI
Gln
Glu
HCC
HEPES
HER2
HTS
CHED
CHK2
ICso
ICN1

IK3-1/Cables

IRES
K
KiNativ
K

LB

LC
Lrp5/6
MAK
MAPK
Matl
MED
MEK
mESC
MRK/ICK
MS
MST
NSF

PARP
PBS
PCR
PEI
PI

Estrogen receptor

V-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 2
Fanconi anemia complementation group D2
Fanconi anemia complementation group I
Glutamine

Glutamic acid

Hepatocellular carcinoma
4-(2-hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid
Human epidermal growth factor receptor 2
High-throughput screening

Cholinesterase-related cell division controller
Checkpoint kinase 2

50% inhibitory concentration

Intracellular domain of Notch 1

Interactor with CDK3 1/CDKS5 and Abl enzyme substrate 1
Internal ribosome entry site

Inhibitor constant

Native kinome profiling

Michaelis constant

Luria-Bertani

Liquid chromatography

Low-density-lipoprotein receptor-related proteins 5 and 6
Male germ cell-associated protein kinase
Mitogen-activated protein kinase

Menage a trois-1

Mediator complex subunit

Mitogen-activated protein kinase kinase

Mouse embryonic stem cells

MAK-related kinase/intestinal cell kinase

Mass spectrometry

MicroScale Thermophoresis
N-ethylmaleimide-sensitive factor

Proline

Poly(ADP-ribose) polymerase

Phosphate buffered saline

Polymerase chain reaction

Polyethylenimine

Propidium iodide
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PIPES Piperazine-1,4-bis(2-ethanesulfonic acid)

PKA Protein kinase A

PLK1 Polo-like kinase 1

PMSF Phenylmethylsulfonyl fluoride

PPla Protein phosphatase 1 alpha

Pro Proline

Rb Retinoblastoma protein

RIPA Radioimmunoprecipitation buffer

RNA Ribonucleic acid

RNAPII RNA polymerase II

RNPSI RNA-binding protein with serine-rich domain 1
S Serine

SDS Sodium dodecyl sulphate

SE Super-enhancer

Ser Serine

Sgol Shugoshin 1

SNARE Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor activating protein receptor
SOC Super optimal broth with catabolic repressor
SRSF2 Serine/arginine-rich splicing factor 2

T Threonine

T-ALL T-cell acute lymphoblastic leukemia
TAGLN2 Transgelin 2

TBS TRIS-buffered saline

TE TRIS-EDTA buffer

TEMED Tetramethylethylendiamine

Thr Threonine

TNFa Tumor necrosis factor alpha

TRAIL Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand
TRAP Tudor repeat associated with PCTK2

TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethane

TSA Thermal shift assay

uv Ultraviolet

VDR Vitamin D receptor

VIS Visible

Y Tyrosine
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