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1)
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CILE PRACE

Vypracovani literdrni reSerSe na téma Exprese vybranych proteind v buikéach
mnohocetného myelomu ovlivnénych CDK inhibitory.

Osvojeni si laboratornich metod.

Stanoveni vlivu nékterych inhibitorit CDK na expresi antiapoptotickych proteinti
Mcl-1, Bcl-2 a XIAP v buitkdch mnohocetného myelomu, jedna se o inhibitory
LGR 1741 a 1742.
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2.  UVOD

V soucasné dobé tvoii onemocnéni mnohocetnym myelomem (Multiple myeloma, MM)
piiblizné 1 % vSech malignit a patfi mezi druhy nejcastéjsi typ rakoviny krve hned
po non-Hodgkinové lymfomu. Primérnd doba pieziti pacienti piedstavuje dva az tii
roky (Kyle et al., 2004). Jedna se o hematologické onemocnéni postihujici plazmatické
buiiky, které se diky genetickym zmé&nam meéni na buiiku nddorovou. Transformované
plazmatické bunky nepodléhaji apoptose, ale klondlni expanzi (Multiple myeloma
research foundation, 2011).

Protinddorovd 1é€ba mnohocetného myelomu v praxi zahrnuje radioterapii,
chemoterapii a transplantaci kostni dfen¢. V soucCasné dobé je ve vyvoji také velké
mnozstvi experimentalnich terapii MM. Napiiklad antiapoptotické proteiny, které
poskytuji rakovinnym bunkdm existencni vyhodu, ptfedstavuji slibny cil vyzkumu
pro lécbu myelomu a urcity potencial do budoucna.

Dal$im cilem vyzkumu jsou cyklin-dependentni kinasy regulujici dva procesy
dalezité pro pteziti malignich bunék. Jedna se o fizeni bunééného cyklu a genovou
transkripci (Gao et al., 2006). CDK jsou hlavni regula¢ni enzymy a jejich zablokovanim
pomoci inhibitortt CDK Ize zastavit bunécny cyklus a transkripci u nddorovych bunék,
coz muze v urcitych piipadech vést az k apoptose. Diky tomu jsou v soucasné¢ dobé
inhibitory CDK cilem intenzivniho studovani. Vyzkum inhibitorti je spojen hlavné
s tim, Ze se navrhuji a testuji neustale nové a lepsi inhibitory. A také se vyviji a hleda;ji

uc¢inngjsi varianty jiz zavedenych inhibitora CDK.



2.1. Mnohocetny myelom

Mnohocetny myelom je maligni hematologické onemocnéni, které postihuje
plazmatické bunky, jenz se diky genetickym zméndm méni na builku nadorovou
(Multiple myeloma research foundation, 2011). Patfi mezi druhy nejcastéjsi typ
rakoviny krve hned po non-Hodgkinové lymfomu a tvoii pfiblizn€¢ 10 % vSech
hematologickych malignit. Ve skupiné¢ vSech nadorovych onemocnéni piedstavuje
ptiblizné 1 %.

V soucasné dob¢ nebyly popsany zadné piimé pticiny vedouci ke vzniku tohoto
onemocnéni. Vyzkum naznacuje moznou spojitost s oslabenim imunitniho systému
a vykonem povolani, kde je Clov€k vystaven rizikovym chemikdliim nebo zéfeni

(Multiple myeloma research foundation, 2011).

2.1.1 Projevy nemoci

Charakteristickymi ptfiznaky jsou bolesti v okoli kosti, tnava, slabost, Casté infekce,
ztrata chuti k jidlu a ubytek na vaze. T¢Zké postizeni kostni tkané v dobé diagndzy
je ptitomno az u 80 % pacientll s mnohocetnym myelomem. Nejvice byvaji postiZzeny
kosti patete, panve a hrudniho koSe. Nekteré dalsi ptiznaky souvisi s vysokou hladinou
vapniku v krvi vyvolavajici poruchy funkce ledvin. Projevuji se zménami v diuréze,
veétsi zizni, neklidem, popfipadé extrémni slabosti, zmatenosti nebo nevolnosti
¢izvracenim (Multiple myeloma research foundation, 2011). Mezi hematologické
abnormality, které se Casto vyskytuji ve spojeni s mnohocetnym myelomem, patii
anémie, leukopenie a trombocytopenie (Laubach ef al., 2011).

Maligni bunky se nekontrolovatelné mnozi a produkuji velké mnoZzstvi
specifické protilatky zvané monoklondlni (M) protein, ktery naruSuje normalni funkci
kostni dfen€ a poskozuje kostni tkan. Dale pak myelomové bunky produkuji nefunk¢ni
protilatky a koncentrace fyziologickych imunoglobulinti klesa pod 50 %.
To souvisi se selhanim imunitni reakce a obranyschopnosti organismu. Krvi se tyto
protilatky mohou dostat az do ledvin a zde blokovat filtratni aparat, coz miize vést
az k jejich selhani. Zaroven u véEtSiny pacientll nastava dienovy utlum (aplasticka
anémie, Multiple myeloma research foundation, 2011).

Nekteti pacienti mohou zlstat bez progrese 1 nékolik let (Anderson et al., 2003;

Hjorth et al., 1993).
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2.1.2 Vznik a molekularni podstata nemoci

Plazmatické bunky jsou bilé krvinky, které produkuji protilatky (imunoglobuliny).
Ve zdravé kostni dfeni se B-lymfocyty diferencuji v plazmatické buniky (Obr. 1), které
piechdzi do krve. Zde cirkuluji a po stimulaci produkuji protilatky, které se vazi
na pfitomné antigeny. U mnohocetného myelomu dochédzi u plazmatickych bunék
ke genetickym zméndm vedoucim az k transformaci normalni buiiky na nadorovou
(Obr. 1).

NejCastéjSim  typem mutaci u hematoonkologickych onemocnéni jsou
chromozomové translokace. Jednd se o nevyvazené translokace a inzerce, které
se mohou tykat 1 vice nez dvou chromozomu (Fonseca et al., 2004). U mnohocetného
myelomu je cCastym ndlezem pritomnost reciprokych translokaci, které vznikaji
procesem nelegitimni switch rekombinace. Jedna se o proces, ktery postihuje gen pro
tézké fetézce imunoglobulind v oblasti chromozomu 14q32. Disledkem toho
se dostanou onkogeny na derivovanych chromozomech pod kontrolu molekularnich
zesilovacu lokusu tézkého fetézce (Némec ef al., 2008). Mezi nejcastéjSi strukturni
prestavby u myelomu patii prestavby genu c-MYC.

Jednou z mnoha moznych genetickych zmén mize byt uniparentalni disomie.
Normalni chromozomova sestava diploidniho organismu se skldda zjedné sady
chromozomt pochézejicich od otce a druhé sady od matky. Uniparentalni disomie
je stav, kdy oba chromozomy pochazeji od jednoho rodie, bud’ od otce (paternalni
disomie) nebo od matky (maternalni disomie; Engel, 1980). Existuji dva typy disomie,
vrozend a ziskani. Vrozena je spojena s chybami v pribéhu meiosy v zarode¢nych
buiikdch a vede k vyvojovym onemocnénim. Ziskand uniparentalni disomie nejspiSe
vznika chybami v mitotickém déleni a mlze mit za nasledek vyvoj rakoviny. NejCastéji
vznikd disomie celého chromozomu diky chybné segregaci v mitose, kdy jeden
chromozom je ztracen a druhy je zdvojen nebo dojde k chybnému rozchodu
chromozomu v meiotickych délenich. Dal§i moznosti vzniku disomie je chyba pfi
opravé dvoufetézcovych zlomi, kdy v misté zlomu dojde ke zdvojeni (Tuna et al.,
2009).

U zdravého clovéka dochazi k neustalé tvorbé a degradaci kostni tkané
pusobenim bunc¢k osteoblasti a osteoklast. Kostni tkan vznika mineralizaci
mezibunééné hmoty, kterd je spolu s kolagennimi vldkny produkovana osteoblasty.

Kdyz se osteoblast obklopi mezibunénou hmotou, dochazi k jeho pfeméné na osteocyt,
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coz je zékladni bunka zralé kosti. U mnohocetného myelomu ptevazuje zanik kosti nad
jejim vznikem vlivem zvySené resorpce kostni tkané prostfednictvim osteoklasti.
Ty mohou byt stimulovany latkou OAF (osteoclast-activating  factor), ktera
je u mnohocetného myelomu produkovana nddorovymi bunikami. Jedna se o cytokin
(peptid), ktery zvySuje resorpci mineralizované kostni tkané. Aktivované osteoklasty
produkuji enzymy kolagenasu a kyselou fosfatasu, s jejichz pomoci odbouravaji kostni
minerdly a naruSuji strukturu zakladni hmoty. KliCovym faktorem aktivace
a diferenciace osteoklasti je RANKL (receptor activator of nuclear factor kappa-B
ligand; Roux et al, 2002), jehoz produkce je indukovana interleukinem 6  (IL-6).
Za fyziologickych podminek je hladina interleukinu 6 nizka. Bylo prokézano,
7e u pacienti s myelomem je jeho hladina zvySend (Sati ef al., 1998). Jedna se o hlavni
cytokin piisobici na bunky kostni dien¢ a zprosttedkovavajici rist, preziti a 1ékovou
rezistenci myelomovych bunck. Je produkovdn piedevS§im makrofagy, monocyty,
B-lymfocyty a stromdalnimi bunikami kostni dfené. IL-6 také naruSuje homeostasu
v kostech, coz vede k jejich degradaci.

Naopak tvorba nové kostni tkdn¢ je snizena, protoze dochazi k inaktivaci
osteoblastti. Bylo prokdzano, ze GFI1 (growth factor independent 1 transcription
represor) a TNFa (tumor necrosis factor a) potlacuji produkci RUNX2 (runt-related
transcription factor 2), jenz je dilezitym faktorem diferenciace osteoblastti. Diky tomu
dochazi k bloku osteoblastogeneze a tvorbé kosti u mnohocetného myelomu (Gilbert et

al.,2002; D'Souza et al., 2011).

Healthy B. Multiple Myeloma

Bone marrow

Genetic damage

. B cell l
. Damaged B cell
Antigens

!

. Plasma cell
. Multiple Myeloma cell

@llh
AV A
Obr. 1: Porovnani zdravé kostni tkané s kosti poskozenou myelomovymi bunkami

(prevzato z Multiple myeloma research foundation, 2011).
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2.1.3 Diagnostika a 1écba mnohocetného myelomu

Za ulelem diagnostiky mnohocetného myelomu se déla velké mnozstvi laboratornich
testll. Tyto testy jsou provadény ze vzorka krve, moci a aspiratu kostni diené. Myelom
muze byt diagnostikovan z krevniho obrazu spolu se specialnim biochemickym
vySetfenim. Pfi ném se stanovuje koncentrace mocoviny, kreatininu, vapenatych iontt,
celkové bilkoviny, albuminu a C-reaktivniho proteinu (Multiple myeloma research
foundation, 2011). Nova kritéria pro vyiceni diagnosy MM vyzaduji, aby pocet
plazmatickych bunék v kostni dfeni pfevySoval hranici 10 %, a dale pak ptitomnost
monoklondlniho  proteinu  vséru nebo moc¢i. Dopliujicimi  testy  jsou
prukaz hyperkalcémie, renalni insuficience, anémie a pfitomnost kostnich 1¢ézi
na rentgenu (International myeloma working group, 2003; Rajkumar et al., 2001).

JelikoZ se jednd o nddorové onemocnéni, lé¢ba mnohocetného myelomu obecné
zahrnuje radioterapii, chemoterapii nebo jejich kombinaci a ndsledné transplantaci
kostni diené. Nejcastéji se provadi alogenni neptibuzenska transplantace kostni diené,
ktera zahrnuje infuzi kmenovych bunék darce, jenZ maji nahradit chybé&jici funkéni
krvetvorbu. Cilem lécby je omezit rozvoj onemocnéni, dosdhnout jejiho tUstupu, zlepSit
kvalitu zivota a prodlouzit pteziti (Multiple myeloma research foundation, 2011).
Pomoci radioterapie a chemoterapie se zasahuji myelomové buniky. Diky tomu dochézi
k poklesu poctu myelomovych bunék a snizeni degradace kostni hmoty, jejiz tvorba
se obnovuje. Dale se po 1é¢b¢ ustaluje krvetvorba a stabilizuje obranyschopnost
organismu proti infekcim.

Soucasny veédecky vyzkum pro 1lé¢bu mnohocetného myelomu se zamétuje
pfedev§im na vyvoj novych latek. Cilem intenzivniho studovani jsou také inhibitory
CDK, které mohou svym piisobenim navodit zastaveni bunééné¢ho cyklu a transkripce.
Vyzkum inhibitora je spojen hlavné s tim, ze se navrhuji a testuji neustale nové a lepsi
inhibitory. A také se vyviji a hledaji u¢innéj$i varianty jiz zavedenych inhibitord CDK.
Ackoli onemocnéni mnohocetnym myelomem zlstava nevylécitelné, neddvné pokroky
ve vyzkumu jsou slibné. Ptikladem lé¢iv zavedenych do praktické mediciny (Obr. 2)
mohou byt thalidomid, bortezomib (Velcade), lenalidomid nebo CC-5013
(Anderson et al., 2003).
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Obr. 2: Chemicka struktura thalidomidu (a), bortezomibu (b), lenalidomidu (c)
a CC-5013 (d).

2.2  Apoptosa

Apoptosu jako dé&j popsal Carl Vogt jiz vroce 1842 (Lawen et al., 2003). Termin
apoptosa poprvé pouzili Kerr, Wyllie a Currie vroce 1972 pro bunéfnou smrt
s typickou morfologii apoptotickych bunék (Thomas ef al., 2010). Apoptosa byla
od zacatku identifikovana jako rozhodujici fyziologicky proces z mnoha divodi;
udrzuje homeostasu tkdni, zachovava velikost bunécné populace, odstraiiuje cizorodé
a poskozené bunky a méd podil na morfogenezi béhem embryonalniho vyvoje. Také
se podili na obran€ organismu proti virim a bakteriim. Pfi poSkozeni buniky zplisobené
nemoci, virem nebo Skodlivymi latkami je automaticky navozena bunéfna smrt
(Elmore et al., 2007).

Pfesnd regulace apoptosy je nezbytnd pro spravné fungovani organismu
a jeji porucha ma proto negativni vliv na organismus (Fadeel ef al., 2005). Nadmérna
aktivace apoptosy muze vést ke vzniku neurodegenerativnich onemocnéni, napf.
Parkinsonové chorobé, Alzheimerové chorobé, spindlni svalové atrofii nebo AIDS
(Lawen et al., 2003). Naopak inhibice apoptosy miize vyustit v nadorové onemocnéni.
Déle mize také vést ke vzniku autoimunitnich onemocnéni jako je diabetes mellitus
typu 1 nebo akutni zanét mozku a michy (Lawen et al., 2003).

Je spojena s biochemickymi a fyzikalnimi zménami, které se tykaji cytoplasmy,
j&dra a plazmatické membrany. Morfologické projevy zahrnuji svraSténi a ztmavnuti

jadra, fragmentaci DNA, kondenzaci chromatinu, zmenSeni celé buinky a rozpad
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na mensi celky ohrani¢ené plazmatickou membranou, tzv. apoptotickd téliska. Ta jsou
nasledné fagocytovana okolnimi makrofagy, které rozpoznavaji molekuly na povrchu
apoptotickych télisek. Jednd se mnaptiklad o expozici fosfatidylserinu, ktery
se v normalni bunice nachdzi na vnitini strané plazmatické membrany a pfiapoptose
se pfemisti na stranu vnéjsi diky ztraté aktivity ptislusné flipasy (Elmore et al., 2007).
Apoptotické buiiky jsou na rozdil od nekrosy degradovany, aniz by ovliviiovaly
sousedni bunky. U nekrosy dochazi k uvolnéni celého obsahu bunky vcetné enzymi
do okoli, coz je pfiCinou posSkozeni okolnich bunék s nédslednym vznikem zénétu
(Lawen et al., 2003).

Apoptosa je koordinovany a Casto energeticky vysoce zavisly proces. Podstatou
je aktivace skupiny cysteinovych proteas tzv. "kaspas" (Elmore et al., 2007). Jedna
se 0 enzymy, které §t€pi peptidovou vazbu specificky za aspartatem (Riedl ef al., 2004).
V dneSni dobé je znamo 13 druhi kaspas u clovéka, ale ne vSechny se podileji
na apoptose. Kaspasy, kter¢ se ucastni bunééné smrti, nazyvame iniciacni
a exekutorové. Inicia¢ni kaspasy 2, 8, 9 a 10 se vyskytuji na zacatku kaskady a podili
sena prenosu signalu a aktivaénim S$tépeni exekutorovych kaspas 3, 6 a 7
(Rastogi et al., 2009). Ty poté proteolyticky $tépi tzv. substraty smrti, mezi které patii
proteiny fidici opravu DNA, proteiny cytoskeletu nebo antiapoptotické proteiny, a tim

zajisti vlastni pribeh apoptosy (Taylor ef al., 2008).

2.2.1 Vnéjsi apoptoticka draha

Existuji dvé hlavni apoptotické drahy; vnéj$i (receptorova) signdlni draha a vnitini
(mitochondridlni) draha (Obr. 3). Ob¢ tyto signdlni drdhy jsou propojeny a molekuly
jedné drahy mohou aktivovat komponenty drahy druhé a vzijemné se dopliiovat.
Aktivace vnéj$i dréhy zacind navazanim ligandu TNF (tumor necrosis factor) nebo
Fas ligandu na  transmembranové receptory v cytoplazmatické  membrang,
tzv. “receptory smrti“. Jedna se o TNF receptory (TNFR, tumor necrosis factor
receptor), skupinu, které sdili podobné cysteinové extracelularni domény (tvofené
157 aminokyselinami) a maji cytoplazmatické domény nazvané ,,domény smrti“. Jedna
se o domény, které hraji kliCovou roli pti pfedavani signdlu z bunééného povrchu do
nitra bunky. Po vazbé Fas ligandu na Fas receptor se vytvoii komplex DISC (the death
inducing signalling complex). Sklada se z adaptorové molekuly FADD (Fas-associated

protein with death domain), trimerizovanych receptori smrti a prokaspasy 8 a 10.
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exekutorové, které Stépi bunécné komponenty (Elmore ef al., 2007). Po aktivaci kaspas,
dochazi k degradaci konkrétnich substrati, stavebnich kament (cytoskelet, DNA, atd.),
ze kterych je buinika slozena (Lawen et al., 2003). Vznikaji apoptotickd téliska, ktera

jsou nasledné fagocytovana.

2.2.2 Vnitini draha

Vnitini nebo také mitochondridlni draha je aktivovéna extracelularnimi a také fadou
intracelularnich signal. Mezi vnéjSi signaly patii naptiklad pfitomnost volnych
radikald, ischemie nebo zvySend koncentrace vapniku. Vnitini apoptotické signaly jsou
napiiklad jedy v buiice, oxidativni stres, aktivace onkogeni nebo poskozena DNA
(Fickova et al., 2007). Proapoptoticky protein Bid (BH3 interacting-domain death
agonist) tvofi spojeni mezi vnéjsi a vnitini drahou. Jeho aktivni forma tBid (truncated
Bid) vznikd az proteolytickym Stépenim, které je zprosttedkovano kaspasou 8. Protein
tBid se pfemisti do mitochondrie, coz zpiisobi ztratu jeji funkce, vyliti apoptotickych
proteinil a formovani apoptosomu (Gross a kol., 1999; Jin a El-Deiry, 2005).

Rodina Bcl-2 proteinli je jednim zkli¢ovych prvkll vnitini signilni drahy,
protoze ma vliv na permeabilitu vnéj$i membrany mitochondrii (Youle et al., 2008).
Oligomerizované proapoptotické proteiny Bcl-2 rodiny Bax (Bcl-2 associated protein
X) a Bid jsou schopny tvofit loZiska na vnéjSi membrané mitochondrii, coZ vede
k tvorbé porh, které umoZni uvolnéni cytochromu ¢ 2z mezimembranového
prostoru mitochondrie do cytoplasmy. Cytochrom c¢ se vaZe se na protein Apaf-1
(apoptotic protease activating factor 1) a pro-kaspasu 9 a ztohoto komplexu vznika
apoptosom. Ten zajiStuje autokatalytickou aktivaci prokaspasy 9 za vzniku volné
kaspasy 9. Nasleduje aktivace exekutorovych kaspas (Hao ef al., 2005) a vznik
apoptotickych télisek.
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Obr. 3: Vnéjsi a vnitini cesta aktivace apoptosy (prevzato z Tzifi et al., 2012)

2.3 Antiapoptotické proteiny

Geneticky nestabilni myelomové buiiky jsou rezistentni k apoptotickym signdlim.
Vysoka exprese antiapoptotickych proteinti rodiny Bcl-2 (napt. Mcl-1, Bcl-2), se jevi
také jako jeden z dilezitych faktort ziskani apoptotické rezistence bunék mnohocetného
myelomu (Ong et al., 1995; Puthier etal., 1999; Miguel-Garcia et al., 1998).
V nadorovych bunkach je jejich hladina velmi vysoka ato jim poskytuje urcitou
existenéni vyhodu oproti buitkdm normalné proliferujicim.

Jedna se predevsim o proteiny rodiny Bel-2 (Bcl-2, Mcl-1, Bel-X;. a dalsi) a dale
také XIAP. PoloCasy rozpadu téchto proteini jsou uvedeny v tabulce (Tab. 1).
Bcl-2 rodina je skupina proteinti, jejichz uloha spociva vregulaci mitochondridlni
integrity. Tyto proteiny jsou schopné regulovat propustnost vnéj$i mitochondridlni
membrany, coz je dilezity krok v prib&hu programované bunééné smrti. Mohou také
pusobit jako klicové faktory v bunécné proliferaci, diferenciaci a tumorogenezi a hraji

dileZitou roli v regulaci bunééného cyklu (Craig et al., 2002).
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Tab. 1: Polocasy rozpadu antiapoptotickych proteinit Bcl-2, Mcl-1 a XIAP ([1]
Blagosklonny et al., 1996, [2] Maurer et al., 2006, [3] McNeish et al., 2005; [4]
Merino et al, 1994, [5] Moulding et al., 2001, [6] Rosato et al., 2004).

Protein Polocasy rozpadu [hod]
Protein mRNA
Bel-2t:4 10-24 2,5-4
Mcl-13! <1 2,5
XIAPE® 6,5 3-5

V soucasné dob¢ je zndmo 20 ¢lenti Bel-2 rodiny, ktera obsahuje proapoptotické
1 antiapoptotické proteiny (Thomas et al, 2010), jenz sdili shodnou sekvenci uvnitf
Bcl-2 homolognich domén (BH; Green et al., 2007).

Antiapoptotické proteiny tvoii s proapoptotickymi Bax, Bak (Bcl-2 homologous
antagonist killer) a Bok (Bcl-2 related ovarian killer) heterodimery. Hydrofobni Zlabek
na povrchu antiapoptotickych proteini tvofeny BHI1, BH2 a BH3 doménami
nekovalentné interaguje s BH3 doménou proapoptotickych Bad (Bcl-2-associated death
promoter), Bak a Bim. Vznik heterodimerti antiapoptotickych proteint
s proapoptotickymi brani Bax, Bak a Bok oligomerizovat a vytvafet ve wvnéjsi
membrané mitochondrie pory. Dojde k zamezeni jejich funkce a naslednému bloku
apoptosy (Zha et al., 1996). Bcl-2 rodina reprezentuje novou tfidu protoonkogenti.
Poruchy regulace exprese a funkce proteint Bcl-2 rodiny jsou zapojeny v tumorogenezi
a fad¢ dalSich onemocnéni (Vaux et al. 1988).

Mcl-1 je antiapoptoticky ¢len rodiny Bcl-2. Od ostatnich pfibuznych proteinii
se li$i vétsim poctem aminokyselinovych rezidui (350), ve srovnani s Bcl-2 , ktery
ma 239 rezidui a Bel-X1, jenz ma 233 aminokyselinovych rezidui (Thomas ef al., 2010).
Protein Mcl-1 ma podobnou strukturu jako ptibuzné proteiny, na svém povrchu
ma hydrofobni kapsu, do které se vazi dalsi proteiny s BH3 doménou (Thomas et al.,
2010). Mcl-1 je lokalizovan v rznych bunéénych membréanach, véetné membran jadra,
endoplazmatického retikula a mitochondrii (Akgul et al., 2000; Yang et al., 1995).

Mcl-1 je zapotiebi pro vyvoj B a T lymfocytli (Opferman et al., 2003). Bylo také
prokéazano, Ze hraje zésadni roli v regulaci apoptosy makrofagii a neutrofili (Edwards
et al., 2004; Steimer et al., 2009) a je nezbytny pro pieziti krvetvornych kmenovych
bunék (Opferman et al., 2005) a synovialnich fibroblastli (Liu ez al., 2005).

Mcl-1 blokuje navozeni apoptosy tim, Ze vaze a izoluje proapoptotické proteiny
Bak a Bax. Tim dojde k zamezeni jejich schopnosti tvofit péry v mitochondrialni
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membrané, uvolnéni cytochromu ¢ do cytoplasmy bunck a nasledné spusténi apoptosy.
Antiapoptoticky protein Mcl-1 je vysoce exprimovan viadé nddorovych bungk,
ale v normalnich bunikach se vyskytuje malo nebo viibec (Bettayeb ef al., 2010). Mcl-1
je protein svelmi kratkym poloCasem rozpadu (30 minut, Maurer et al., 2006;
Moulding et al., 2001). ZvySeni hladin deubiquitinasy USP9X a néslednd stabilizace
Mcl-1, maji za nasledek abnormalné¢ vysoké hladiny Mcl-1, které hojné piispivaji
k pteziti nddorovych bunck (Schwickart et al, 2010). Vysoka exprese Mcl-1 byla
zaznamenana u nckolika hematologickych malignit a solidnich nadort, vcetné
chronické myeloidni leukémie a hepatocelularniho karcinomu (Thomas et al., 2010).
Nadmérna exprese Mcl-1 u transgennich mysi vede k vyrazné zvySenému vyskytu B-
bunééného lymfomu, naopak snizeni Mcl-1 je schopno vyvolat apoptosu v fadé typu
nadorovych bun¢k (Thomas et al., 2010).

Rastové faktory, které jsou schopny oddalit degradaci Mcl-1, maji tendenci
zvysit bunécnou Zivotaschopnost. Naopak nedostatek rastovych faktor nebo poskozeni
DNA, urychluji odbouravani Mcl-1 a vedou ke sniZeni Zivotaschopnosti (Thomas ef al.,
2010). Toto se d¢je za fyziologickych podminek, kdy je vSe v pofadku. Kdyz je bunka
nadorové transformovand na myelomovou, exprimuje antiapoptotické proteiny oproti
normalnim bunkdm ve vysokych hladinach, které jim zajisti pfeziti i za neptiznivych
podminek.

Existuji 3 razné druhy Mcl-1; tzv. full lenght (40 kDa), zkracena translacni
varianta na isoleucinu 10 (38 kDa) a zkracenad translacni varianta na isoleucinu
33 (36 kDa). Tyto varianty Mcl-1 maji riznou mitochondrialni lokalizaci. Formy
40 kDa a 38 kDa jsou bohaté zastoupeny ve vnéj$i mitochondridlni membrané, zatimco
36kDa forma je spojena s vnitini membranou a vztahuje se k mitochondrialni matrix
(Perciavalle et al., 2012).

Antiapoptoticky protein XIAP je endogenni inhibitor kaspas, ktery
je exprimovan u fady rakovin. Tento protein obsahuje ti1 BIR (baculoviral IAP repeat)
domény. BIR2 doména je zodpov€dnad za navazani a inhibici aktivity kaspas 3 a 7,
zatimco vazba BIR3 doménou potlacuje aktivitu kaspasy 9 (Deveraux et al., 1999;
Takahashi et al., 1998). Hladina proteinu XIAP je zvySena u mnoha akutnich
a chronickych leukémii, rakoviny prostaty, plic a fady dalSich nddorovych onemocnéni

(Schimmer ef al., 2004).
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2.4 Cyklin-dependentni kinasy (CDK)

Cyklin-dependentni kinasy jsou serin/threoninové proteinkinasy, které hraji dalezitou
roli pfedevSim vregulaci bunééného cyklu a ucastni se také regulace transkripce
(Gao et al., 2006). CDK byly rozsdhle studovany z divodl jejich kli¢ovych funkci
v zakladnich bunéénych procesech, jako je regulace bunéfné smrti €1 apoptosa
(Malumbres ef al., 2009a; Malumbres et al., 2009b).

Béhem bunééného déleni jsou CDK ptitomny po celou dobu cyklu, ale stavaji
se aktivnimi az po navazani své specifické podjednotky, tzv. cyklinu. Nasledné
fosforyluji cilové proteiny v buiice a ty poté iniciuji jednotlivé kroky bunééného cyklu.
Hladina vSech cyklinti kolisa béhem bunécného cyklu, kdy v urCitych fazich dochazi
k expresi riznych cyklint. Jakmile hladina nékterého cyklinu piekroci kritickou hranici,
spusti se procesy, které bunikku nasméruji do konkrétni faze cyklu. Dale hladina cyklinu
klesa a ptipravuje bunku na novy proces. Poté dochéazi k ubiquitinylaci a nésledné
degradaci v proteasomu. Cyklin-dependentni kinasy regulujici bunéény cyklus jsou
CDKI1, CDK2, CDK4 pro prichod interfazi, CDK6 pro G; fazi a CDKG6 spolecné
s CDK4 pro G,/S ptechod.

Ackoli €lenové rodiny cyklin-dependentnich kinas bézné reguluji bunécny
cyklus, nékteti jsou spojeni s regulaci transkripce prostiednictvim fosforylace koncové
karboxylové domény (CTD, carboxy-terminal domain) RNA polymerasy II
(Bregman et al., 2000). Jedna se o CDK7, ktera fosforyluje Ser5 v C-koncové doméné
RNA polymerasy II a je nedilnou soucasti transkripniho faktoru TFIIH
(Yankulov et al., 1997). To md za nésledek zahajeni transkripce. DalSi vyznamnou
kinasou ovliviiujici transkripci je CDK9, kteréd tvoii ¢ast elongacniho faktoru P-TEFb
(Chao et al., 2000; Peterlin et al., 2006). CDK9 fosforyluje Ser2 v CTD RNA
polymerasy II a je nezbytna pro elongaci transkriptu (Chen ef al., 2009).

Rada nepravidelnosti v regulaci bunééného cyklu byla pozorovana u riznych
typi naddorovych onemocnéni (Nurse et al, 2000). Toto je divod intenzivniho

studovani CDK a také toho, zZe se staly cilem vyvoje jejich inhibitort.
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2.5 Inhibitory cyklin-dependentnich kinas

Jedna se o malé¢ molekuly schopné pomoci inhibice CDK zastavit bunéény cyklus
a transkripci a tim vyvolat apoptosu v nadorovych buiikach. Hlavnim mechanismem
inhibice je kompetice s pfirozenym CDK substratem adenosintrifosfatem (ATP)
o aktivni misto na kinase. Bylo popsano vice nez 140 inhibitora cyklin-dependentnich
kinas (Galons et al., 2009; Malumbres et al., 2008). Mezi inhibitory 1. generace
intenzivné studované na konci 20. stoleti fadime predevS§im olomoucin, roskovitin nebo
flavopiridol, do druhé generace CDK inhibitorti pak fadime napt. P276-00, SNS-032,
AT7519, CRS8. Nékteré inhibitory maji preferenci pro CDK9, coz je rozhodujici enzym
stimulujici elongaci transkripce vétSiny gend, které koduji proteiny. Tyto inhibitory
byly testovany na bunikdich mnohocetného myelomu a jsou schopny interagovat s CDK9
a CDK?7 a tim zabranit fosforylaci RNA polymerasy Il na Ser2 a Ser5. To se projevuje
inhibici transkripce a naslednym snizenim hladiny mRNA u antiapoptotickych proteini
s kratkym polocasem rozpadu, coz vede az k apoptose (Bettayeb et al., 2010).

Roskovitin (Obr. 4) je protinadorové lécivo, které je odvozeno od rostlinnych
hormonti zvanych cytokininy. Strukturné se jednd o 2,6,9-trisubstituovany analog
purinu. Vykazuje inhibi¢ni aktivitu proti CDKI1, CDK2, CDK7 a CDKO9, a proto
je oznaCovan jako pan-selektivni CDK inhibitor (Jorda et al., 2011). Bylo prokézano,
ze roskovitin navozuje bunénou smrt v bunikdch mnohocetného myelomu narusenim
rovnovahy mezi piezitim bunék a apoptosou prostiednictvim inhibice transkripce
a snizenim hladiny Mcl-1 (MacCallum ef al., 2005).

Flavopiridol (Obr. 4) je polysynteticky flavonoid ziskany z indické rostliny
Dysoxylum binectariferum (Sedlacek et al., 2001), ktery inhibuje bunécny cyklus
na rozhrani Gi/S s Go/M. Flavopiridol sniZzuje transkripci pomoci inhibice CDK9
a CDK7 podobné¢ jako roskovitin, jedna se vSak o jeden z nejicinngjSich znamych

inhibitort CDK9 (Chen et al., 2005).
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a) OH b)
Obr. 4: Chemicka struktura roskovitinu (a) a flavopiridolu (b).

P276-00 (Obr. 5) také patii mezi pan-selektivni CDK inhibitory s nanomolarni
aktivitou viici CDK9 (Manohar et al., 2011; Shirsath et al., 2012). CDK inhibitor
SNS-032 (Obr. 5) jesilny a selektivni inhibitor aktivity CDK2, CDK7 a CDK9
(Chen et al., 2009; Conroy et al., 2009) a v porovnani s flavopiridolem a roskovitinem

ma veétsi tcinek na inhibici syntézy RNA a navozeni apoptosy (Chen ef al., 2009).
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Obr. 5: Chemicka struktura P276-00 (a) a SNS-032 (b).

Dlouhotrvajici inhibice CDK7 a CDK9 mize nakonec vést k Gplnému zastaveni
transkripce, ktera se projevi poklesem transkriptii, ale zaroven i proteinti. Bezprostiedni
efekt bude pozorovatelny na transkriptech a proteinech s kratkym poloCasem rozpadu,
jako jsou naptiklad antiapoptotické proteiny Mcl-1 a XIAP (Lam et al., 2001).

Na obrazku 6 (Obr. 6) je popsan piedpokladany mechanismus plsobeni
inhibitordt cyklin-dependentnich kinas CR8 a roskovitinu v bunikdch neuroblastomu.
CDK inhibitory interaguji s CDK7 a CDK9 a zabranuji fosforylaci RNA polymerasy 11
na Ser2 a Ser5. Tim dochazi k inhibici transkripce a to vede ke sniZeni hladiny mRNA
a proteinu s kratkym polocasem rozpadu (napt. Mcl-1). Antiapoptoticky protein Mcl-1

je nasledné oznac¢en Mcl-1 ubiquitin ligasou [MULE] a degradovan pomoci proteasomu.
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Na zaklad¢ urcitych strukturnich motivii byly vyvinuty nové CDK inhibitory
1741 a 1742, u kterych se oc¢ekava podobny ucinek jako v pripad¢ inhibitoru CRS.

cell survival cell death

[

CRs8
Roscovitine

|

CDKg RNA pol II

(Cydlin H)

Proteasome

Obr. 6: Predpokladany mechanismus piisobeni CDK inhibitoriit CRS8 a roskovitin
v bunkdach neuroblastomu (prevzato z Bettayeb et al., 2010).
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EXPERIMENTALNI CAST
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3. MATERIAL

3.1 Pristrojové vybaveni

V bakalarské praci bylo pouzito nasledujici ptistrojové vybaveni: termocycler TC-512
(Techne), spektrofotometr Synergy H4 Hybrid reader (Bio-Tek), elektroforetickd vana
(Biometra), scanner FLA-7000 (Fujifilm), centrifuga BR41 (Jouan), vahy 440-33N
(Kern), magnetické michadlo MR-1000 Hei-Mix S (Heidolph), flowbox s vertikdlnim
proudénim vzduchu TC 48 (Gelaire), CO, inkubator (Sanyo), vodni lazen, tfepacka
Reax top (Heidolph), odstiedivka MPW 15 (Med-instruments), tfepacka s kyvavym
pohybem Mini Rocket MR-1 (BioSan), mald centrifuga EPP 5702 (Eppendorf),
elektroforeticky zdroj EC 105 (E-C Aparatus Corporation), termostat MBT 250
(Kleinfelo labortechnik), kamera LAS-4000 (Fujifilm), UV-VIS spektrofotometr
UV-1800 (Shimadzu), ultrazvukovy homogenizator Sonoplus HD2200 (Bandelin),
mikroskop TMS (Nikon), aparatura pro vertikalni elektroforézu Mini-PROTEAN Tetra
Cell (BioRad), blotovaci aparatura Mini Trans-Blot Cell (BioRad).

3.2 Pouzité chemikalie

Pti zpracovani experimentalni ¢asti byly vyuzity chemikalie od firmy Sigma-Aldrich
(DirectLoad™ wide range DNA marker (50 bp - 10 kbp, kat. & D7058), Tag DNA
polymerase, 10x PCR buffer, 25 mM roztok MgCl,, kultivacni médium RPMI 1640,
aprotinin, peroxodisiran amonny, bromfenolova modf, hovézi sérovy albumin (BSA),
dimethylsulfoxide (DMSO), dithiothreitol (DTT), ethylendiamintetraoctovd kyselina
(EDTA),  ethylenglykoltetraoctovd  kyselina ~ (EGTA),  leupeptin,  N,N'-
methylenbisakrylamid, penicilin/streptomycin, tetramethylethylendiamin, trypsin,
ethidium bromid, Nonidet P-40, Ponceau S, ammonium persulfate (APS), kyselina
borita, glutamin, pyruvat, glukosa, kyselina octova). Fermentas (set nukleotidit ANTPs:
dGTP, dATP, dCTP a dTTP, kazdy 2,5 mM). Takara (1¥ strand cDNA Synthesis Kit),
Invitrogen (fetalni sérum), MP Biomedicals (kyselina chlorovodikova, glycerol, chlorid
draselny, fluorid sodny, laurylsiran sodny (SDS), akrylamid, glycin,
tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), Tween 20), Penta (ethanol, kyselina
fosforecna, chlorid sodny, Na,HPO4.12H,0), Serva (2-merkaptoethanol) a Qiagen
(RNeasy Mini kit). Thermo Scientific (chemiluminiscenéni kit ECL, SuperSignal West

Pico Chemiluminescent Substrate).
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Déle byly pouzity primery od firmy KRD o nasledujicich sekvencich:
Mcl-1 F: 5°- GGT GGC ATC AGG AATGT -3’

Mcl-1 R: 5'- ATC AAT GGG GAG CACT -3’

28S rRNA F: 5'- AAG CAG GAG GTG TCA GAA A -3’

28S rRNA R: 5'- GTA AAA CTA ACC TGT CTC ACG -3’

XIAP F: 5" - TGG GAC ATG GAT ATA CTC AGT TAA CAA -3’
XIAP R: 5"— GTT AGC CCT CCT CCA CAGTGA A-3’

Bel-2 F: 5 - TTC TTT GAG TTC GGT GGG GTC -3’

Bcl-2 R: 5" - TGC ATA TTT GTT TGG GGC AGG - 3’

3.3 Pouzité roztoky

V bakalatské praci byly pouzity ndsledujici roztoky:

PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 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), RIPA pufr (20 mM TRIS pH 7.4,
100 mM NaCl, 2 mM EGTA, 5 mM EDTA, 2 mM NaF, 0,2% Nonidet P-40 pH = 7,4),
5x vzorkovaci pufr (0,3 M TRIS pH = 6,8, 10% SDS, 50% glycerol, 0,05%
bromfenolovd modf, 5% 2-merkaptoethanol), elektroforeticky pufr (25 mM TRIS,
192 mM glycin, 0,1% SDS), blotovaci pufr (25 mM TRIS, 192 mM glycin), blokovaci
roztoky: 5% nizkotu¢né susené mléko v PBS s 0,1% Tween 20 a 5% BSA v TBS
s 0,1% Tween 20, 6x koncentrovany nanaseci pufr, TBE pufr (89 mM Tris base, 89 mM
kyselina borita, 2 mM EDTA), 1% agarosa v TBE, akrylamid:bisakrylamid (37,5:1),
IM TRIS pH 8,8, 1M TRIS pH 6,8, 10% SDS, 10% APS, 0,2% Ponceau Sv 1%
CH3;COOH, leupeptin (1 ug/ml), aprotinin (1 pg/ml), chemiluminiscen¢ni kit ECL

(luminol:peroxid, 1:1).

3.4 Pouzité protilatky
Pro detekci studovanych proteint byly uzity protilatky (Tab. 2) od firmy Cell Signaling
(XIAP), Santa Cruz (Mcl-1, klon S-19; B-aktin, klon C-4), Calbiochem (Bcl-2, klon

Ab-2) a Sigma Aldrich (sekundarni protilatky znac¢ené kienovou peroxidasou).
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Tab. 2: Redeéni, zdroj a hmota proteinu primdrnich protildtek.

Protilatka Redéni Zdoj tei??ﬁaDa]
XIAP 1:1000 Signilellilng 53
Mcl-1 1:200 Santa Cruz 40
B-aktin 1:1000 Santa Cruz 42
Bcl-2 1:50 Calbiochem 26

3.5 Pouzité inhibitory

V experimentalni Casti byly testovany biologické ucinky dvou vybranych sloucenin
vychazejicich ze série 4-arylazo-3,5-diamino-1H-pyrazolt (Obr. 7; Krystof et al., 2006)
zkolekce Laboratofe riastovych regulatori, Piirodovédecké fakulty Univerzity
Palackého v Olomouci a Ustavu experimentalni botaniky AV CR, v. v. i. Tyto
inhibitory byly pfipraveny RNDr. Petrem Céankatem, Ph.D. z Katedry organické chemie
Ptirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Oba arylazopyrazoly
vykazuji selektivitu vic¢i cyklin-dependentnim kinasam (nepublikovana data) vcetné

CDKO a lisi se navzajem rozdilnou preferenci viici CDK4/6.
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Obr. 7: Chemicka struktura latek 1741 (a) a 1742 (b).

3.6 Bunécna linie

Experimenty byly provedeny s buné€nou linii RPMI-8226 odvozenou od mnohocetného
myelomu (Moore et al., 1968). Nadorové bunky byly kultivovany v kultivaénim médiu
RPMI 1640 (RPMI, 15% fetalni sérum, L-glutamin (0,3 mg/ml), penicilin (100 IU/ml),
streptomycin (0,1 mg/ml), 1% pyruvat) v CO, inkubatoru pii 37 °C. Veskerd prace
s buitkami byla sterilni a probihala ve flow-boxu. Bunécna linie RPMI-8226 byla
komer¢né koupena z The Global Bioresource Center (ATCC).
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4. METODY

4.1 Ovlivnéni a sklizeni ovlivnénych bunék

Bunky linie RPMI-8226 byly sklizeny, jejich pocet byl stanoven pomoci Biirkerovy
komirky a poté bylo rozpipetovano po 2 milionech bun€k v 10 ml média na kazdou
kultivadni misku (o 60,1 cm?). Latky LGR 1741 a 1742 byly pridany do média ihned
ve zvolenych koncentracich a pisobily po dobu 24 hodin. Poté byly jednotlivé misky
sklizeny, vzorky zcentrifugovany pii 4 °C, 1000 g po dobu 5 minut, jednou promyty
PBS a pelety uchovény pii-80 °C. Lyzovani bunék bylo provedeno v RIPA pufru. Dalsi
zpracovani vzorkl se liSilo podle toho, zda byly urceny pro analyzu hladiny proteini

¢1 RNA.

4.2 Izolace celkové RNA, reverzni transkripce

Izolace celkové RNA byla provedena pomoci kitu RNeasy Mini kit od firmy Qiagen
piesné podle instrukci vyrobce. Koncentrace celkové RNA v jednotlivych vzorcich byla
zméfena pomoci spektrofotometru Synergy H4 Hybrid Reader. Déle byla provedena
reverzni transkripce pomoci kitu 1* Strand ¢cDNA Synthesis Kit (Takara). Reverzni
transkripce byla provedena v termocycleru pii teploté 42 °C podobu 60 min
s naslednou inaktivaci enzymu pi1 95 °C po dobu 5 minut. Vysledna koncentrace cDNA

byla zmétena na spektrofotometru Synergy H4 Hybrid Reader.

4.3 Polymerazova retézova reakce, DNA elektroforéza

Polymerazova tfetézova reakce byla provedena v gradientovém termocycleru (Techne).
Vstupni mnozstvi cDNA v reakci odpovidalo 2 pg cDNA. Celkovy objem reakce byl
50 ul. Teplotni profil reakce je uveden v tabulce (Tab. 3). Pocet cykla byl 35.

Tab. 3: Teplotni profil PCR reakce.

Faze Teplota [°C]  Cas
Pocate¢ni denaturace 94 5 min
Denaturace 94 40 s
Annealing 48 30s
Extenze 72 90 s
Finalni extenze 72 5 min
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Pro detekci PCR produktu byl piipraven 1% agarosovy gel. Vzorky byly
smichany s 6x koncentrovanym nanasecim pufrem (30% glycerol, 0,25% bromfenolova
modi’) a naneseny na gel. Byla provedena separace po dobu 1 hodiny pti 80 V. Produkty
polymerazové tfetézové reakce byly v gelu vizualizovany pomoci analyzatoru FLA-7000

a vysledky analyzovany v programu MultiGauge®.

4.4 SDS-PAGE, western blotting

Vzorky uréené pro analyzu hladiny proteini byly ultrazvukovéany, zcentrifugovany
(14 000 rpm, 4 °C, 25 min) a koncentrace proteinll v supernatantu byla stanovena dle
Bradfordové (Bradford, 1976) spektrofotometricky pti 595 nM. Ke vzorkiim byl ptidan
5x SDS nanaseci pufr a proteiny ve vzorku byly denaturovany 5 minut pfi teploté 95 °C.
Elektroforéza proteini z ovlivnénych vzorka byla provedena polyakrylamidovém gelu
s dodecylsiranem sodnym za denaturujicich podminek. Byl pouzit 10% dé&lici gel
a 5% zaostiovaci gel. Separace probihala nejdiive pti 80-90 V po dobu 30 minut, poté
pi1 120-150 V 1 — 1,5 hodiny. Po ukonceni separace byly proteiny z dé€licitho gelu
pieneseny na nitrocelulozovou membranu (Biorad) metodou western blottingu
pti konstantnim proudu 270 mA po dobu 2 hodin za neustalého chlazeni. Nablotovana

membrana byla obarvena v roztoku Ponceau S po dobu 5 minut.

4.5 Imunodetekce na membrané
Membréana byla odbarvena a néasledné blokovéana v 5% roztoku mléka v PBS s 0,1%

Tweenem 20 nebo 3% roztoku BSA v TBS s 0,1% Tweenem 20, ve kterém byla
blokovdana 1 hodinu. Imunodetekce proteinii byla provedena pomoci specifickych
protilaitek. Na membranu byly nejprve naneseny roztoky primarni protilatky
v ptislusném fedéni (Tab. 2). Protilatky byly inkubovéany ptes noc v lednici (4 °C).
Po inkubaci byly membrany sttidavé oplachnuty v TBS a TBS-T a poté na n¢ byly
naneseny sekundarni protilatky na 1 hodinu pii laboratorni teploté. Po inkubaci byly
membrany opét stifidavé oplachnuty v TBS a TBS-T. Vizualizace proteinii byla
provedena zapouziti chemiluminiscenéniho kitu ECL a analyzatoru LAS-400

(Fujifilm).
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Analyza hladiny transkripti pomoci RT-PCR

Prakticka c¢ast bakalarské prace byla zaméfena na sledovani hladiny vybranych
transkripti pomoci RT-PCR po ovlivnéni bunééné linie RPMI-8226 azopyrazolem
LGR 1742 (Obr. 8). Po 24 hodinovém ovlivnéni bunck zvySujici se koncentraci latky
1742 byl pozorovan pokles hladiny mRNA pro Mcl-1, XIAP aBcl-2. Nejvétsi
pozornost byla soustfedéna na hladinu transkripti Mcl-1, jelikoZ jeho pokles
je spojovan s navozenim apoptosy buné¢k mnohocetného myelomu (Derenne et al.,
2002; Zhang et al., 2002) a je pfedmétem zajmu mnoha dalSich studii s CDK inhibitory,
které jeho pokles zprostiedkovavaji prostfednictvim inhibice transkripce pres CDK9
(Bettayeb et al., 2010; Chen et al., 2005; Chen et al., 2009; Conroy et al., 2009;
Manohar et al., 2011).

V ovlivnénych bunkach doSlo ke sniZzeni hladiny vSech pozorovanych
transkript. Nejvétsi pokles byl pozorovan u Bcl-2, kde doslo ke snizeni o 90 % pfi
pouziti nejvyssi koncentrace 1742. Hladiny transkripti XIAP a Mcl-1 klesaly postupné
se vzrustajici koncentraci pouZit€¢ho inhibitoru a hladina Mcl-1 byla snizena pfi nejvyssi
koncentraci 1742 o 40 % oproti kontrole.

Tyto vysledky se neshodovaly s predpokladem, kdy dle stability méla
se zvySujici se koncentraci klesat nejvice hladina transkripti u Mcl-1 diky jeho
kratkému poloc¢asu rozpadu (2,5 hodiny; Maurer et al., 2006; Moulding ef al., 2001).
Hladiny transkript Bcl-2 s polocasem rozpadu mRNA 2,5-4 hodiny (Blagosklonny
et al., 1996; Merino et al, 1994) a XIAP s polocasem rozpadu 3-5 hodin (Rosato ef al.,
2004) mély klesat podobng. Vysledky naopak koreluji s hodnotami, které byly
sledovany v podobném experimentu s inhibitorem CDK SNS-032 (Chen ef al., 2009),
kdy hladina transkripth Mcl-1 klesla méné nez hladina mRNA u Bcl-2 a XIAP.
SNS-032 je silny inhibitor CDK9 a CDK7 a blokuje transkripci, ktera umoZiuje
fosforylaci RNA polymerasy II. To uzce souvisi s poklesem hladin transkriptt u Mcl-1

a XIAP.

30



120 ~

100 -
80 -
<
3 B 28S rRNA
(7] 60 .
g_ B Mcl-1
* 40 - T XIAP
@ Bcl-2
20 -
0 -

0 5 10 20 40
Koncentrace LGR 1742 (uM)

Obr. 8: Hladiny transkriptii vybranych proteinii v bunecné linii RPMI-8226 ovlivnénych
latkou 1742 v ruznych koncentracich po dobu 24 hodin. Hladina 28S rRNA byla pouZita

Jjako interni standard.

V dal$im experimentu byla latka 1742 testovana na bunééné linii RPMI-8226
v riznych casovych intervalech a to pfi koncentraci 20 uM (Obr. 9). V ruznych
Casovych intervalech se snizovala hladina transkriptd Mcl-1 az na konecnych 50 %
po 4 hodinach. Byl pozorovan pokles také u XIAP a to o 40 % jiz po 30 minutach
po pfidani inhibitoru k bunikdm. Po 4 hodinach pak doslo k poklesu az o 80 % kontrolni
hladiny. Hladina transkriptt u Bcl-2 se snizila po 2 hodindch pouze o 10 %,
k vyraznéjSimu poklesu o 40 % doslo az po 4 hodinéach.

Naméfené hodnoty se vyrazné neliSily od predpokladanych vysledkd,
kdy k nejrychlejsimu poklesu hladiny transkripti mélo podle polocast rozpadu dojit
u Mcl-1, déale potom u Bcl-2 a XIAP. Zjisténé vysledky v porovnani s hodnotami, které
byly sledovany v podobném experimentu s flavopiridolem (Chen et al., 2005), vysly
nepatrné¢ odlisné. V Casovém intervalu nejrychleji klesala hladina transkripti Bcl-2
a dale jiz pomaleji hladina u Mcl-1 a XIAP. Inhibice transkripce pomoci flavopiridolu
je fizena wvnitini stabilitou jednotlivych transkripti. Neékteré specifické motivy
vsekvenci mRNA mohou tvofit signdly pro rychlou degradaci. AREs
(adenylate/uridylate-rich elements) na 3 netranslatovaném tuseku mnoha mRNA
oznacuji tyto mRNA pro rychlou a selektivni degradaci. ARE motivy v Mcl-1 a Bcl-2
transkriptech mohou vysvétlit jejich kratké polocasy rozpadu (Chen et al., 2005).
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Obr. 9: Hladiny transkriptit vybranych proteinii v bunecné linii RPMI-8226 ovlivnénych
latkou 1742 (20 uM) v riiznych casovych intervalech. Hladina 28S rRNA byla pouZita

Jjako interni standard.

5.2  Analyza hladiny proteinii pomoci SDS PAGE a Western Blot

Dale byla experimentalni ¢ast zaméfena na sledovani hladiny vybranych proteint
pomoci SDS PAGE a Western Blot po ovlivnéni bunécné linie RPMI-8226
azopyrazolem 1742 (Obr. 10). Oproti kontrole doslo k rapidnimu poklesu hladiny
proteini u Mcl-1 a XIAP az ve vysSich koncentracich 20 a 40 uM. Hladina proteint
Bcl-2 se neménila v pribéhu ovlivnéni, ale doslo ke zméné hladin fosforylace.

Mcl-1 je antiapoptoticky protein s velmi kratkym polo¢asem rozpadu (30 minut,
Maurer et al., 2006; Moulding et al., 2001) diky ptitomnosti degradace PEST sekvence
a jeho pokles koreluje s defosforylaci RNA polymerasy na Ser2. Protein XIAP
ma o néco delsi polocas rozpadu (6,5 hodin; McNeish et al., 2005). U obou byl podle
predpokladu pozorovan pokles hladiny proteinii se zvySujici se koncentraci latky 1742.
Bcl-2 ma delsi polocas rozpadu (10-24 hodin; Blagosklonny et al., 1996; Merino et al,
1994) a postrada PEST sekvenci, proto hladina jeho proteinti se dle ocekavani
v prubéhu ovlivnéni neménila. Naméfené vysledky se shoduji s publikovanymi
vysledky, kdy byl pouzit inhibitor SNS-032 (Chen et al., 2009). V tomto experimentu
doslo k vyraznému poklesu hladiny proteini Mcl-1 a XIAP se zvySujici se koncentraci

latky. Naopak nebyla pozorovana zadna zména hladiny proteind u Bcl-2.
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Obr. 10: Exprese vybranych proteinii v bunécné linii RPMI-8226 ovlivnénych latkou

1742 v riiznych koncentracich. p-aktin byl zvolen pro kontrolu rovnomérného nanaseni

proteinu.

Déle byl zkouman také vliv latky LGR 1741 na hladinu proteini v bunééné linii
RPMI-8226 (Obr. 11). Podobné jako u 1742 byl pozorovan se zvySujici se koncentraci
latky postupny pokles hladiny proteini Mcl-1 a XIAP, kdy k nejvétSimu snizeni doSlo
az pfi nejvyssi koncentraci 100 pM. Hladina proteinu Bcl-2 se téméf neménila, protoze
Bcl-2 ma delsi polocas rozpadu, jak jiz bylo vySe komentovéno.

Vysledky jasné dokumentuji, Ze azopyrazol 1741 plsobi podobnym ucinkem
jako latka 1742, nicméné vykazuje niz8i uUCinnost, pravdépodobné diky rozdilné
selektivité viici nékterym cyklin-dependentnim kinasam.

RPMI-8226 / 1741 (uM)

S — — Mcl-1
[ SN aS -
————

Obr. 11: Exprese vybranych proteinii v bunécné linii RPMI-8226 ovlivnéné latkou 1741
v riiznych koncentracich. p-aktin byl zvolen pro kontrolu rovnomérného nandaseni

proteinu.
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6. ZAVER

Cilem prace bylo ovéfit pisobeni dvou arylazopyrazolli, CDK inhibitort s preferenci
k transkripni CDK9, v buitkdich mnohocetného myelomu. Konkrétné byly sledovany
hladiny transkriptl a proteinti u mitochondridlnich antiapoptotickych proteinti s rychlym
polo¢asem rozpadu (Bcl-2, Mcl-1 a XIAP) vovlivnénych buiikach v zavislosti
na koncentraci latky a ¢ase pisobeni pomoci analyzy RT-PCR a imunoblotu.

Po ovlivnéni bunék latkou 1742 ve zvySujicich se koncentracich doSlo
k nejvétsimu poklesu hladiny transkriptt u Bcel-2, déle pak u XIAP a Mcl-1. V riznych
casovych intervalech byl po ovlivnéni stejnou latkou pozorovan pokles transkriptii
u vSech sledovanych antiapoptotickych proteinti. Inhibice transkripce se projevila
poklesem hladiny proteini u Mcl-1 pfi koncentraci 20 pM latky 1742. Mcl-1
je antiapoptoticky protein s velmi kratkym poloCasem rozpadu (30 minut). Protein
XIAP ma delsi polo¢as rozpadu nez Mcl-1, ale také byl pozorovan pokles hladiny
proteinti pi1 20 uM latky. Dalsi antiapoptoticky protein Bcl-2 ma delsi polocas rozpadu
nez ostatni sledované proteiny, proto se hladina jeho proteini neménila v prab&hu
ovlivnéni. V dal$im experimentu byl sledovan vliv inhibitoru 1741 na bunky
mnohocetného myelomu v riznych koncentracich a opét byl pozorovan pokles hladiny
proteinit podobné¢ jako u latky 1742.

Studium arylazopyrazoli 1741 a 1742 prokazalo, ze plsobi piedpokladanym
mechanismem (Obr. 6) jako jiné CDK inhibitory (napf. CRS8 aroskovitin).
Tyto inhibitory interaguji sCDK9 a CDK7 a tim zabrafuji fosforylaci
RNA polymerasy I na Ser2 a Ser5. Diky tomu dochazi k inhibici transkripce
anaslednému snizeni hladiny mRNA a proteinli s kratkym poloCasem rozpadu
adochazi tak knavozeni apoptosy, stézejnimu procesu pii 1écbé mnohocetného

myelomu a podobnych malignit.
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7.

Apaf-1
APS
AREs
ATP
Bad
Bak
Bax
Bcl-2
BH
Bid
BIR
Bok
BSA
CDK
CTD
dATP
dCTP
dGTP
DISC
DMSO
DNA
dNTPs
DTT
dTTP
EDTA
EGTA
FADD
GFI1
IL-6
Mcl-1
MM
mRNA

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Apoptotic protease activating factor 1
ammonium persulfate
adenylate/uridylate-rich elements
adenosine triphosphate
Bcl-2-associated death promoter
Bcl-2 homologous antagonist killer
Bcl-2 associated protein X

B-cell lymphoma 2

Bcl-2 homology domains

BH3 interacting-domain death agonist
baculoviral IAP repeat

Bcl-2 related ovarian killer

bovine serum albumine
cyclin-dependent kinase
carboxy-terminal domain
deoxyadenosine triphosphate
deoxycytidine triphosphate
deoxyguanosine triphosphate

the death inducing signalling complex
dimethylsulfoxide

deoxyribonucleic acid
deoxyribonucleotide triphosphates
dithiothreitol

deoxythymidine triphosphate
ethylenediaminetetraacetic acid
ethylene glycol tetraacetic acid
Fas-associated protein with death domain
growth factor independent 1 transcription represor
interleukin 6

myeloid cell leukemia 1

multiple myeloma

messenger ribonucleic acid

35



OAF
PBS
PCR
PEST

RANKL
RT-PCR
RUNX2
SDS
SDS-PAGE
Ser

TBE
tBid
TBS
TNF
TNFR
TNFa
TRIS
XIAP

osteoclast-activating factor

phosphate buffered saline

polymerase chain reaction

peptide sequence of proline (P), glutamic acid (E), serine (S), and
threonine (T)

receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand

reverse transcription polymerase chain reaction

runt-related transcription factor 2

sodium dodecyl sulphate

sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis
serin

tris/borate/EDTA

truncated Bid

tris-buffered saline

tumor necrosis factor

tumor necrosis factor receptor

tumor necrosis factor a

tris(hydroxymetyl)aminomethane

X-linked inhibitor of apoptosis protein
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