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SOUHRN

Rodina cyklin dependentnich kinas (CDK) hraje klicovou roli v mnoha fyziologickych
procesech, véetné regulace bunécného cyklu, transkripce a apoptosy. Mezi CDK podilejici se
na kontrole transkripce patii CDK9. Tato cyklin dependentni kinasa se jako soucast
pozitivniho transkripéniho faktoru b ucastni fosforylace C-terminalni domény RNA
polymerasy Il v misté S2 a iniciuje tak elongaci transkripce. Ze soucasnych studii vyplyva, ze
inhibice CDK9 se jevi jako slibna strategie pii 1é¢bé rakoviny, zejména mnohocetného
myelomu a chronické lymfocytické leukémie.

Teoreticka cast diplomové prace se zabyva poznatky o CDK9 a jejich specifickych
inhibitort. Cilem experimentalni ¢asti bylo stanovit biologické U¢inky nového inhibitoru
cyklin-dependentni kinasy 9 na buné¢né linie MCF-7 a U-266 a ovéfit tak jeho preferenci
k CDKO.



SUMMARY

The family of cyclin-dependent kinases (CDKSs) play the key role in many physiological
processes, including regulation of cell cycle, transcription and apoptosis. There appears
CDK?9 among the CDKs involved in the control of transcription. This cyclin-dependent kinase
is a component of the positive transcription of the factor b participating phosphorylation of C-
terminal domain of RNA polymerase Il at the side S2 and thus initiates the transcription
elongation. Present studies suggest that inhibition of CDK9 appears as a promising strategy in
the treatment of cancer, in particular multiple myeloma and chronic lymphocytic leukemia.

The theoretical part of the thesis deals with the knowledge of CDK9 and its specific
inhibitors. The target of experimental part was to determine the biological effects of the new
inhibitor of cyclin-dependent kinase 9 in cell lines MCF-7 and U-266, and thus verify its
preference for CDKO.
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1 UVOD

Ptfesnd regulace bunécného déleni, diferenciace a bunéné smrti je nezbytnd pro spravny
vyvoj organismu, homeostazu poc¢tu bun¢k a udrzeni funkce tkani. Veskeré poruchy v tomto
regulacnim systému mohou vést k nekontrolovatelnému ristu a mnozeni bun¢k, které mohou
vyustit az v rakovinu (Chial, 2008). K transformaci normalnich bun€k v bunky nadorové
vlivem deregulace bunécného cyklu vyznamné ptispivaji zmény Vv expresi regulatorii cyklin-
dependentnich kinas, které vedou ke zvysené aktivit¢ CDK (Carnero, 2002). Z tohoto divodu
se inhibice CDK stala vyznamnym cilem protinadorové terapie. Béhem poslednich let vedlo
intenzivni hledani farmakologickych inhibitort CDK K objeveni a charakterizaci mnoha
sloucenin vykazujicich selektivitu k CDK, kdy nékteré z nich dokonce v soucasné dobé&
prochazeji klinickym testovanim v ramci 1é¢by rtznych typu rakoviny (Mclnnes, 2008; Liu
etal., 2011). Krom¢ inhibice CDK zapojenych do regulace bunééného cyklu vykazuji nékteré
inhibitory schopnost blokovat transkripci mRNA vlivem inhibice CDK9. Bylo prokazano, ze
inhibice transkripce vede v buiikach k rychlému poklesu hladin antiapoptickych proteint
s kratkym polo¢asem rozpadu a nasledné iniciaci apoptosy (Krystof et Uldrijan, 2010).
Jelikoz preziti né€kterych nadorovych bunék je zavislé na kontinualni expresi téchto
antiapoptickych proteind, jevi se blokace transkripce vlivem inhibice CDK9 jako mozny

terapeuticky cil pfi 1écbé rakoviny, zejména mnohocetného myelomu.



2  TEORETICKA CAST

2.1 Cyklin-dependentni kinasy (CDK)

Cyklin-dependentni kinasy patii do rodiny serin/threoninovych proteinkinas (Grana et al.,
1994). V reakci na extracelularni a intracelularni signaly, reguluji bunéény cyklus a zajist'uji
tak buiice jeho spravny prubeh a nacasovani (Morgan, 1997). Jsou také zapojeny do dalSich
fyziologickych procest jako je transkripce a apoptosa (Malumbres et Barbacid, 2005).

V soucasnosti bylo u cCloveéka na zakladé¢ sekvenacni podobnosti detekovéano 21 gent
kodujicich cyklin-dependentni kinasy a 5 dal$ich gent, které koduji skupinu piibuznych
proteini oznacovanych jako CDK-like (CDKL) kinasy, ucastnici se rozdilnych bunéénych
funkci (Malumbres et al., 2009). Nejvyznamnéjsi roli maji ty, které jsou zapojeny do regulace
bunééného cyklu, tedy CDK1/2/3/4 a 6. Do pifechodu G1/S se zapojuji nejprve CDK4/6
spole¢né s cyklinem D, jeZ maji vliv také na prichod S fazi, a pot¢ 1 CDK2/cyklin E
s CDK3/cyklin C. Komplex CDK1/cyklin® A stimuluje pribéh S/G2 a CDKI1 spoletné
s cyklinem B spousti prechod G2 faze do mitézy. Na kontrole transkripce se podileji
CDK7/8/9 spole¢né s cykliny H/C/T a na regulaci apoptosy maji vliv CDKS5 a 11 (Knockaert
et al., 2002; Malumbres et al., 2007; Zheng et al., 2008). Struktura a funkce ostatnich ¢lend
rodiny CDK jsou v soucasné dobé& postupné studovany. Nejnové&jsi studie ukazuji, Ze tyto
méné probadané CDK nemusi mit v butikach pouze minoritni role. Napiiklad bylo prokazano,
ze CDKI16 je nezbytna pro spravnou spermatogenezi a CDK12 a 13 spolu
s cyklinem K zprosttedkovavaji fosforylaci CTD RNA polymerasy II a G¢astni se tak regulace
transkripce (Mikolcevic et al., 2012; Bosken et al. 2014).

V bunice se CDK vyskytuji béhem celého bunééného cyklu, avSak v monomerni formé
nevykazuji enzymatickou aktivitu, tu ziskdvaji aZ po navazani jejich specifickych vazebnych
partnerii. Ve vétsSing pripadi se jednd o cykliny, které jsou exprimovany a degradovany
v urcitych ¢asech a fazich bunécného cyklu, tak aby byla presné regulovana aktivita CDK
(Morgan, 1995; Malumbres et Barbacid, 2009; Cruz et Tsai, 2004). CDK mohou byt
aktivovany také jinymi vazebnymi proteiny, nez jsou cykliny. Naptiklad CDKS5 1 pfes to, ze
ma schopnost vazat cykliny D a E, je aktivovana aZ po navazani vazebného aktiva¢niho
partnera p35 nebo p39 (Kesavapany et al., 2004). Aktivace CDK také vyzaduje navazani
CDK-aktiva¢ni kinasy (CAK), ktera fosforyluje CDK na specifickych mistech (Carnero,
2002). Po aktivaci tyto heterodimerni komplexy fosforyluji cilové substraty podilejici se na

dal$im pribéhu bunééného cyklu, véetné transkripénich regulatort, které vyvolavaji fazove



specifickou genovou expresi, stimuluji DNA replikaci nebo zahajuji mitozu (Malumbres et
al., 2007; Malumbres et Barbacid, 2005).

Aktivita CDK je také regulovana negativnimi CDK-inhibi¢nimi podjednotkami (CKI).
V sav¢ich bunkach se vyskytuji dvé tiidy téchto CDK inhibitorti, INK4 a Cip/Kip. Rodina
INK4 obsahujici étyti Cleny (p16, p15, p18, p19) se vaze a inhibuje vyhradné¢ CDK4 a CDK®6,
na rozdil od rodiny proteinti Cip/Kip zahrnujici proteiny p21, p27 a p57, které jsou schopny
inhibovat aktivitu vSech CDK (Roussel, 1999; Miller et Flaherty, 2014; Morgan, 1997).

CDK jsou tvofeny velkym C-termindlnim lalokem slozenym z o helixi a malym N-
terminalnim lalokem tvofenym B-skladanymi listy. V hydrofobni kapse vzniklé¢ mezi dvéma
laloky se nachdzi ATP-vazebné misto. Soucasti struktur CDK je také vazebné misto pro
cykliny. VétSina ¢lenti rodiny CDK obsahuje inhibi¢ni misto, které byva fosforylované
inhibitory CDK Weel a Mytl a nachazi se v ATP-vazebném misté, a aktivacni misto, které je
soucasti T-smycky a pii uplné aktivaci CDK dochazi k jeho fosforylaci CAK (Morgan, 1997,
Pavletich, 1999; Lim et Kaldis, 2013).

Drtiva vétsina nadorovych onemocnéni vykazuje deregulaci bunééného cyklu ¢asto vlivem
pozméneéné aktivity cyklin-dependentnich kinas, jez vznika v dasledku zvySené exprese
pozitivnich regulatort CDK a/nebo inaktivaci inhibitort CDK (Carnero, 2002). Na zaklad¢
téchto pozorovani se staly CDK cilem mnoha studii a hledani farmakologickych CDK
inhibitord, za UcCelem terapeutického pouziti proti rakovin€é, neurodegenerativnim
a kardiovaskularnim onemocnénim, a také pti 1é¢bé virovych infekci (HIV; Lam et al., 2001,

Knockaert et al., 2002; Sedore et al., 2007).

2.2  Vlastnosti a funkce CDK9

Prvni zminky o cyklin-dependentni kinase 9 pochézeji z 90. let minulého stoleti, kdy byla
poprvé izolovana a pojmenovana nazvem PITALRE, ktery je odvozeny od charakteristického
motivu aminokyselin Pro-lle-Thr-Ala-Leu-Arg-Glu (Grafia et al., 1994). CDK9 hraje
dilezitou roli pfi regulaci transkripce, a proto komplexné zasahuje do dalSich biologickych
procesu jako je rust buné€k, proliferace, ochrana pied apoptosou a diferenciace (Romano et
Giordano, 2008).

CDK9 vykazuje strukturalni slozeni typické pro kinasy. Obsahuje N-terminalni lalok
(rezidua 16-108), ktery je slozeny hlavné z B-skladanych listi a jednoho o helixu (aC), a C-
terminalni lalok (rezidua 108-330), tvofeny pfevazné z a helixt. Strukturné je CDK9 podobna

CDKZ2, sniz sdili 40% sekvenc¢ni identitu. Hlavni rozdily se nachdzi v oblastech smycek



a patii mezi n¢ zejména smycka pied aC helixem, ktera odpovida kontaktni oblasti pro cyklin
A u CDK2, a smycka mezi 4 a 5, kde se u CDK9 nachazi inzerce. Také u CDK9 ma hlavni
funkci v regulaci fosforylace. Na rozdil od jinych CDK, ktera jsou fosforylovana CDK-
aktivacni kinasou, u CDK9 dochazi k autofosforylaci Thrl86 v aktiva¢nim misté (Baumli
et al., 2008).

Obr. 1: Porovnani krystalovych struktur CDK9 (zelend barva) a CDK?2 (oranzova barva;
prevzato od Baumli et al., 2008).

Jelikoz se v genu pro CDK9 vyskytuji dva promotory, byly v sav¢ich buikach
identifikovany dvé izoformy této kinasy o molekulové hmotnosti 42 kDa a 55 kDa. CDK9-55
ve srovnani s CDK-42 obsahuje na N- konci 117 aminokyselin navic, coz je dusledek
v rozdilu molekulové hmotnosti (Shore et al., 2003). Ob¢ izoformy jsou lokalizované
Vv bunééném jadie, CDK9-42 byva piitomna i v cytoplasmé. Bylo také prokazano, ze exprese
obou izoforem je tkanové i signalné specificka. Napiiklad CDK9-55 je exprimovana pievazné
Vv plicich, jatrech a mozkové tkéani, zatimco exprese CDK9-42 ptevazuje ve sleziné
a varlatech, ale také i v buiikdch karcinomu délozniho ¢ipku (HeLa). Kromé toho experimenty
naznacuji, ze CDK-55 se zapojuje do regulace bunécné diferenciace riiznych typt tkani, jako
jsou svalové tkané, hematopoeticky systém a adipogeneze (Romano et Giordano, 2008). Mira

exprese je dana i rozdilnym aktivacnim signalem, kdy napiiklad pii diferenciaci monocytt
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v makrofagy prevazuje hladina CDK9-55, ale po infekci virem HIV, dochazi ke zvyseni
exprese CDK9-42 (Shore et al., 2003).

Stejné jako ostatni cyklin-dependentni kinasy i obé izoformy CDK9 tvofi heterodimery
S jejich cyklinovymi partnery- cyklinem T1, T2a, T2b a cyklinem K (Romano et Giordano,
2008). Vsechny tyto cykliny sdileji podobnou sekvenéni strukturu v CDK9-vazebné doméné,
ktera se nachazi na N-konci v tzv. cyklinovém boxu. Na rozdil od cyklinu K, ktery je relativné
maly a ma kratkou C-termindlni doménu, ostatni cykliny T obsahuji na C-konci dlouhé
prodlouzeni, ve kterém se zna¢né sekven¢né rozchazeji (Lin et al., 2002). Naptiklad cyklin T1
ve své struktufe obsahuje navic motiv bohaty na histidin a sekvenci PEST na C-konci
(Garriga et Grana, 2004). Cykliny T2a, T2b maji ptivod ve stejném genu, avsak alternativni
sestfih vede k rozdilim na C-terminalni doméné mezi témito dvéma proteiny (Shore et al.,
2003). Zajimavosti je, ze cyklin K stejné jako ostatni cykliny T tvoii heterodimery s CDK9,
ale k aktivaci transkripce dochazi pouze, pokud je komplex CDK9/cyklin K navazdn na RNA
(Lin et al., 2002).

Volna CDK9 je v bunkach rychle degradovana pomoci ubikvitinace a patii tak mezi
proteiny s kratkym polo¢asem zivota (4-6 hodin) (Garriga et al., 2003). Nov¢ nasyntetizovana
CDK9 je tedy velmi nestabilni a proto pfed tim nez je aktivovana cykliny, dochazi
k pfechodnému spojeni s jednim z chaperonovych proteini HSP70, HSP90 nebo Cdc37
(Romano et Giordano, 2008). Nedavné studie naznacuji, ze stabilita CDK9 by mohla byt
spojena s fosforylaci T-smycky, protoze jeji defosforylace vede v bunikach ke snizeni hladin
CDK9 vlivem proteasomalni degradace (Ramakrishnan et Rice, 2012). Bylo také prokazano,
ze rychlost degradace je ovlivnéna mirou exprese CDKO, jelikoz pifi nadmérné expresi
vykazuje tato CDK kratSi poloCas rozpadu (cca 1 hodina), nez pfi jeji fyziologické expresi (4-

6 hodin; Garriga et al., 2003).
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(cyclin T1, cyclin T2a, cyclin T2b, cyclin K)
CDK9-42, or
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v
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Obr. 2: Schéma aktivace CDK9 (prevzato od Romano, 2013).

Komplex CDK9 s piislusnym cyklinem T je soucasti pozitivniho transkripéniho
elongac¢niho faktoru b (P-TEFb) (Mori et al., 2002; Yu et Cortez, 2011). Ten, v buiikach
aktivuje elongaci transkripce prostfednictvim fosforylace karboxylové terminalni domény
(CTD), ktera je tvofena repeticemi heptapeptidu Y1S2P3T4S5P6S7 a je soucasti nejvetsi
podjednotky (RPB1) RNA polymerasy Il (Peng et al., 1998; Liu et al., 2011). Kvuli klicové
funkci pfi transkripci, je aktivita P-TEFb dynamicky a pfisné regulovana. V bunkach se P-
TEFDb vyskytuje ve dvou formach, aktivni a neaktivni. Inhibice aktivity P-TEFb je zaloZena na
navazani velkého komplexu sloZzeného z 7SK malé jaderné RNA (snRNA), ktera se pfimo
vaze na P-TEFb a zprostfedkovava tak vazbu dalsiho ¢lena komplexu, a proteinu HEXIM1
nebo HEXIM2 na P-TEFb. P-TEFb muze byt z komplexu kdykoliv uvolnén vlivem stresu
nebo hypertrofickych signalt.. Pfedpoklada se, ze volna aktivni forma P-TEFD, je v buiikach
pro aktivitu transkripce dostate¢na, ale v posledni dobé se ukédzalo, ze zvySeni aktivity
transkripce mize byt podpoifeno navazanim proteinu Brd4 na aktivni P-TEFb. Protein Brd4 se
vaze na acetylované histony a miZe tak namifit P-TEFb na konkrétni genové promotory.
Kromé toho je obecné znamo, ze P-TEFb aktivné vaze také transkripcni faktory zahrnujici
naptiklad jaderny faktor kB (NF-kB) a myogenni regulac¢ni faktor (MyoD). K regulaci P-
TEFb pfispiva i1 fada dalSich aktivatori a supresorovych proteinli, vcetné posttranslacni
modifikace zprostiedkované acetylaci, ubikvitinaci a fosforylaci (Wang et Fischer, 2008;
Kohoutek, 2009).
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Aby mohla byt transkripce iniciovana, musi dojit k aktivaci transkripéniho faktoru TFIIF,
ktery je nutny pro zahajeni odstranéni promotoru a k syntéze kratkého tiseku RNA uc¢inkem
RNA polymerasy Il. Na iniciaci transkripce ma vliv i transkripéni faktor TFIIH (komplex
CDKT7/cyklin H), ktery fosforyluje CTD RNA polymerasy v misté S5, vyvolava jeji
konformacni zmény a napomaha k rozvolnovani dvousroubovice DNA (Kwak et Lis, 2013;
Kohoutek, 2009). Po nasyntetizovani cca 50 nukleotidi nové RNA je RNA polymerasa 1l
inhibovana navazanim dvou negativnich elongacnich faktori, na 5,6-dichlor-1p-D-
ribofuranosyl-benzimidazol (DRB) citlivy indikujici faktor (DSIF) a negativni elongac¢ni
faktor (NELF). Tato inhibice souZi jako kontrolni bod a omezuje rychlost transkripce po jeji
iniciaci. K opétovnému zahajeni transkripce, tedy piesnéji aktivace jeji elongace, je dosazeno
fosforylaci inhibi¢niho komplexu aktivnim transkripénim faktorem P-TEFb. Ten fosforyluje
protein RD, ktery je podjednotkou NELF a dochazi k jeho disociaci z inhibi¢niho komplexu.
Fosforylaci DSIF v jeho podjednotce SPT5 se tento negativni elongacni faktor méni na
pozitivni a zlstava soucasti RNA polymerasy II. P-TEFb kromé& toho také fosforyluje CTD
RNA polymerasy Il v misté S2 a iniciuje tak elongaci transkripce (Zhu et al., 2009; Wang et
Fischer, 2008).

O Jp—
=

(c)

(d)

Obr. 3: Regulacni drdha cyklin dependentni kinasy 9. (a) neaktivni forma P-TEFb, (b)
Uvolneéni inhibicniho komplexu 7SK/HEMIX a navazani transkripcniho faktoru nebo Brd4 na
aktivni formu P-TEFD, (C) Inhibice iniciace transkripce viivem nasednuti NELF a DSIF na
RNA polymerasu I, (d) P-TEFb aktivuje elongaci transkripce mRNA fosforylaci NELF/DSIF
a S5 na CTD na RNA polymerase Il (prevzato od Wang et Fischer, 2008).
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Pozitivni transkripcni elongacni faktor b se zapojuje i do replikace viru lidské imunitni
nedostate¢nosti-1 (HIV-1). Replikace tohoto viru je totiz zavisla na transkripcnich
mechanismech hostitelské bunky. Transkripce pro-virové DNA, ktera zac¢inad na promotoru
LTR (long terminal repeat), je siln¢ potlatena vlivem vazby negativnich transkripénich
elongacnich faktort 7SK/HEXIM na P-TEFb. Je dokazano, ze k elongaci transkripce dochazi
po navazani HIV-1 transkripéniho transaktivatoru (Tat) na P-TEFb. Tat se spojuje s HIV
transaktiva¢nim regulacnim elementem (TAR), ktery tvofi strukturu smycky (,,stem-loop*) na
nové¢ vznikajici RNA, a interaguje s cyklinem T1 a 7SK a soutézi tak s HEXIM o vazbu na
7SK. Zablokovani tvorby komplexu P-TEFb/7SK/HEXIM vlivem Tat vede kuvolnéni
a aktivaci P-TEFb, ktery poté fosforyluyje RNA polymerasu II a jeji inhibi¢ni faktory,
a umoznuje tak efektivni elongaci transkripce viru HIV (Barboric et al., 2007; Sedore et al.,
2007). Pfi studiu u¢inkt inhibitordt CDK, bylo zjisténo, ze vlivem inhibice CDK9 dochazi
v infikovanych bunkach k zastaveni replikace viru HIV. Tento poznatek a dalSi studium
struktury CDK9, ale i Tat a HEXIM by mohlo pfispét v budoucnu k antivirové 1é€bé (Sedore
et al., 2007; Narayanan et al., 2012; Krystof et al., 2012).

» Elongating
TAR RNA

Obr. 4: Zavislost replikace viru HIV na transkripcnich mechanismech hostitelské burniky na

urovni P-TEFb (prevzato od Wang et Fischer, 2008).

Aktivita P-TEFb muze pfispivat ke vzniku kardiovaskularniho onemocnéni, které¢ v dnesni
dobé patii k nejcastéj$im pii¢inam smrti na celém svété a poCty umrti na toto onemocnéni se
stale zvysuji (Lips et al., 2003; Krystof et al., 2009). Na vzniku kardiovaskularniho
onemocnéni se primarn¢ podili mnoho pficin, naptiklad infarkt myokardid, vrozené vady,
hypertenze, virova onemocnéni a srde¢ni hypertrofie (Latronico et al., 2008). Pravé posledni

zminované onemocnéni je charakteristické zvétSenim velikosti diferencovanych srde¢nich
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myocytl,, coz je na molekuldrni Grovni spojovano s intenzivni transkripci a translaci. Pfi
srde¢ni hypertrofii totiz dochazi k chronické aktivit¢ CDK9, jakozto soucasti P-TEFD, ktera
fosforylaci CTD RNA polymerasy Il stimuluje elongaci transkripce a dochazi tak
k celkovému nartistu mRNA a proteinti v srdeénich myocytech. Chronicka aktivace CDK9
zpusobuje nejen rozsifeni myocytt, ale piispiva také k naslednému selhani srdce, a tak jeji
inhibice vlivem novych selektivnich inhibitord se zda byt vhodnym farmakologickym cilem
pii 1é¢bé srde¢ni hypertrofie (Romano et Giordano, 2008; Krystof et al., 2009).

Jak bylo popsano vyse, funkce komplexu CDK9/cyklin T, jakozto podjednotky P-TEFb, je
dobie prostudovana a charakterizovana, nicméné CDK9 tvofi také komplex s cyklinem K,
jehoz funkce je méné jasna. Z poslednich studii ale vyplyva, ze komplex CDK9/cyklin K se
spole¢né s dalsimi CDK zapojuje do integrity genomu. Pii experimentalnich pokusech, kdy
byla snizovana hladina CDK9 nebo cyklinu K, bylo totiz prokazano, ze v reakci na replika¢ni
stres dochazi k zastaveni bunééného cyklu a spontannimu poskozeni DNA Vv replikujicich se
bunkach (Zhang et al., 2013; Yu et Cortez, 2011). Prubézné kontrolovani celistvosti a presna
replikace genomu jsou nutné pro pieziti bun¢k a zabranéni vzniku riiznych onemocnéni,
véetné rakoviny. Ztohoto divodu je do pribéhu bunécného cyklu zasazeno nékolik
kontrolnich bodd, které cyklus zastavuji v reakci na poskozeni DNA (DDR) a zahajuji jeji
opravy. PodmnoZzinou DDR je odpovéd na replikacni stres (RSR), kterd bunkdm poméaha
vyrovnat se s environmentalnimi a endogennimi faktory, které naruSuji replikaci DNA.
Poskozeni DNA v bunkach zastavuje replikaci a aktivuje RSR. Ze studia komplexu
CDK9/cyklin K wvyplyva, Zze pravé aktivace RSR vede kakumulaci tohoto
komplexu u chromatinu, kde interaguje s kontrolnimi kinasami ATR (Ataxia Teleangiectasia
and Rad3 related protein), které jsou soucasti signalni drahy RSR, a spole¢né omezuji
mnozstvi jednovldknové DNA. Podili se i na stabilizaci zastavené replikacni vidlicky tim, Ze
snizuji jeji odbouravani a celkové tak piispivaji k regeneraci replikace (Yu et al., 2010; Yu et
Cortez, 2011; Lim et Kaldis, 2013).

Z vyse uvedenych Vlastnosti vyplyva, Zze CDK9 hraje vyznamnou roli v mnoha bunéénych
procesech. Navic, deregulace aktivity této CDK je spojovana S mnoha liskymi chorobami,
veetné rakoviny, srdecni hypertrofie, infekci HIV ¢i1 patologického zanétu. Z téchto diivodi se

CDKO9 stava cilem pro vyvoj specifickych inhibitora (Krystof et al., 2012).
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2.3 Inhibitory cyklin-dependentnich kinas

Béhem nékolika poslednich let bylo objeveno a charakterizovano mnoho inhibitort cyklin-
dependentnich kinas (Bose et al., 2013). Patii mezi n¢ jak derivaty ptirodnich latek, tak latky
Cist¢ syntetické (Krystof et Uldrijan, 2010). CDK inhibitory jsou malé molekuly, které se
mezi sebou lisi chemickou strukturou, avSak vSechny maji spolecné nékteré vlastnosti: (i)
maji nizkou molekulovou hmotnost (< 600), (ii) jsou to plandrni hydrofobni heterocykly, (iii)
dokazi se vazat do ATP-vazebného mista CDK a kompetituji tak o vazbu s molekulami ATP,
(itif) s CDK interaguji pfedevsim pies hydrofobni a vodikové vazby (Krystof et Uldrijan,
2010; Knockaert et al., 2002). CDK inhibitory mtZzeme rozdélit do dvou skupin podle jejich
ucinku, na vysoce selektivni inhibitory a pan-CDK inhibitory, které maji schopnost inhibice
vyssiho poc¢tu CDK (Shapiro, 2006).

Vybrané nejucinnéjsi CDK inhibitory v soucasné dob€ prochézi klinickymi testy a jsou
kandidaty na latky ur¢ené k 1é€bé riznych nadorovych onemocnéni (Lapenna et Giordano,
2009). Jsou také testovany v ramci potencionalni 1écby dalSich onemocnéni spojenych
s deregulaci CDK, jako jsou srde¢ni a neurodegenerativni onemocnéni, virové a protozoarni

infekce a rizné typy chronickych zanéta (Knockaert et al., 2002).

2.3.1 Inhibitory CDK9

Inhibice CDKO je v bunikach spojovana s blokaci transkripce a naslednym poklesem hladin
antiapoptickych proteini s kratkym polo¢asem rozpadu, ktery vede k iniciaci apoptosy.
Schopnost snizovat hladiny téchto proteini byla potvrzena u nékterych inhibitort, které
v soucasné dobé prochazeji klinickym testovanim v rdmci 1écby riznych druht rakoviny
a vykazuji selektivitu k CDK9 (Krystof et Uldrijan, 2010; Manohar et al., 2011; Whittaker et
al., 2004; Chen et al., 2005; Conroy et al., 2009). Inhibice CDK9 se jevi také jako slibna
strategie pii 1é¢bé patologickych zanéti a srde¢nich chorob (Krystof et al., 2012). Mnoho
soucasnych inhibitord vykazujicich inhibici CDK9 jsou vSak neselektivni a inhibuji i dalsi
CDK (viz Tab. 1). Navrh selektivnich inhibitori je komplikovan vysokou sekvencni
podobnosti mezi jednotlivymi ¢leny CDK rodiny. Pro maximalni i€¢innost CDKO9 inhibitort je
proto nutné studovat malé molekuly, které by byly vysoce selektivni k CDK9 (Krystof et al.,
2009; Wang et Fischer, 2008). Soucasné studie se proto zaméfuji na vyvoj selektivnich
inhibitord CDKO9 prostiednictvim rentgenové krystalografické analyzy. Ta slouzi ke stanoveni

krystalovych struktur jak CDK9 tak i ostatnich CDK v komplexu s cykliny, pro pochopeni
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jejich fyziologické regulace a substratové specifity (Baumli et al., 2008; Wang et Fischer,
2008).

Tab. 1: Selektivita vybranych inhibitorii CDK9 vyjddirenda hodnotami IC50 [uM] (prevzato od
Bettayeb et al, 2008; Dolloff et al., 2012; Heuer, 2008; Krystof et al., 2006, Krystof et al.,
2009; Liu et al., 2011a; Liu et al., 2011b; Polier et al., 2011).

CDK/ prislu$ny cyklin

Inhibitor CDK1/B CDK2/A CDK2/E CDK4/D CDK7/H CDKY/T
Roskovitin 0,33 0,21 0,17 - 0,8 0,23
Flavopiridol  0,03-04 0,1 0,1 0,02-0,04 0,11-0,3 0,006
SNS-032 0,48 0,038 - 0,925 0,062 0,004
P276-00 0,079 - 0,224 0,063 2,84 0,02
Wogonin - - - - 12,3 0,19
CAN508 44 69 20 13,5 27 0,35
EXEL-3700 0,199 0,167 0,643 1,718 0,01
EXEL-8647 >3,6 > 10 >10 >10 0,029
SLM6 <0,3 <0,3 - > 10 > 10 0,133
CDKI-71" 0,012 - 0,004 - 0,11 0,006
CDKI-83" 0,072 - 0,23 - 0,405 0,021

* selektivita inhibitoru CDK9 vyjadiena hodnotami Ki [uM]
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Obr. 5: Chemicka struktura vybranych inhibitori. a) roskovitin, b) flavopiridol; c) SNS-032,
d) P276-00, e) wogonin, f) CAN508; g) SLM6; h) CDKI-71; CDKI-83.

Jedna z prvnich slou¢enin, ktera byla charakterizovana jako selektivni inhibitor CDK9, byl
nukleotidovy analog 5,6-dichloro-1-B-ribofuranosyl-benzimidazol (DBR). Pivodné byl DRB
navrzen jako inhibitor iniciace transkripce, experimenty vSak prokazaly, Ze ptednostné
inhibuje transkripci na trovni elongace. Dalsi protein kinasou, u které byla prokazana inhibice
DRB, je kasein kinasa Il (Wada et al., 1998; Shima et al., 2003). Pfestoze prvni informace
0 DRB byly publikovany pied vice jak 10 lety a ptesna selektivita toho inhibitoru neni stale
pfesné zndma, zlstavd DRB piekvapiveé jednim z nejvice selektivnich inhibitor pro CDK9
(MacCallum et al., 2005; Krystof et al., 2009).

Mezi inhibitory prochdzejici klinickym testovanim, jez se vyznacuji selektivitou k CDK9,
patii roskovitin, flavopiridol, SNS-032 a P276-00 (Krystof et Uldrijan, 2010, Manohar et al.,
2011; Whittaker et al., 2004; Chen et al., 2005; Conroy et al., 2009). Roskovitin (CYC202;
Seliciclib) je 2, 6, 9-trisubstituovany purinovy analog (MacCallum et al., 2005). Je to pan-
selektivni inhibitor, ktery ma vliv na bunéfnou proliferaci, progresi bunécného cyklu,

transkripci a také iniciaci apoptosy (Jorda et al., 2011). Prochazi druhou fézi klinického
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testovani pro 1écbu rakoviny plic a B-bunék, v¢éetné¢ mnohocetného myelomu. Jeden z prvnich
CDK inhibitort, ktery vstoupil do klinického testovani, byl inhibitor flavopiridol. Je to
polosynteticky flavonoid, jehoz terapeutické Gi¢inky jsou v soucasné dob¢ testovany ve druhé
fazi u pacienti s chronickou lymfocytickou leukémii. (Blachly et Byrd, 2013; Chen et al.,
2005; Mclnnes, 2008). Inhibitor P276-00 je derivatem flavopiridolu a spole¢né s inhibitorem
SNS-032 patii do druhé generace inhibitori CDK. P276-00 je ve druhé fazi klinického
testovani v 1écbé mnohocetného myelomu a nadort hlavy a krku (Krystof et Uldrijan, 2010;
Malumbres et al., 2007; Mishra et al., 2013). Terapeutické Gcinky pan-selektivniho inhibitoru
SNS-032 (BMS-387032) jsou testovany u pacienti s chronickou lymfocytickou leukémii
a mnohocetnym myelom (Chen et al., 2009; Conroy et al., 2009). Pii porovnani vyse
zminénych inhibitord, jez prochazi klinickym testovanim, vykazuje SNS-032 vyssi G¢innost
na inhibici syntézy RNA a iniciaci apoptosy (Chen et al., 2009, Krystof et al., 2009).
Soucasné byla také u flavopiridolu, roskovitinu a SNS-032 prokazana anti-angiogenni aktivita
(Krystof et al, 2012). Jak se ukazuje, inhibitor roskovitin miize mit vliv na snizeni hladin Mcl-
1 proteinu také prostfednictvim inhibice transkripce IL-6, ktery je aktivatorem signalni drahy
JAK/STAT. Ta je v bunkach mnohocetného myelomu zodpovédna za expresi Mcl-1 gent
(Raje et al., 2005). Jelikoz se tyto inhibitory vyznacuji selektivitou nejen pro CDKO9, ale i pro
ostatni CDK, tak v bunkach kromé¢ apoptosy, vyvolené inhibici transkripce, zplisobuji
zastaveni buné¢ného cyklu (Manohar 2011, Whittaker et al., 2004, Chen et al., 2005; Conroy
et al., 2009).

Inhibitor SLM6 vykazuje strukturdlni homologii s nukleosidovym analogem
sangivamycinem, ktery byl izolovan z bakterie Streptomyces rimosus. Pii studiu u¢inkt toho
inhibitoru bylo zjisténo, Ze u bunék mnohocetného myelomu vlivem inhibice CDK9 indukuje
apoptosu pii nizSich nanomolarnich koncentracich ve srovnani s nemalignimi bunéénymi
liniemi a jinymi typy nadorti. Kromé toho, SLM6 vykazuje in vivo silnéjsi anti- MM aktivitu
nez flavopiridol a jevi se tak jako slibny prostiedek pro lécbu mnohocetného myelomu
(Dolloff et al., 2012).

K novym kompetitivnim inhibitord CDK patii skupina 4-arylazo-3,5-diamino-1H-
pyrazoli, které se vyznacuji mirnou inhibi¢ni ucinnosti k CDK2/cyklin E. Nejsilngjsim
inhibitorem z této skupiny je 4-[(3,5-diamino-1H -pyrazol-4-yl) diazenyl] fenol, ktery byva
zkracen¢ oznaCovan CANSO0S. Bylo prokdzano, ze CANS08 ma az 40krat vy$si inhibicni
selektivitu k CDK9 nez k ostatnim CDK (Krystof et al., 2006). Krystalografickou analyzou
bylo zjisténo, ze zpusob vazby CANS508 na CDK9/cyklin T a CDK2/cyklin A je velmi

podobny. Vyssi selektivita k CDK9 je dana c¢asteéné rozdilnou orientaci v ATP-vazebném

19



misté, ktera vytvaii vét§i hydrofobni vazebnou kapsu mezi CDK9 a CAN508, nez je tomu
v piipadé¢ CDK2 a CANS508, coz se nasledné projevuje vyssim poctem intramolekularnich
vodikovych vazeb mezi CDK9 a inhibitorem CANS508 (Baumli et al., 2012). V souladu
s témito vlastnostmi, CAN508 inhibuje rast u riznych bunéénych linii a indukuje apoptosu
pomoci inhibice transtripce a indukce exprese proteinu p53. Z experimentli vyplyva, ze
inhibice CDK9 latkou CAN508 ma také anti-angiogenni aktivitu. Ta je vysledkem snizeni
exprese vaskularniho endotelialniho ristového faktoru (VEGF), ktery je nutny pro aktivaci
endotelialnich bun¢k, a intracelularni adhezni molekuly (ICAM-1), piispivajici k bunétné
adhezi, invazivité a angiogenezi (Krystof et al., 2011).

Na mezinarodni konferenci v Zenevé v roce 2008 byly prezentovany firmou Exelixis nové
objevené inhibitory EXEL-8647 a EXEL-3700. Pfi in vitro a in vivo studiich byly prokazany
jejich silné inhibiéni G¢inky k CDK9, EXEL-3700 s hodnotou ICsp= 0,0102 uM a EXEL-
8647 s hodnotou 1Cso= 0,029 uM. Selektivita EXEL-8647 k CDK9 je az stonasobné vyssi
V porovnani s ostatnim cyklin-dependentnim kinasami CDK1, CDK2, CDK4 a CDK7 (viz
Tab. 1). Inhibici CDK9 dochazi ke snizeni fosforylace S2 RNA polymerasy II a k poklesu
exprese proteinti c-Myc, Mcl-1, cyklin D1, které jsou zapojeny do buné¢ného ristu a preziti.
Bylo prokdzano, Ze u modelovych nadorovych bunéénych linii dochazi vlivem EXEL-8647
a EXEL-3700 ksilné blokaci bunééné proliferace a indukci apoptické bunécné smrti,
charakterizované S$tépenim prokaspasy 3 a 9. Dalsi podrobné informace o vlastnostech
a struktufe téchto inhibitorii nejsou v soucasné dobé publikovany, jelikoZ si je firma Exelixis
chrani (Heuer, 2008).

Zastupcem piirodni latky, u néhoz byla prokazana inhibice CDK9 a ktery by v budoucnu
mohl pfispét k onkologické 1é¢be€, je wogonin. Je to piirodni flavonoid, obsazeny v byliné
Scutellaria baicalensis, ktery byva Casto vyuzivan pii 1é€bé nemoci v tradiéni ¢inské
medicin€. Z experimentli vyplyva, Ze wogonin inhibuje také CDK?7, avSak inhibi¢ni
selektivita k CDK9 je vice jak 60krat vyssi. Aktivita ostatnich CDK neni timto inhibitorem
ovlivnéna. Dalsi vlastnosti wogoninu je, Ze pfednostné inhibuje CDK9 u nadorovych bunck
ve srovnani s normalnimi buitkami a vykazuje tak malou nebo dokonce zadnou toxicitu pro
netransformované bunky. Bylo prokazano, ze wogonin ma krom¢ protinadorovych t¢inka
také antivirovou aktivitu. Tento fakt vyplyvd ze zdvisloti virh na transkripénich
mechanismech hostitelské buniky. Proto inhibici CDK9 a naslednou blokaci transkripce
hostitelskych bunék vlivem wogoninu, dochazi k potlaceni replikace vira (Polier et al., 2011).

Nedavno publikované latky CDKI-71 a CDKI-83 patii k dal$im inhibitorim vykazujicim
preferenci k CDK9 v nanomolarnich koncentracich (Liu et al., 2011a; Liu et al., 2011b).
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Inhibitor CDKI-83 se vyznacuje také selektivitou k CDK1. Studie tohoto inhibitoru naznacuji,
ze kombinovand inhibice CDK9 a CDK1 muze vést k u¢inné indukci apoptosy u nadorovych
bunék a prispét tak piilécbé rakoviny (Liu et al., 2011b). Inhibitor CDKI-71 se vyznacuje
desetinasobné vyssi selektivitu Kk iniciaci apoptosy u nadorovych bunék ve srovnani
S burikami normalnimi (Liu et al., 2011a).

Stale se ukazuje, ze nedostatecnd znalost CDK9 a mechanismy jeji inhibice komplikuji
vyvoj novych inhibitortu a terapeuticka aplikace ma tak ptred sebou jesté dlouhou cestu. Proto
je potieba do budoucna rozvijet studium jak CDKO9, tak jejich inhibitora, které¢ by mély vyssi

selektivitu.

2.3.2 Bunécné disledky inhibitora CDK

Utinky inhibitor cyklin-dependentnich kinas na nadorové buiiky jsou dany jednak jejich
selektivitou, ale také koncentraci, délkou pisobeni, typem bunééné linie a jejim genetickym
profilem (Wesierska-Gadek et Krystof, 2009). Inhibici aktivity CDK1/2/4 a 6 dochazi
k blokaci bunécné proliferace a zastaveni bunééného cyklu, které je spojeno s defosforylaci
CDK substratl, zatimco blokace CDK7 a 9 zpusobuje inhibici transkripce vyvolavajici
apoptosu (Krystof et al., 2011). Transkripce, zavisla na RNA polymerase II, je vysoce
regulovany proces, ktery zahrnuje sled udalosti vedouci k fosforylaci terminélni karboxylové
domény (CTD). Jedna se piedevSim o fosforylaci v mist¢ S5 transkripnim faktorem II
(TFIIH), jehoz soucasti je CDK7. Tento proces je nezbytny k iniciaci transkripce. CDKO9, jako
soucast P-TEFb, fosforyluje S2 na CTD RNA polymerasy II a zpisobuje tak elongaci
transkripce (Liu et al., 2011; Polier et al., 2011). Bylo prokazano, ze inhibice transkripce vede
Kk rychlému poklesu hladin antiapoptickych proteinti s kratkym polo¢asem rozpadu a jejich
odpovidajici mRNA a mize tak byt kone¢nou pfic¢inou cytotoxicity farmakologickych CDK
inhibitorti (Krystof et al., 2006; Polier et al., 2011). Jedna se piedev§im o proteiny Mcl-1,
Bcl-2, XIAP na jejichZ kontinualni expresi je zavislé pieziti nadorovych buné¢k a jejich ubytek
Vv burice koreluje prave s jejich kratkym polocasem zivota (Tab 1; Chen et al., 2005; Lam et
al., 2001). Nasledné navozeni apoptosy je napiiklad v myelomovych buikach dobie
detekovatelné diky zvySeni hladiny Stépnych fragmenti PARP-1, jakozto markerii apoptosy
(MacCallum et al., 2005).
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Tab. 2: Polocasy rozpadit antiapoptickych proteinit Bcl-2, XIAP a Mcl-1 (Chen et al., 2005,
Lam et al., 2001).

Polocas rozpadu [hod]

Protein mMRNA Protein
Bcl-2 2,5-4 10-24
XIAP 3-5 6,5
Mcl-1 <3 0,5-1

Vlivem inhibice CDK7 a CDK9 v nadorovych bunkach nedochazi pouze k inhibici exprese
mnoha dulezitych regula¢nich proteinti, ale pozorujeme také zvySeni hladin nékterych
buné&¢nych proteint, a to zejména tumor supresorového proteinu p53 (Krystof et Uldrijan,
2010). Protein p53 hraje klicovou roli v navozeni apoptosy, bunééné senescence nebo
zastaveni bunécného cyklu v reakci na rizné druhy bunééného stresu (Horn et Vousden,
2007). V normalnich podminkach je jeho hladina v buiikach udrzovana na nizké arovni a to
ptedevsim diky interakci s jeho hlavnim regulatorem MDM2, ktery slouzi jako ubiquitin
ligasa a podili se tak na degradaci proteinu p53 (Vousden et Lane, 2007). MDM2 patii mezi
proteiny s kratkym polocasem rozpadu. Vlivem inhibice transkripce dochazi ke sniZeni
hladiny MDM2 v buiice a stim spojené naruseni interakci s proteinem p53, které vede
k akumulaci p53 v buiice. Vysledky ukazuji, ze aktivace a akumulace supresorového proteinu
p53 zvysuje protinadorovou aktivitu nékterych CDK inhibitori a mlze tak pfispivat k 1é¢be

nadort (MacCallum et al., 2005; Paprskafova et al., 2009).

2.4  Mnohocetny myelom

Mnohocetny myelom je maligni onemocnéni plazmatickych bunék. Onemocnéni je
zpusobené maligni transformaci B-lymfocytu, které nekontrolovatelné proliferuji a diferencuji
se az na terminalni vyvojova stadia tzv. plazmocyty (myelomové bunky) (Hajek et al., 2011,
Adam et al., 1999). Vyznacuje se vznikem osteolytickych 1ézi a s tim spojenou destrukci
skeletu (Giuliani et al., 2004). Mnohocetny myelom zaujima 2,5 % vSech diagnostikovanych
malignich onemocnéni a 10 % hematologickych onemocnéni. Nejcastéjsi vyskyt tohoto
onemocnéni je u pacientll ve véku 60-65 let. Mén¢ jak 2 % tvoti poté pacienti mladsi 40 let.

Vyssi incidence nemoci je prokdzéna u afro-karibské etnické skupiny obyvatel nez je tomu

22



u kavkazské skupiny (UK Myeloma forum, 2001). I ptfes zna¢ny pokrok ve vyvoji novych
farmakologickych ptipravki nelze mnohocéetny myelom vylécit, dochazi pouze k prodlouzeni
kvality a délky zivota nemocnych (Adam et al., 2005; Dolloff et al., 2012).

Stejné jako u jinych hematologickych onemocnéni je i mnohocetny myelom spojovéan
S chromozomovymi abnormalitami. NejcastéjSimi strukturnimi pfestavbami jsou reciproké
translokace, které postihuji gen pro tézky fetézec imunoglobulini (IgH) v oblasti
chromozomu 14q32. Translokace vznikaji procesem, tzv. nelegitimni switch rekombinace,
kdy se vedle sebe dostavaji ¢asti IgH genu, ktery obsahuje zesilovace transkripce, a onkogeny
na jiném chromozomu. Vlivem zesilovact dochazi k naruseni regulace onkogenti s naslednou
zvySenou expresi, ktera vede k maligni transformaci B bunky (Kyle et Rajkumar, 2004;
Némec et al., 2008). Mezi nejcastéjsi onkogeny, které jsou deregulovany primarni translokaci
u myelomu, patii geny pro cykliny D1 a D3, jejichz zvySena hladina u myelomovych bun¢k
podporuje zesileni proliferace (Shaughnessy et al., 2001; Chesi, et al. 1996). Pi sekundarnich
translokaci dochazi obvykle k deregulaci Myc onkogentl, které zptisobuji zvyseni proliferace
myelomovych nadort v pozdnich stadiich progrese (Kuehl et Bergsagel, 2002). Bylo také
prokazano, ze na preziti a riistu myelomovych bun€k ma nedilnou ¢ast cytokin interleukin-6
(IL-6). IL-6 ptsobi jako parakrinni faktor bunék mnocetného myelomu a prostifednictvim
aktivace signalizacni kaskady STAT3 indukuje zvySeni exprese antiapoptickych gent rodiny
Bcl-2 (Oancea et al., 2004).

Proteiny Bcl-2 rodiny hraji klicovou roli v regulaci aktivace apoptosy, prostiednictvim
interakci proapoptickych a antiapoptickych proteind této rodiny (Bouillet et Strasser, 2002).
Clenové Bcl-2 rodiny mohou byt rozdéleny do ti skupin na zakladé jejich struktury a funkce.
Do proapoptické skupiny, ozna¢ované jako ,,BH3- only* proteiny, fadime proteiny Bad, Bid,
Bik, BIM, BMF, HRK, NOXA a PUMA, které¢ preméiuji skodlivé podnéty a bunécny stres
Vv tzv. signal smrti. Dalsi proapotickou skupinou jsou proteiny Bax a Bak, které obsahuji rizné
domény BH a jsou oznacovany jako multidoménové. A posledni skupinou jsou antiapoptické
proteiny, které chrani bunku pfed rliznymi cytotoxickymi faktory, tim Ze inhibuji bunécnou
smrt a fadime do nich proteiny Bcl-2, Mcl-1, Bcl- XL, Bcl-W a Al (Zhang et al., 2007; Chen
et al.,, 2012). Aktivace apoptické drahy vede ke stimulaci BH3 proteint, které pienasi
apopticky signal dal pfimou aktivaci proapoptickych proteinii Bcl-2 rodiny, nebo naopak
inhibici antiapoptickych proteind Bel-2 rodiny (Taylor et al., 2008). Rodina Bcl-2 proteini
hraje velmi dtleZitou roli v permeabilit¢ mitochondridlni membrany. Proapoptické proteiny

Bax a Bak jsou po aktivaci translokovany do membrany mitochondrie, kde oligomerizaci
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vytvaii pory a dochazi k uvolnéni intermembranovych proteind, jako je cytochrom c do
cytoplasmy. Cytochrom c poté tvori s dATP, proteinem Apaf-1 (apoptotic protease activating
factor 1) a prokaspasou 9 komplex zvany apoptosom, jehoz funkci je aktivace kaspasy 9
(Saelens et al., 2004; Taylor et al., 2008). Nasleduje ptenos signalu na efektorové kaspasy
(napf. kaspasa 3, 7), které Stépi bunécné substraty a zptisobuji tak morfologické zmény, které
jsou charakteristické pro apoptosu a vedou ke kone¢nému zaniku bunky (Lawen, 2003; Rai et
al., 2005). Ukazuje se, ze blokace aktivity antiapoptickych proteini Bcl-2 rodiny, napiiklad
inhibici interakce protein-protein nebo RNAI, zvySuje citlivost myelomovych bunék na
apoptotické stimuly a stava se tak zajimavym cilem studia 1écby mnohocetného myelomu
a dalsich hematopoetickych malignit (Chen et al., 2009; Chen et al., 2012; Cheson, 2007).

Ze studii vyplyva, ze u antiapoptického proteinu Mcl-1, jako u jediného ¢lena rodiny Bcl-2
proteind, je exprese regulovana interleukinem IL-6 a dal$§im cytokinem interferonem-a
(myeloid cell leukemia-1) (Jourdan et al., 2000). Protein Mcl-1 se podili na piezivani
krvetvornych kmenovych bun€k a reguluji indukci apoptosy u neutrofilti a eozinofili, které
maji kratky polocas rozpadu. Jsou také zapojeny do vyvoje a udrZzovani zivotaschopnosti T a
B lymfocyti (Craig, 2002). Od ostatnich ¢lenti Bel-2 rodiny se Mcl-1 1i$i svou unikatni
strukturou. Na rozdil od jinych antiapoptickych Bcl-2 proteinil, které jsou slozené z cca 230
aminokyselin, je Mcl-1 protein, tvofeny 350 aminokyselinovymi rezidui, vétsi. Rozdil ve
velikosti je dan pritomnosti dvou sekvenci PEST (polypeptidové sekvence bohaté na prolin,
glutamovou kyselinu, serin a threonin) u Mcl-1, misto obvyklé jedné. Sekvence PEST jsou
odpovédné za kratky polocas rozpadu Mcl-1, jelikoz obsahuji regulacni zbytky a motivy,
véetné mist pro $tépeni, ubikvitinaci a fosforylaci (Le Gouill et al., 2004; Fan et al., 2014).
Protein Mcl-1, stejné jako ostatni ¢lenové Bel-2 rodiny, patfi mezi onkogeny, jejichz mutace
podporuji tumorogenezi, ochranu buiniky vic¢i apoptickym signalim a také rezistenci na
chemoterapii a radioterapii (Le Gouill et al.,, 2004; Bai et Wang, 2014). V normalnich
burikach je hladina Mcl-1 pfisné regulovana na transkripéni, posttranskripéni a posttransla¢ni
urovni, a navic také degradovaci prostiednictvim ubiquitin- dependentni drahy. U nadorovych
bun¢k vsak dochazi k deregulaci a nadmérné expresi tohoto proteinu (Warr et Shore, 2008).
Je dokazano, Ze na pieziti bunék mnohocetného myelomu ma vétsi vliv protein Mcl-1, nez
ostatni antiapoptické proteiny Bcl-XL a Bcl-2 (Zhang et al., 2002; Derenne et al., 2002).
Inhibice aktivity Mcl-1 vede k rychlé indukci apoptosy myelomovych bunék (Manohar et al.,
2011; Zhang et al., 2002). Jednim ze zpusob, jak navodit snizeni hladin Mcl-1 proteinu je

inhibice transkripce prostiednictvim inhibice CDK9, ktera fosforyluje RNA polymerasu Il
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a stimuluje tak elongaci transkripce. Vzhledem k tomu, Ze protein Mcl-1 ma velmi kratky
polocas rozpadu, tak tato inhibice vede ke sniZeni hladiny jak mRNA, tak i proteinu a v bunice
dochazi k rychlému navozeni apoptosy (MacCallum et al., 2005).
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3 CIL PRACE

Cilem experimentalni ¢asti diplomové prace bylo charakterizovat biologicky vliv nového
inhibitoru LGR3874 na regulaci transkripce, apoptosy a expresi nadorového supresoru p53
u nadorovych linii MCF-7 a U-266 in vitro a ovéfit jeho selektivitu k CDKO.
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4  PRAKTICKA CAST

4.1 Material

4.1.1 Pristrojové vybaveni

Pti zpracovani diplomové prace bylo vyuzito nasledujici piistrojové vybaveni laboratofe:
flowbox s vertikdlnim proudénim vzduchu TC 48 (Gelaire), CO2 inkubator (Sanyo),
mikroskop Nikon TMS (Nikon), centrifuga BR4i (Jouan), vahy 440-33N (Kern), magnetické
michadlo MR-1000 Hei-Mix S (Heidolph), vodni lazen, tfepacka Reax top (Heidolph),
ultrazvukovy homogenizator Sonopuls HD2200 (Bandelin), UV-VIS spektrofotometr UV-
1800 (Shimadzu), aparatura pro vertikalni elektroforézu Mini-PROTEAN Tetra Cell
(BioRad), blotovaci aparatura Mini Trans-Blot Cell (BioRad), chemiluminiscenéni vyvolavaci
automat LAS 4000 (FujiFilm), fluorescenéni reader pro mikrotitracni desti¢ky Fluoroskan
Ascent (Thermo Labsystems), pritokovy cytometr Cell Lab QuantaTM SC - MPL (Beckman
Coulter), termocycler TC-512 (Techne), spektrofotometr Nanodrop 1000 (Thermo Scientific),
elektroforeticky zdroj EC 105 (E-C Aparatus Corporation),.

4.1.2 Pouzité chemikalie

Pii experimentech byly pouzity nasledujici chemikalie: od firmy Sigma Aldrich-
thylendiamintetraoctovd kyselina (EDTA), ethylenglykoltetraoctovd kyselina (EGTA),
trypsin, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), dithiothreitol (DTT),
fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), dimethylsulfoxid (DMSO), tetramethylethylendiamin
(TEMED), kultivaéni médium RPMI 1640, hovézi sérovy albumin (BSA), penicilin,
streptomycin, glutamin, aprotinin, leupeptin, fluorid sodny, akrylamid, N,N*-
methylenbisakrylamid, peroxodisiran amonny, hydroxid draselny, Nonidet P-40, Triton X-
100, propidiumjodid, ribonukleaza A, bromfenolova modt, acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-
4-methylkumarin  (Ac-DEVD-AMC), acetyl-Leu-Glu-His-Asp-7-amido-4-methylkumarin
(Ac-LEHD-AMC); od firmy Lach-ner- kyslina chlorovodikova, chlorid sodny, dodecylsiran
sodny (SDS), glycerol; od firmy MP Biomedicals- tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS),
Tween 20, piperazin-1,4-bis(2-ethansulfonova kyselina) (PIPES), glycin; od firmy Thermo
Scientific- chemiluminiscen¢ni substraty luminol a peroxid; od firmy Chemapol- KH,PO,4; od
firmy Penta- Na,B;07.12H,0, ethanol, chlorid draselny; od firmy Serva- Ponceau S, 2-
merkaptoethanol; od firmy Thermo Scientific- chemiluminiscenc¢ni kit se substraty peroxid a

luminol.
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4.1.3 Pouzité roztoky

Pti provedeni experimentt byly pouzity nasledujici roztoky:

PBS- 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NayHPO,4.12 H,0, 2 mM KH;PO4, pH =7,4 7,5
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), 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 10 pg/ml leupeptin, 10 pg/ml
aprotinin

Cinidlo Bradfordové- 0,01% Coomassie brilliant blue, 95% etanol, 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

Elektoforeticky pufr- 25 mM TRIS, 192 mM glycin, 0,1% SDS

Blotovaci pufr- 25 mM TRIS, 192 mM glycin

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

Ponceau S- 0,2% v 1% kyseliné octové

Reak¢ni pufr pro stanoveni aktivity kaspasy 3 a 7- 25 mM PIPES (pH = 7,3), 2 mM EGTA, 2
mM MgCI2, 5 mM DTT

Reakéni pufr pro stanoveni aktivity kaspasy 9- 100 mM HEPES (pH = 7,5), 0,5 mM EDTA,
20% glycerol, 5 mM DTT

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 HCI s 0,5% Triton X-100

4.1.4 Pouzité protilatky
Za ucelem provedeni experimentd, byly pouzity nasledujici protilatky:

Od firmy Santa Cruz Biotechnology mysi monoklonalni protilatky rozliSujici proteiny
PARP-1 (klon F2), proteiny Bcl-2 (klon 100 ), B-aktin (klon C4), CDK1, CDK2, CDK9
a krali¢i polyklonalni protilatka rozlisujici protein Mcl-1 (klon S-19); od firmy od firmy Cell
Signaling mys$i monoklonalni protilatka rozliSujici protein Rb (klon 4H1) a kralici
polyklonalni protilatky rozliSujici proteiny fosfo-Rb Ser780, fosfo-Rb Ser807/811, XIAP,
kaspasa 3, kaspasa 7, kaspasa 9; od firmy Bethyl Laboratories krali¢i polyklonalni protilatky
rozliSujici proteiny fosfo-RNA polymerasa Il (S2) a (S5); od firmy Chemicon mysi
monoklonalni protilatka rozlisujici celkovou RNA polymerazou II (klon ARNA-3); od firmy
Sigma Aldrich mysi monoklonalni protilatka rozliSujici tubulin (klon DM1A) a kralic¢i

polyklonalni protilatka rozlisujici protein fosfo-Rb Ser 612; od Dr. B. Vojtéska z Masarykova
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onkologického ustavu v Brné byla pouzita mysi monoklonalni protilatka rozliSujici protein p53
(klon DO-1).

Po western blottingu byly primérni protilatky vizualizovany pomoci sekundarnich
protilatek znacenych kienovou peroxidazou RAM/Px (rabbit anti-mouse) a SWAR/Px (swine

anti-rabbit) od firmy Sigma Aldrich.

4.1.5 Pouzité bunécné linie
Za ucelem experimentalniho testovani latky LGR3874 byly pouzity nadorové bunécné linie
MCF-7 a U-266.

Adherentni bunécna linie MCF-7 je odvozena od adenokarcinomu prsu. Vlastnosti téchto
bunék je, ze neexprimuji kaspasu 3 vlivem mutace v CASP -3 genu (Janicke et al. 1998).
Bunky byly kultivovany v médiu DMEM s pfidavkem 10% fetalniho bovinniho séra,
strepromycinu (0,1 mg/ml), penicilinu (0,1 U/ml) a L-glutaminu (0,3 mg/ml). Kultivace
probihala v inkubatoru pfi teploté 37 °C v atmosféte 5% COs.

Suspenzni buné¢na linie U-266 je odvozena od mnohocetného myelomu. U této bunécné
linie dochazi k expresi mutovanych proteint p53 (Rowley et al., 2000) a Rb (Juge-Morineau
et al., 1997). Bunky byly kultivovany v kultivaénim médiu RPMI 1640 doplnéném o 10%
fetalni bovinni sérum, strepromycin (0,1 mg/ml), penicilin (0,1 U/ml) a L-glutamin
(0,3 mg/ml).

4.1.6 Pouzité inhibitory
V praktické ¢asti diplomové prace byly studovany biologické ucinky inhibitoru LGR3874.
Tento inhibitor byl poskytnut kolegy z firmy Vichem Chemie Ltd., Budapest 1022, Hungary,
ktefi se dlouhodobé& zabyvaji designem a syntézou CDK9-selektivnich inhibitori (Németh et
al., 2014; Németh et al., 2011).

Inhibitor byl pfipraven jako 100 mM roztok v DMSO a dle potieby pii experimentech byl

fedén v DMSO na pozadované koncentrace.
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4.2 Metodika

4.2.1 Ovlivnéni nadorovych bunécnych linii, sklizeni a lyzace

Buné¢né linie MCF-7 uréené pro experimenty byly po dobu 24 hodin ponechany adherovat ke
dnu kultivaéni misky. Kultivace jak MCF-7, tak suspenzni bunééné linie U-266 probihala
V inkubatoru pti 37 °C v atmosféie obsahujici 5% CO,. Poté bylo kultivaéni médium
vyménéno za médium obsahujici testovanou latku o dané koncentraci a bunky byly takto
inkubovany dalSich 24 hodin. Pfislusné koncentrace byly dosazeny rozpusténim testovaci
latky v DMSO. K buiikdm slouzicim jako kontrola bylo pfidano kultivaéni médium doplnéné
pouze o DMSO, bez testovaci latky.

Pro analyzu metodou western blotting a metodou fluorimetrického stanoveni aktivity
kaspas 3, 7 a 9 byly buriky MCF-7 mechanicky se$krabany ze dna kultiva¢ni misky pomoci
Skrabky, centrifugovany pii 4 °C, 1000 g po dobu 8 minut, bunky U-266 byly pieneseny
z kultiva¢ni misky do zkumavky a nasledné také centrifugovany pii 4 °C, 1000 g po dobu
8 minut. Nasledn¢ byly promyty roztokem PBS. Promyvaci roztok byl odsan a ziskané
bunécné pelety byly uskladnény pii -80 °C. Builky byly lyzovany v lyza¢nim pufru RIPA po
dobu 25 minut na ledu (kazdych 5 minut dochézelo k resuspendovéni) a sonikovany pomoci
ultrazvukového homogenizatoru. Vznikld suspenze byla centrifugovana pii 4 °C, 14 000 rpm
25 minut. Supernatant byl odebran a pouzit pro méfeni koncentrace proteinli
spektrofotometrickou metodou Bradfordové (Bradford, 1976) pfi 595 nm. Vzorky byly
nafedény piisluSnym mnozstvim lyza¢niho pufru pro vyrovnani koncentrace proteinii ve
vzorcich. Klyzatim byl pfiddn roztok 5x SDS (1/4 celkového objemu) a poté
byly denaturovany 5 minut pii 95 °C.

Pro analyzu bunééného cyklu metodou pritokové cytometrie byly MCF-7 bunky sklizeny
trypsinizaci. VesSkeré kultivaéni médium bylo pfeneseno do zkumavky a bunky byly
oplachnuty roztokem EGTA, ktery byl také ptfenesen do zkumavky. Do misky byl pifidan
trypsin pro uvolnéni bun€k ze dna a nasledovala 10 minutové inkubace pii 37 °C. Poté byla
miska oplachnuta ¢istym médiem a cely obsah misky opét pfenesen do zkumavky. Buiky U-
266 byly prevedeny z kultivacni misky do zkumavky. Vzorky byly centrifugovany 8 minut pii
1000 g a 4 °C, promyty 2x v roztoku PBS. Builky byly zafixovany pomalym ptidavanim
vychlazeného 70% ethanolu a uchovany pfi -20 °C do druhého dne.
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4.2.2 SDS-PAGE a western blotting

Podle molekulové hmotnosti sledovanych proteinti probihala elektroforetickd separace v 10%
nebo 15% SDS-polyakrylamidovém gelu, doplnéném 5% zaostfovacim gelem. Separace
proteint probihala nejprve cca 30 minut pii napéti 80 V, ve chvili kdy proteiny vstoupily do
oblasti d¢liciho gelu bylo napéti zvySeno na 120 V. Poté byly proteiny z gelu pieneseny na
nitrocelulosovou membranu pomoci metody western blotting. Pfenos probihal 2 hodiny pfi
proudu 270 mA a za stalého chlazeni ledovymi bloky. Membréana s proteiny byla nasledné
obarvena v roztoku PONCEAU S a podle molekulovych hmotnosti naneseného markeru byly
Z membrany vytiznuty prouzky se sledovanymi proteiny. Tyto membrany byly poté hodinu
blokovany pti pokojové teploté v roztoku 3% BSA v TBS s 0,1% Tween 20. Na membrany
byly naneseny roztoky specifickych primarnich protilatek s blokovacim pufrem a byly
inkubovany ptes noc pii 4 °C. Po inkubaci byly membrany promyty v TBS a TBS/Tween a 1
hodinu inkubovéany pfi laboratorni teploté v roztoku blokovaciho pufru se sekundarni
protilatkou znacenou kienovou peroxidazou. Po dalsim promyti v TBS a TBS/Tween byla
provedena vizualizace s pouzitim chemiluminiscen¢niho kitu ECL a analyzatoru LAS400

(FujiFilm).

4.2.3 Prutokova cytometrie

Pro analyzu bunétného cyklu byla pouzita fluorescencni sonda propidium jodid, kterd se
inkorporuje do dsDNA. Po inkorporaci a ozafeni svétlem o vlnové délce 488 nm dochazi
k excitaci a nasledné emisi zafeni o vlnové délce 575, ktera stechiometricky odpovida
mnozstvi DNA v buiice. Cely priibéh je detekovan a analyzovan softwarem Quanta Collection
a Quanta Analysis (oba Beckman Coulter).

Burnky fixované v 70% ethanolu byly centrifugovany 8 minut pii 1000 g a 4 °C, bunécny
pelet byl promyt v 1 ml PBS a po dalsi 8 minutové centrifugaci doslo opét k resuspendovani
peletu v roztoku PBS, ktery obsahoval 20 ul RNAsy (kone¢na koncentrace 200 pug/ml) a 10
ul propidium jodidu (kone¢na koncentrace 10 pg/ml). Vzorky byly inkubovany 30 minut ve
tm¢& pii laboratorni teploté a prubézné vortexovany. Nasledné probihala analyza bunécného

cyklu na pratokovém cytometru, ktery sledoval relativni zmény v obsahu DNA.

4.2.4 Fluorimetrické stanoveni aktivity kaspasy 3,7a 9
Metoda je zalozena na proteolytickém Stépeni specifickych peptidovych substratl pro kaspasy

3/7 a kaspasu 9. Pfi $§tépeni dochazi k uvolnéni fluorescencni znacky AMC (7-amido-4-

31



methylkumarin), ktera po excitaci svétla o vinové délce 346 nm emituje zareni o vinové délce
442 nm, které je zaznamendno detektorem.

Lyzaty bunék byly napipetovany do mikrotitraéni desticky v takovém mnozstvi, které
odpovidalo 15 pg proteint., a poté bylo pfidano reakcni pufr se substratu Ac-DEVD-AMC
(100 uM) pro stanoveni aktivity kaspasy 3/7 a Ac-LEHD-AMC (100 puM) pro stanoveni
aktivity kaspasy 9. Mikrotitracni desticky se vzorky byly poté inkubovany pfi laboratorni
teploté, ve tmé& a v danych casovych intervalech byla méfena fluorescence pti 346/442 nm
pomoci fluorescen¢niho readeru Fluoroskan Ascent od firmy Labsystems. Pro konecné
stanoveni relativni aktivity kaspas ve vzorcich byla méfena autolyza substratu v lyza¢nim

pufru (negativni kontrola).
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5  VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Vliv latky LGR3874 na nadorovou buné¢nou linii MCF-7
5.1.1 Analyza buné¢ného cyklu

Pro zjisténi zmén distribuce bun¢k v jednotlivych fazich bunécného cyklu, byla vyuzita
metoda prutokové cytometrie. Asynchronni bunééna linie MCF-7 byla po dobu 24 hodin
inkubovéana s latkou LGR3874 v rozdilnych koncentracich. Z vysledk je patrné, ze se
zvysujici se koncentraci latky LGR3874 dochazelo k postupnému poklesu bunék v G1 fazi
a zarovenl k navySeni poctu bun¢k v G2/M fézi. V porovnani s neovlivnénymi bunikami je
patrny pokles poc¢tu ovlivnénych bunék v S fazi u koncentraci 0,25-1 uM.

Vysledky z analyzy bunééného cyklu dokazuji, Ze inhibitor LGR3874 ma vliv na prib¢h
bunécného cyklu. Podobny efekt na bunéény cyklus byl zaznamenan u nadorovych linii HCT-
116 po pusobeni inhibitord CDKI-71 a flavopiridolu. Tyto inhibitory se vyznacuji selektivitou
k CDKO a piedpoklada se u nich, ze hlavni cytototoxicita neni zalozena na bloku buné¢ného

cyklu (Liu et al., 2011).
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Obr. 6: Histogram procentudlniho zastoupeni jednotlivych fdazi bunécného cyKlu
asynchronnich bunék MCF-1 po 24 hodinové inkubaci s latkou LGR3874. Data ziskana
Z analyzy bunécného cyklu byla hodnocena pomoci programu Multicycle AV for Windows
(Phoenix Flow Systems).
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5.1.2 Analyza exprese vybranych proteinti

V dalsich experimentech byly sledovany zmény v eXpresi vybranych proteinti, u nadorové
linie MCF-7 po ovlivnéni latkou LGR3874, pomoci metody SDS-PAGE a nasledného
western blottingu. Pro zjisténi vlivu inhibice CDK9 na transkripci byla sledovana hladina
proteini RNA polymerasy Il, jeji fosfoformy S2 a S5, proteinu Mcl-1 a p53. Dale byl
studovan vliv latky LGR3874 na hladiny CDK1/2 a CDK9. Z vysledku je patrné, ze jiz pfi
koncentraci 0,25 pM latky LGR3874 dochazi k viditelnému poklesu fosforylace RNA
polymerasy Il v pozici S2. Snizeni hladiny fosforylace RNA polymerasy Il v misté¢ S5 bylo
detekovano pii koncentraci latky 1 a 2 uM a pln¢€ koreluje se snizenim hladiny fosforylované
formy u celkové RNA polymerasy II. Pokles fosforylace RNA polymerasy II byl také
potvrzen rapidnim snizenim antiapoptického proteinu Mcl-1, a navic doslo k nardstu tumor
supresorového proteinu p53. Pii vyssich koncentracich latky bylo zaznamenano snizeni hladin
CDKO. Hladiny CDK1 a 2 ziistaly nezménéné.

Defosforylace CTD RNA polymerasy Il v mistech S5 a S2 s naslednou inhibici transkripce
jsou v bunkach spojovany s inhibici CDK9 a CDK?7. Z vysledku vyplyva, ze latka LGR3874
ma jiz pii nizSich koncentracich inhibi¢ni efekt na fosforylaci mista S2, jeZ je substratem
CDKO9, a vykazuje tak moznou preferenéni inhibici pro CDK9 nez pro CDK7, jejiz substratem
je misto S5 RNA polymerasy Il. V porovnani s vysledky z obdobného experimentu
s inhibitorem CAN508, ktery ma také vyssi selektivitu pro CDK9 (Krystof et al., 2011),
vykazuje latka LGR3874 silngjsi inhibi¢ni efekt na bunéfnou linii MCF-7, jelikoz
k signifikantnim zménam dochazi jiz pfi koncentraci 0,25 puM. Vlivem inhibice transkripce
dochazi v buiikdch k rychlému ubytku proteind s kratkym poloCasem rozpadu. Jednim
z takovych proteinti je 1 antiapopticky protein Mcl-1 (Chen et al., 2005), u kterého dle
predpokladu doslo vlivem latky LGR3874 k poklesu hladiny. Dalsim proteinem s kratkou
dobou Zivotnosti je ubiquitin ligasa MDM-2, kterd slouZi jako negativni regulator tumor
supresorového proteinu p53. Inhibice transkripce vede k rychlému poklesu hladiny MDM-2
a nasledné akumulaci proteinu p53 (KryStof et al., 2006), coz se také potvrdilo v tomto
experimentu. Stejny bunécny efekt byl zaznamenan u inhibitort flavopiridolu a roskovitinu
(MacCallum et al., 2005). Na rozdil od CDKI1 a 2, jejichz hladiny zustaly v zavislosti na
koncentraci latky nezménéné, u CDK9 bylo viditelné rapidni snizeni hladin pii vysSich
koncentracich. Pozorovany pokles hladin CDK9 bude ziejmé dopadem inhibice fosforylace
CDKO9 vlivem inhibitoru. Studie totiz prokazaly, ze CDK9 se v defosforylovaném a tedy
neaktivnim stavu vyznacuje kratky polo¢asem rozpadu a je v buiikach rychle degradovana na

urovni proteinu (Ramakrishnan et Rice, 2012).
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Obr. 7: Analyza exprese proteinii RNA polymerasy Il fosforylované v mistech S2 a S5, celkové
RNA polymerasy Il, CDK9, p53 a na transkripci zavislém antiapoptickém proteinu Mcl-1
vV MCF-7 bunkach po 24 hodinovém ovlivneni latkou LGR3874. Protein tubulin byl pouzit

Jjako kontrola pro ovéreni rovnomerné hladiny proteinii ve vzorcich.

Pro ovéfeni inhibi¢niho efektu vici CDK9 a zjisténi kinetiky bunéénych zmén byly
vybrany koncentrace 2 a 0,5 uM latky LGR3874, pii kterych byly pomoci analyzy western
blottingu sledovany zmény hladin proteini zapojenych do regulace bunétného cyklu,
transkripce a apoptosy po pusobeni latky v riznych ¢asovych intervalech.

Zvysledkii je patrné, ze po piidavku 2uM latky LGR3874 dochazi prakticky
k okamzitému inhibi¢nimu t¢inku na fosforylaci RNA polymerasy II a jejich fosfoforem S2
a S5. Tyto vysledky jsou ve shodé s poklesem hladiny na transkripci zavislém proteinu Mcl-1
a se zvysenim hladin proteinu p53. Hladiny celkového proteinu Rb a jeho fosfoforem S612,
S780 a S807/811 zlstaly ve vSech Casovych intervalech nezménény.

Jelikoz beéhem 8 hodinového pusobeni latky LGR3874 nedochédzelo k opétovnému
navyseni hladin fosforylace RNA polymerasy Il, jsou tyto vysledky ve shod¢ s vysledky
z predeslého experimentu (Obr. 7). Dale byly studovany zmény ve fosforylaci
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retinoblastomového proteinu, ktery hraje klicovou roli v prechodu G1 faze do S faze a je tak
zapojen do regulace bunétného cyklu. Protein Rb v defosforylovaném stavu interaguje
s transkripcnim faktorem E2F a brani expresi gent nezbytnych pro vstup do S faze.
Postupnou fosforylaci Rb kinasami CDK4/6 a CDK2 dochazi k uvolnéni transkripéniho
faktoru E2F a nasledné aktivaci gend potiebnych pro vstup do S faze a syntézu DNA (Lim et
Kaldis, 2013). Protoze béhem celého casového intervalu nedoslo k zadné vyrazné zméné
a hladiny fosforylace zlstaly vyrovnané, da se predpokladat, ze latka LGR3874 pti zvolené
koncentraci neinhibuje CDK4/6 a CDK2.
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Obr. 8: Analyza exprese proteinit RNA polymerasy Il fosforylované v mistech S2 a S5, celkové
RNA polymerasy Il, p53, Mcl-1, proteinu Rb fosforylovaném v mistech S612, S780
aS807/811 a celkového Rb v bunécné linii MCF-7 po ovlivnéni ldatkou LGR3874
V koncentraci 2 uM v ruznych casovych intervalech. Protein tubulin byl pouZit jako kontrola

pro overeni rovnomeérné hladiny proteinut ve vzorcich.

V Casovém experimentu s 0,5uM latkou LGR3874 byly analyzovany zmény v hladinach
proteini RNA polymerasy Il fosforylované v mistech S2 a S5 a celkové RNA polymerasy II.
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V piipadé¢ celkové RNA polymerasy II bylo v ¢asovych intervalech 4 a 8 hodin zaznamenano
zvySeni hladin fosforylace. U jeji fosfoformy S5 zistaly hladiny béhem celého casového
intervalu nezménény. Hladiny RNA polymerasy II fosforylované v pozici S2 vykazovaly
postupny nartst s délkou ptisobeni inhibitoru.

Vysledky ukazuji, ze béhem celého Casového intervalu nedoslo k vyznamnym zménam
v hladinach celkové RNA polymerasy Il a RNA polymerasy fosforylované v mistech S2 a S5,
které by souvisely s jejich defosforylaci vlivem testované latky. Pokles fosforylace byl
zaznamenan az pPo 24 hodinovém pusobeni inhibitoru (Obr. 7). V porovnani s experimentem
s koncentraci 2 uM tak vykazuje latka LGR3874 pfi niz8i koncentraci pomalej$i dynamiku
inhibice fosforylace RNA polymerasy Il a jejich fosfoforem.

MCF-7 / 0.5uM LGR3874 / (hod)
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Obr. 9: Analyza exprese proteinii RNA polymerasy Il fosforylované v mistech S2 a S5, celkové
RNA polymerasy Il v bunécné linii MCF-7 po ovlivnéni latkou LGR3874 v koncentraci 0,5
UM v riznych casovych intervalech. Protein tubulin byl pouzit jako kontrola pro overeni
rovnomerné hladiny proteinii ve vzorcich

5.2  Proapoptické ucinky latky LGR3874 na nadorovou bunéénou

linii U-266
Utinky latky LGR3874, jakozto potencionalniho inhibitoru CDK9, byly sledovany také na
bunéénych liniich mnohocetného myelomu U-266. Jak bylo uvedeno a blize popsano
v kapitole 3.4., hematopoetické onemocnéni mnohocetny myelom se vyznacuje nadmérnou
expresi antiapoptického proteinu Mcl-1, ktery ma velky vliv na pfeziti bun€k mnohocetného

myelomu (Warr et Shore, 2008; Zhang et al., 2002). Zabranéni exprese proteinu Mcl-1
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prostiednictvim inhibice CDK9 se jevi jako slibny cil pfi 1ébé mnohocetného myelomu
a proto byly biologické uc¢inky latky LGR3874 testovany prave na tomto bunééném modelu.

Pfi analyze proapoptickych Gc¢inka latky LGR3874 na bunécnou linii U-266 byl nejprve
studovan inhibi¢ni vliv na regulaci transkripce. Pomoci metody western blottingu byly
sledovany zmény v hladinach proteini RNA polymerasy II fosforylované v pozici S2 a S5,
celkové RNA polymerasy Il a antiapoptickych proteind Mcl-1, Bcl-2 a XIAP. Experiment
prokazal snizujici hladiny fosfoforem S2 a S5 RNA polymerasy |l v zavislosti na zvysujici se
koncentraci latky LGR3874, coz odpovida klesajicimu trendu fosforylace u celkové RNA
polymerasy Il. Doslo také ke snizeni hladin antiapoptickych proteini Mcl-1, XIAP a Bcl-2,
u kterého byla navic pozorovana zména v hlading fosforylace.

Z vysledktu vyplyva, Ze inhibitor LGR3874 vykazuje u bun¢k U-266 podobné inhibi¢ni
uc¢inky na fosforylaci RNA polymerasy Il jako v ptipadé experimentu s buné¢nou linii MCF-7
(Obr. 7). Snizeni hladin fosforylace RNA polymerasy II v pozici S2 potvrdilo inhibici CDKO.
Dale dle predpokladu doslo vlivem inhibice transkripce ke snizeni hladin antiapoptickych
proteint s kratkym polocasem rozpadu. Nejvyssi pokles hladiny byl pozorovan u proteinu
Mcl-1, ktery ma mezi témito antiapoptickymi proteiny nejkratsi polo¢as rozpadu (0,5-1 hod)
vlivem pfitomnosti sekvence PEST, kterd je zodpov&dna za rychlou degradaci proteinu
v bunkach (Le Gouill et al., 2004; Chen et al., 2005). Tyto vysledky jsou v souladu
S inhibi€nimi mechanismy pan-selektivnich inhibitorti roskovitinu a P276-00, které vykazuji

selektivitu k CDK9 (MacCallum et al., 2005; Manohar et al., 2011).
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Obr. 10: Analyza exprese proteinii RNA polymerasy Il fosforylované v mistech S2 a S5,
celkové RNA polymerasy Il a antiapoptickych proteinit Mcl-1, XIAP a Bcl-2 v burnkach U-266
po 24 hodinové inkubaci s latkou LGR3874. Protein [-aktin byl pouZzit jako kontrola pro

ovéreni rovnomerné hladiny proteinii ve vzorcich.

5.2.1 Analyza iniciace apoptosy v zavislosti na koncentraci latky LGR3874
Pro zjisténi proapoptickych u¢inki latky LGR3874 v riznych koncentracich na bunéénou linii
U-266 byly pouzity metody western blotting a fluorimetrické stanoveni aktivity kaspas.
Analyzou western blottingu byly pozorovany zmény v hladinach proteinu PARP-1
akaspas 3, 7 a 9, které jsou v bunkach syntetizovany v neaktivni form¢, tzv. zymogenu.
V apoptickych bunkéach dochazi proteolytickym S$té€penim zymogenti ke vzniku aktivnich
fragment kaspas (Cohen, 1997). Z vysledka vyplyva, Ze u vSech tfi zmiiovanych zymogent
kaspas, dochazelo k plynulému poklesu hladin se zvySujici se koncentraci latky. U aktivni
formy kaspasy 7, bylo nejvyssi hladiny exprese dosazeno pii koncentraci 1 pM. Déle byla
sledovana hladina substratu aktivni formy kaspasy 3, proteinu PARP-1, ktery je v bunkach
zapojeny do procesit oprav DNA. V apoptickych bunikach dochazi ke Sté€peni celkového
proteinu PARP-1 (113 kDa) na dva fragmenty- mensiho 24 kDa a vétsiho 89 kDa (Gobeil et
al., 2001), ktery byl v tomto experimentu detekovan pii koncentraci 0,5-2 uM, kdy nejvyssi
hladina proteinu odpovidala nejvyssi koncentraci latky LGR3874.
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Detekce zvyseni hladin aktivované kaspasy 7 a proteinu PARP-1, ktery slouzi jako marker
apoptosy (Gobeil et al., 2001), v tomto experimentu dokazuji, ze latka LGR3874 v bunkach

U-266 indukuje mitochondridlni drahu apoptosy v zévislosti na koncentraci.

U266 / LGR3874
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Obr. 11: Analyza exprese proteinii kaspasy 3, 7 a 9 zymogenu, kaspasy 7 fragmentu
a PARP-1 v burnkdach U-266 po 24 hodinové inkubaci s latkou LGR3874. Protein f-aktin byl

pouzit jako kontrola pro overeni rovnomeérné hladiny proteinii ve vzorcich.

U bunek U-266 ovlivnénych latkou LGR3874 v rlznych koncentracich byly dale
sledovany proapoptické ucinky pomoci fluorimetrického stanoveni kaspas 3, 7 a 9. Ziskané
absolutni hodnoty fluorescence byly normalizovany dle kontrolniho vzorku a pfepocteny na
hodnoty relativni. Z vysledkd méfeni vyplyva, ze relativni aktivita kaspasy 3 a 7 rostla se
vzristajici koncentraci latky LGR3874. NejvyS$si aktivita byla proto zaznamenana pfi
koncentraci 2 uM. V piipadé kaspasy 9, nebyl nariist aktivity tak rapidni jako u kaspasy 3 a 7,
jelikoz pfi koncentraci 0,25 pM byla aktivita kaspasy 9 srovnatelna s aktivitou u kontrolnich
bunek neovlivnénych latkou LGR3874, poté dochazelo k pozvolné aktivaci této kaspasy.

Namétené hodnoty odpovidaji vysledkt z western blottingu (Obr. 11), kdy byl detekovan
pokles hladin neaktivnich kaspas a naopak zvySujici se trend u aktivované kaspasy 7. Tato
data dokazuji, ze latka LGR3874 vyvolava v buné¢nych linii U-266 silnou aktivaci apoptosy
po 24 hodinovém pulsobeni V zavislosti na koncentraci inhibitoru. V porovnani s novym
anedavno publikovanym inhibitorem AAP1742, ktery méa podobné inhibi¢ni U¢inky na
bunééné linie mnohocetného myelomu (Jorda et al., 2014), vykazuje inhibitor LGR3874

v

proapotické ucinky jiz pii nizSich koncentracich a jevi se tak jako silnéjsi inhibitor.
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Obr. 12: Indukce apoptosy u ndadorové bunécné linie U-266 po 24 hodinovém ovlivnéni ldtkou
LGR3874. Aktivita kaspas 3/7/9 v bunécnych lyzatech byla mérena pomoci fluorogenniho
substrdtu Ac-DEVD-AMC nebo Ac-LEHD-AMC, po 5 hodinové inkubaci.

5.2.2 Analyza aktivace apoptosy v zavislosti na délce piisobeni latky LGR3874

Pomoci metod western blotting a fluorimetrického stanoveni aktivity kaspas byla u bunécné
linie U-266 sledovana kinetika indukce apoptosy vlivem latky LGR3874 ve vybrané
koncentraci 1 uM.

Metodou western blottingu byla sledovana hladina exprese vybranych proteind,
zapojenych do regulace apoptosy. Jiz po pilhodinovém pusobeni latky LGR3874 byl
detekovan plynuly pokles hladiny antiapoptického proteinu Mcl-1. V piipadé neaktivni formy
kaspasy 7 bylo zaznamenano snizeni hladiny v ¢ase 1 a 4 hodiny, v ostatnich ¢asovych
intervalech byly hladiny toho proteinu srovnatelné s témi u bun€k neovlivnénych latkou
LGR3874. U aktivni formy kaspasy 7 doslo kviditelnému narGstu hladiny pouze po
6 hodinovém pusobeni latky. Fragment proteinu PARP-1 byl zaznamenan v ¢asech 2—6 hodin,
kdy nejvyssi hladina odpovidala nejdelSimu ¢asovému intervalu plisobeni latky.

Vysledky dokazuji, Ze nartstu hladin apoptickych markerti, v tomto piipadé aktivované

kaspasy 7 a proteinu PARP-1, pfedchazelo snizeni hladiny antiapoptického proteinu Mcl-1,
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které je vysledkem inhibice transkripce. Dle piedpokladu tak latka LGR3874 v bunkach

mnohocetného myelomu indukuje apoptosu vlivem transkrip¢ni inhibice.

U266 / 1uM LGR3874 / (hod)
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Obr. 13: Analyza exprese vybranych apoptickych proteinii v burikach U-266 po oviivnéni 1uM
latkou LGR3874 v uvedenych casech. Protein f-aktin byl pouZit jako kontrola pro oveéreni

rovnomerné hladiny proteinii ve vzorcich.

Pro ovéfeni proapoptickych ucinkii latky LGR3874 v koncentraci 1 pM na nadorovou
bunéénou linii U-266, byla fluorimetrickym méfenim stanovena aktivita kaspasy 3/7.
V ¢asech 0,5 a 1 hodina byla zaznamendna klesajici aktivita kaspasy 3. V nasledujicich
Casech doslo k nartstu aktivity této kaspasy, kdy nejvyssi aktivita byla detekovana po
6 hodinovém ptisobeni latky LGR3874.

Z vysledkli je patrné, ze v priibéhu 6 hodinového piisobeni latky LGR3874 dochézi
k pomalé aktivaci kaspasy 3/7. Tyto vysledky se shoduji s vysledky z analyzy hladin exprese
pomoci metody western blottingu (Obr. 11). V porovnani s vysledky stanoveni kaspasové
aktivity (Obr. 12) je patrné, ze po 24 hodinovém pusobeni latky LGR3874 dochazi k silné
aktivaci kaspasy 7 a tady Kk siln€jsim proapoptickym ucinkim. Z ¢asovych experimenti tedy

vyplyva, Ze latka LGR3874 indukuje v buitkdch U-266 apoptosu také v zavislosti na Case.
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Obr. 14: Indukce apoptosy u nadorové bunécné linie U-266 po ovlivneéni ldatkou LGR3874
V koncentraci 1 uM, v rozdilnych casovych intervalech. Aktivita kaspasy 3/7 v bunécnych
lyzatech byla merena pomoci fluorogenniho substratu Ac-DEVD-AMC po 5 hodinové
inkubaci.
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6 ZAVER

Pouzitim nékolika nezavislych metod byly sledovany biologické ucinky latky LGR3874,
jakozto potencionalniho inhibitoru CDK9 na bunéénych liniich MCF-7 a U-266.

Z vysledkl analyzy regulace transkripce vyplyva, Ze po ovlivnéni obou bunéénych linii
latkou LGR3874 dochazi ke snizeni hladin fosforylace RNA polymerasy Il s rostouci
koncentraci testované latky. Pokles fosforylace RNA polymerasy Il v pozici S2 potvrdil
bunécnou inhibici CDKO9. Jelikoz byl inhibi¢ni efekt na fosforylaci mista S2 pozorovan jiz pfi
nizsich koncentracich da se predpokladat, ze laitka LGR3874 vykazuje moznou preferencni
inhibici pro CDK9 nez pro CDK7. Potlageni transkripce vlivem inhibice CDK9 bylo
doprovazené snizenim hladin proteinu S kratkym polo¢asem rozpadu Mcl-1 a akumulaci
tumor supresorového proteinu p53. Nezavislymi metodami byly studovany proapoptické
ucinky latky LGR3874 na bunéénych liniich mnohocetného myelomu U-266, jejichZ pieziti je
zavislé na kontinualni expresi antiapoptického proteinu Mcl-1. Vysledky ukazaly, Ze inhibice
transkripce v bunkach mnohocetného myelomu po ovlivnéni latkou LGR3874 vede
k navozeni apoptosy v zavislosti na koncentraci a délce ptisobeni.

Na zakladé vyse uvedenych poznatkt z experimentt bylo potvrzeno, ze inhibitor LGR3874
vykazuje selektivitu k CDK9 a jeho bunééné ucinky jsou v souladu s diive popsanymi

mechanismy roskovitinu, flavopiridolu nebo P276-00, které se také vyznacuji inhibici CDKO.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Ac-DEVD-AMC Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-methylcoumarin
Ac-LEHD-AMC Acetyl-Leu-Glu-His-Asp-7-amido-4-methylcoumarin
AMC 7-amido-4-methylcoumarin

APAF-1 Apoptotic protease activating factor 1

ATP Adenosine triphosphate

ATR Ataxia-Telanglectasia and Rad3-related

Bad Bcl-2-associated death promoter

Bcl-2 B-cell CLL/lymphoma 2

Bel- W B cell leukemia/lymphoma w

Bcel- XL B-cell lymphoma-extra large

Bid BH3 interacting domain death agonist

Bik Bcl-2-interacting killer

Bim Bcl-2 interacting mediator of cell death

BMF Bcl-2-modifying factor

Brd4 Bromodomain-containing protein 4

BSA Bovine serum albumin

CAK CDK-activating kinase

Cdc37 cell division cycle 37

CDK Cyclin-dependent kinase

CDKL cyclin-dependent kinase-like

Cip/Kip CDK interacting protein/kinase inhibitory protein
CTD C-terminal domain

c-Myc Homolog of v-Myc myelocytomatosis viral oncogene
dATP Deoxyadenosine triphosphate

DDR DNA damage response
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DMEM
DMSO
DNA
DRB
DSIF
DTT
E2F
ECL
EDTA
EGTA
HIV
HSP
HRK
ICso

ICAM-1

IL-6
Mcl-1
MDM2
MRNA
NELF
NF-xB
NOXA
p35
p39
p53
PARP

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxide

Deoxyribonucleic acid
5,6-dichloro-1-p-D-ribofuranosylbenzimidazol
DRB-sensitivity inducing factor
Dithiothreitol

E2F transcription factor

Enhanced chemiluminiscence
Ethylenediaminetetraacetic acid
Ethylenglycoltetraacetic acid

Human Immunodeficiency Virus

heat shock protein

protein harakiri

The half maximal inhibitory concentration
Intercellular Adhesion Molecule 1
Imunoglobulin H

Interleukin 6

Myeloid-cell leukemia 1

Murine double minute 2

Messenger ribonucleic acid

negative elongation factor

nuclear factor-kappa B
Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1
Cyclin-dependent kinase 5 activator 1
Cyclin-dependent kinase 5 activator 2
Tumor supressor

Poly (ADP-ribose) polymerase
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PBS

PEST

PIPES
PMSF
P-TEFb
PUMA
Rb
RIPA
RNA
RPB1
RSR
SDS
SDS-PAGE
TBS
TEMED
TFIIF
TFIIH
TRIS
VEGF
XIAP

Phosphate buffered saline

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

Piperazine-1,4-bis(2-ethanesulfonic acid)
Phenylmethylsulfonyl fluoride

positive trancription elongation factor b
p53 upregulated modulator of apoptosis
Retinoblastoma
Radioimmunoprecipitation buffer
Ribonucleic acid

RNA polymerase Il subunit B1
Replication stress response

Sodium dodecy! sulphate
Sodium-dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
Tris-buffered saline
Tetramethylethylendiammin
Transcription factor I1F

Transcription factor 11H
Tris(hydroxymethyl)aminomethane
Vascular endothelial growth factor

X-linked inhibitor of apoptosis
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