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Cile prace

Cilem pfedkladané prace v teoretické roviné je (l) charakterizace CDK-aktivaéniho
komplexu, a to jak zfunkéniho, tak i ze strukturniho hlediska, (lI) podani pFehledu
vyvoje inhibitor CDK jako sloucenin s terapeutickym potencidlem pro Iécbu
nadorovych onemocnéni a (Ill) popis antiprolifera¢nich G¢inkd inhibitorda transkripénich
CDK. Cilem praktické Casti této prace je pak posoudit, zda (IV) nizkomolekularni
inhibitory CDK ovliviuji aktivitu CDK7 a (V) nakolik se inhibice CDK7 projevi na jejich
antiproliferacnim vlivu. Mezi dil€i praktické ukoly proto patfi purifikace CDK-aktivacniho
komplexu (sloZzeného zrekombinantni CDK7, cyklinu H a MAT1) a studium vlivu
vybranych potencialnich inhibitord CDK7 na aktivatni status RNA polymerazy I

a hladinu proteinu p53 v bunééné linii MCF-7.



TEORETICKA CAST



1. Uvod

Geny kodujici cyklin-dependentni kinazy (CDK) a pfibuzné enzymy tvofi u ¢lovéka jen
maly podil kinomu (20 z 518), ktery sam o sobé predstavuje pfiblizné 2 % vSech
lidskych gent (Malumbres & Barbacid, 2005; Manning, 2005). Stejné jako ostatni
kindzy jsou CDK enzymy katalyzujici pfenos y fosfatu z ATP na postranni fetézce Y, T
nebo S cilového proteinu. Takovy zasah potom vede ke zménam jeho konformace,
lokalizace nebo asociace s jinymi molekulami, a navic souvisi fosforylace také
se zménou aktivity daného proteinu. UZ z ndazvu vyplyva, Ze aktivita CDK zavisi
na vazbé regulacnich podjednotek, které jsou pravidelné syntetizovany a degradovany
v ur€itych féazich cyklu, a proto ziskaly nazev cykliny. CDK hraji duleZitou ulohu
regulatord bunééného déleni, kde kontroluji inaktivaci restrik€niho bodu v G1 fazi,
iniciaci DNA syntézy, vstup do mitotické faze (Morgan, 1997), ale jsou i nedilnou
slozkou transkripéniho apardtu RNA polymerdzy |l (Oelgeschlager, 2002).
U mnohobunéénych organizmd zastavaji uUlohu nejvyznamnéjSich regulatord
bunécného cyklu CDK1, CDK2, CDK4 a CDK6 (Malumbres & Barbacid, 2005). CDK5
je dulezitd pro spravnou funkci nervového systému, zatimco CDK8 a CDK9 jsou
zahrnuty v procesu transkripce (Malumbres & Barbacid, 2005). Zvlastni postaveni
zaujima CDK7. Tato kindza totiz fosforyluje CDK, které kontroluji bunéény cyklus,
ovSem jako komponenta obecného transkripéniho faktoru TFIIH dokaZe fosforylovat,
atim aktivovat RNA polymerazu 1l (Malumbres & Barbacid, 2005). Z naznacenych
faktu je tedy zfejmé, Ze pro spravny prubéh bunééného cyklu musi byt zajiSténa
spravna souslednost aktivit danych CDK. Jde o celou Skéalu regulaénich mechanizm,
jako jsou protein-proteinové interakce (asociace s cykliny, inhibitory a jinymi faktory),
bunécna lokalizace, transkripéni kontrola, selektivni proteolyza a v neposledni fadé
aktivacni i inhibi¢ni fosforylace (Kaldis, 1999).

Deregulace bunééného cyklu je charakteristickym znakem vétSiny nadorovych
onemocnéni. Jedna se pfedevsim o nezadouci zvySeni aktivity CDK, které maze byt
zpUsobeno bodovymi mutacemi, delecemi nebo umli€enim gend kodujicich pfirozené
inhibitory CDK (KryStof & Uldrijan, 2010). U nékterych typa nadord byla pozorovana
i amplifikace urcitych CDK a zfidka také mutace Vv jejich genech vedoucich k rezistenci
na pfirozené inhibitory CDK, a néasledné tudiz i ke konstitutivni aktivaci (KryStof
& Uldrijan, 2010). Déle mulze dochazet ke zvySené expresi cyklind nebo
CDK-aktivaénich fosfataz, coz opét v dasledku zvySuje aktivitu CDK, které poté
nadmérné fosforyluji své substraty, a umoZznuji tak burikam proliferovat i v nevhodnych
podminkach (KryStof & Uldrijan, 2010). V sou€asné dobé jsou CDK zkoumany

z pohledu molekularni onkologie, nebot jejich inhibice prostfednictvim specifickych
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nizkomolekularnich inhibitord mdze mit vyrazny protinddorovy efekt. Bé&hem
poslednich 20 let bylo navrzeno a nasyntetizovano mnoho takovych sloucenin s uzsi
¢i SirSi specifitou pro urcité CDK, a nékteré dokonce postoupily az do Klinického
testovani (Mclnnes, 2008). CDK7 se pro svou dualni funkci jako aktivator ostatnich
CDK a zéaroven transkripce jevi velmi slibnym cilem novych terapeutik, jelikoz by jeji

inhibice mohla simultanné zastavit bunécny rast a zablokovat déleni nadoroveé buriky.

2. Funkce, vlastnosti a struktura CDK-aktiva éniho komplexu

a jeho komponent

Prvni zminky o regulaci aktivity CDK pochazi z pocatku 90. let 20. stoleti, kdy byla
objevena fosforylovana rezidua v aktivaéni smycce (T-smycce) CDK u obratlovcl (Krek
& Nigg, 1991). O rok pozdéji se podafilo in vitro zdetekovat v buné&nych extraktech
mnohobunéénych organizmu aktivitu CDK-aktiva¢ni kinazy (CAK) (Desai et al., 1992).
Purifikaci CAK z extraktd ZzivociSnych bunék byl nasledné identifikovan komplex
CDK7/cyklin H (Fesquet et al., 1993). CDK7 (p40"°*®) byla ovdem plvodné popsana
jako negativni regulator zrani oocytd Xenopus laevis (Shuttleworth et al., 1990). Teprve
v dalSich studiich se prokézalo, Ze je CDK7 podjednotkou CDK-aktivacniho komplexu
u Xenopus laevis (Poon et al.,, 1993), Marthasterias glacialis (Fesquet et al., 1993),
Mus musculus (Matsuoka et al., 1994), Homo sapiens (Darbon et al., 1994),
Saccharomyces pombe (Buck et al., 1995) a Drosophila melanogaster (Larochelle
et al., 1998). Imunoprecipitaci lidské formy CDK7 pomoci monoklonalni protilatky bylo
objeveno stechiometrické mnoZstvi dalSich dvou proteind o velikosti 37 a 32 kDa
navazanych na enzym (Tassan et al.,, 1994), které byly identifikované jako cyklin H
a MAT1 (ménage a trois 1) (Kaldis, 1999). Pfedpokladana funkce CDK7 jako enzymu
aktivujiciho fosforylaci jiné CDK byla potvrzena dvéma nezavislymi experimenty.
Inaktivace CDK7 u Drosophila melanogaster méla za nasledek pokles
fosforylace T-smycky CDK1, coz zpusobilo zablokovani mitdzy u zarodec¢né linie a také
embryonalni a larvalni letalitu (Larochelle et al., 1998). U Caenorhabditis elegans
zpUsobila teplotné podminéna mutace v cdk7 redukci transkripce a vyfazeni funkce
CDK7 prostfednictvim RNA interference zastaveni bunécného cyklu (Wallenfang
& Seydoux, 2002). Zapojeni CDK7 do transkrip&niho procesu bylo objasnéno uz v roce
1994, kdy byla popséna jeji asociace s obecnym transkripénim faktorem TFIIH
a nasledna fosforylace C-koncové domény (CTD, C-terminal domain) RNA polymerézy
I (Roy et al., 1994). Interakce mezi komplexem CDK7/cyklin H/MAT1 a TFIIH
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Obréazek 1: Funkce CDK?7 p#i aktivaci CDK a transkripci gend (pfepracovano podle Fisher, 2005
a Wesierska-Ggdek & Krystof, 2009).

je zprostfedkovdna vazbou MAT1 na protein ERCC2 (excision repair
cross-complementing rodent repair deficiency, complementation group 2), znamy také
jako helikdza XPD (xeroderma pigmentosum D), kterd nésledné asociuje s dalSimi
podjednotkami TFIIH (Obr.1) (Busso etal., 2000). Pomoci imunofluorescenéni
mikroskopie bylo zjisténo, Ze je CDK7 u interfaznich bunék lokalizovana v jadfe
(Kaldis, 1999), coZ souvisi pravdépodobné pravé s vazbou komplexu k helikdze XPD,
pfi¢emz po jeji degradaci mezi profazi a metafazi je komplex uvolnén a maze aktivovat
CDK potfebné pro prachod mit6zou (Obr.1) (Fisher, 2005).

Doposud byly provedeny analyzy funkci cyklinu H a MAT1 pouze na mySich
modelech. U MAT1-deficientnich embryi doSlo k poklesu hladin CDK7 a cyklinu H,
pficemz byla tato mutace pro embrya letalni (Rossi et al., 2001). Postnatalni delece
MAT1 v myokardu vedla k dysfunkci mitochondrii a naslednému selhani srdce (Sano
etal., 2007) a ablace MAT1 ve varlatech zase ke ztraté spermatogoniélnich
kmenovych bunék (Korsisaari et al., 2002). Ztrata MAT1 u embryonélnich kmenovych
bunék ovSem nepostihla jejich viabilitu ¢i pluripotenci a nedoSlo ani k poklesu hladin
CDK7 a cyklinu H (Patel & Simon, 2010). Tato pozorovani vedou k zavéram, Zze MAT1

muze byt dulezitou komponentou v raném embryonalnim i postnatalnim vyvoji, zatimco
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jeho pfitomnost neni nezbytna pro viabilitu embryonalnich kmenovych bunék. MAT1
tudiz pravdépodobné moduluje substratovou specifitu CDK-aktivacniho komplexu
a transkripéni programy vyZzadované danym typem burky (Patel & Simon, 2010).
Delece cyklinu H umySich embryonélnich kmenovych bunék indukuje jejich
diferenciaci a pokles CDK7 i MAT1 (Patel & Simon, 2010). JelikoZ hladiny matl a cdk7
transkriptd nebyly vyrazné sniZzené, Ize predpokladat, Ze pokles zminénych proteinu
bude zpusoben jejich posttransla¢ni degradaci (Patel & Simon, 2010). Tyto molekuly,
které spolu netvofi komplex, mohou byt totiz jako monomery nestabilni, a cyklin H
se tak zda byt kliCovy pro stabilitu CDK-aktivaéniho komplexu (Patel & Simon, 2010).
Prekvapivé ovSem nedoSlo ke zménam v bunééném cyklu. VétSina bunék zlstala
v S fazi, coz je pro embryonalni kmenové bunky typické, a nebyly pozorovany
ani zmény ve fosforylaci CDK1 a CDK2, které jsou substraty CDK7 (Patel & Simon,
2010). Moznym vysvétlenim muze byt fakt, Ze i rezidualni aktivita CDK7 je dostadujici
pro plnéni funkci CDK-aktivacniho komplexu. Teprve po delSim ¢asovém intervalu byl
pozorovan vzestup frakci bunék v Gl a G2 fazich, coz je nespi§ zplsobeno
diferenciaci bunék (Patel & Simon, 2010).

2.1. Substratova specifita CDK-aktiva éniho komplexu

CDK?7 je schopna fosforylovat celou Fadu substratd. Jedn& se o regulatory bunééného
cyklu CDK1, CDK2, CDK4, CDK6 (Kaldis, 1999), ale také o komponenty transkrip&niho
aparatu CTD RNA polymerazy Il (Feaver et al.,, 1994), TFIIE, TFIIF (Yankulov
& Bentley, 1997), receptor retinoové kyseliny RARa (retinoic acid receptor a)
(Rochette-Egly et al., 1997), oktamerni transkripéni faktor Oct-1 (organic cation
transporter 1) (Inamoto et al., 1997), estrogenovy receptor ER (Chen et al., 2000), Etsl
(v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 1 (avian)) (Drané et al., 2004),
transkripéni faktor E2F-1 (Vandel & Kouzarides, 1999) a také nadorovy supresor p53
(Lu et al., 1997). CDK?7 je selektivni pro S5 a S7 uvnitf repetitivni sekvence YSPTSPS,
ktera je zakladnim motivem CTD tvofené jejimi 52 opakovanimi (Lolli et al., 2004).
Fosforylace S5 byla primarné detekovana v promotorovych oblastech genu
a je dllezitd pro interakci transkripéniho aparatu s enzymy modifikujicimi 5= konec
nascentni mMRNA navazanim N’-methylguaninu (Komarnitsky et al., 2000). Fosforylace
S7 byla identifikovana pomérné nedavno a je dulezita pro expresi snRNA (Egloff et al.,
2007). CDK7 fosforyluje S5 efektivné v samotném heptapeptidu, ktery lze tedy
povazovat za dostacujici sekvenci pro pfimou fosforylaci (Fisher, 2005). Naopak
pfi rozpoznavani substratd regulujicich bunénych cyklus neni kli€¢ovym prvkem

sekvence T-smycky. Tento fakt byl potvrzen experimentem, ve kterém byla sekvence
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aktivacni smycky CDK2 zaménéna za sekvenci T-smyCky CDK7. CDK7 byla nadale
schopna fosforylovat chimerni protein, i kdyZz u ni nebyla prokdzana autofosforylace
(Garrett et al., 2001). Rozpoznavaci sekvence bude tedy pravdépodobné umisténa
v jiné oblasti proteind. Substratova specifita CDK-aktivaéniho komplexu je také
ovlivnéna asociaci substratt s nékterymi proteiny. Bylo prokézano, Zze CDK7 fosforyluje
velmi slabé monomerni CDK2, zatimco po vazbé cyklinu A dochazi k rapidnimu

narlstu fosforylace (Kaldis et al., 1998).

2.2. Regulace aktivity CDK7

Maximalni aktivita CDK7 vyZaduje jeji asociaci s cyklinem H a MAT1 a fosforylaci
aktivacnich rezidui T170 a S164 (Lolli et al., 2004). Tvorba stabilniho aktivniho
komplexu CDK7/cyklin H je podminéna fosforylaci CDK7 na aktivacnim reziduu T170
(Fisher et al., 1995). Trimerni komplex CDK7/cyklin H/MAT1 je aktivni i bez této
fosforylace, ovSem pokud je fosforylovan, dochazi k jeho stabilizaci a zaroven stimulaci
kindzové aktivity va¢i CTD RNA polymerazy Il bez ztraty CDK aktiva¢ni funkce
(Larochelle et al., 2001). Kromé& T170 existuje v T-smy¢ce CDK7 dalSi aktivacni misto
S164, jehoz fosforylace opét stabilizuje trimerni komplex CDK7/cyklin H/MAT1, a navic
zvysuje jeho aktivitu (Martinez et al., 1997). Vzhledem k faktu, Ze fosforylace T-smy¢ky
zlstava béhem bunécného cyklu stejna, Ize CDK7 povaZzovat spiSe za konstitutivni
aktivator nez regulator CDK. U CDK7 byla vyvracena moznost autofosforylace (Lolli
et al., 2004), ale muze byt aktivovana svymi substraty CDK1 a CDK2 (Gatrrett et al.,
2001). Kromé zminénych aktivujicich fosforylaci byla in vitro pozorovana fosforylace
cyklinu H komplexem CDK8/cyklin C (Akoulitchev et al., 2000) a CDK7/cyklin H (Lolli
et al., 2004), coz zpusobilo pokles kinazové aktivity CDK7 va¢i CTD a v pfipadé
fosforylace komplexem CDK7/cyklin H i redukci fosforylace CDK2 (Lolli et al., 2004).
Fosforylovany cyklin H je pravdépodobné degradovan proteazomem, a monomerni
CDKY7 tak ztrati sve funkce.

2.3. Organizmy s vice enzymy plnicimi funkci CDK7

U nékterych organizmO byla prokadzana existence dvou typU enzymd, které jsou
schopné zastavat role CDK7. U Saccharomyces pombe byly nalezeny orthology CDK7
(Mcs6) a cyklinu H (Mcs2) regulujici pfechod z G2 do M faze aktivaci CDK1/cyklin B
komplexu (Molz et al., 1989; Lee et al., 1999). Mutace v genech mcs6, mcs2 a pmhl
(kédujici ortholog MAT1) ovSem nezpusobily Zadné defekty v aktivaci CDK a nedoslo

ani k zablokovani bunécného cyklu (Fisher, 2005). Lee et al. (1999) ukazali, Ze Ulohu
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CDK?7 kromé Mcsb6 plni i jina kinaza, a to Cskl, kterd kromé aktivace CDK1/cyklin B
komplexu fosforyluje také samotny komplex Mcs6/Mcs2. Teprve po inaktivaci Cskl
a Mcs6 dochéazi k poklesu fosforylace T-smycky CDK1 a zastaveni cyklu (Saiz
& Fisher, 2002). Cskl je evoluéné pfibuzna kindze Cakl identifikované u kvasinky
Saccharomyces cerevisiae, kter4 stejné jako Saccharomyces pombe obsahuje
i druhou CAK Kin28 stim rozdilem, Ze se funkce kindz nepfekryvaji a nemohou
se vzajemné zastupovat (Fisher, 2005). Kin28 totiz ve spojeni s Ccll (ortholog cyklinu
H) a Tfb3 (ortholog MAT1) zajistuje fosforylaci CTD RNA polymerazy Il, zatimco Cakl
aktivuje jednak komplex Kin28/Ccll/Tfb3, ale také ostatni kindzy regulujici bunécény
cyklus (Fisher, 2005). Jako dukaz tohoto faktu lze uvést experiment provedeny
Cismowskim et al. (1995), kde mutantni formy Saccharomyces cerevisiae
s inaktivovanou Kin28 nejevily specifické defekty v buné¢ném déleni, a navic samotny
enzym nevykazoval v testech in vitro Zadnou CAK aktivitu. Podminéné mutace cakl
naopak zpUsobily pfi restrikéni teploté zablokovani cyklu v G2 fazi u 65 % bunék,
pficemz byla u téchto mutantnich forem patrnd snizena CAK aktivita (Kaldis et al.,
1996).

S. cerevisiae 5. pombe

)

Kin2s

lyugd

e
\ I
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Obrazek 2: Porovnani funkci enzymd plnicich roli CDK7 u Saccharomyces cerevisiae
a Saccharomyces pombe (pfepracovano podle Fisher, 2005).

2.4. Struktura CDK7

Struktura CDK7 byla doposud studovana pouze u proteinu v inaktivni konformaci
s fosforylaci na T170 v aktivacni smycce a s ATP ve vazebném misté. Stejné jako
ostatni CDK obsahuje i CDK7 menSi N-koncovy lalok, ktery je tvofen
83 aminokyselinami a sklada se prevazné z (3-skladanych listd (Lolli et al., 2004).
Obsahuje pouze jediny a-helix nazyvany jako aC helix, pficemz &ast jeho sekvence
NRTALRE (rezidua 56-62) se velmi podoba sekvenénimu motivu PSTAIRE u CDK2

(Lolli et al., 2004). Postranni fetézce polarnich aminokyselin téchto sekvenci jsou
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glycinova
smycka

+— T-smycka

Obréazek 3: Struktura inaktivni formy CDK7 s fosforylaci na T170 a ATP ve vazebném misté.
A) Zobrazeni zakladnich strukturnich elementd CDK7, kde je ATP vyznacdeno zelené
a T-smycka cerné. B) Detail interakce fosfatu pT170 (modry) s Q22 (zZluty), jehoZz postranni
fetézec zasahuje mezi fosfat pT170 a y fosfat ATP (modry). Obrazky byly prpraveny
v programu PyMOL s vyuzitim volné dostupné 3D struktury CDK7 v Protein Data Bank (1UA2).

vystaveny na povrchu helixu, coZ souvisi jednak s rozpustnosti proteinu v polarnim
prostfedi, ale je tim také umoznéna interakce s jinymi aminokyselinami (Lolli et al.,
2004). Jedna se predevsim o interakci s cyklinovym boxem, tj. oblast sto aminokyselin,
ktera je v ramci cyklinl vysoce zachovana (Lolli et al., 2004). VétSi C-koncovy lalok,
tvofeny 214 aminokyselinami, se naopak sklada hlavné z a-helixd (Lolli et al., 2004).
N-koncova rezidua 1-12 a C-koncovd rezidua 312-346 obsahuji pravdépodobné
jadernou lokaliza¢ni sekvenci, ovSem ve struktufe proteinu nejsou z duvodu flexibility
zietelnd (Lolli et al., 2004).

Laloky jsou mezi sebou propojeny pantovou oblasti a nachazi se mezi nimi
aktivni misto, do kterého vstupuje kromé& ATP rovnéZz druhy substrat. Stejné jako
u jinych kindz vytvari adenin adenozintrifosfatu dvé vodikové vazby s pantovou oblasti,
a navic dochazi ke kontaktu s M94 (Lolli et al., 2004). K dalSi stabilizaci dochazi diky
tvorbé vodikovych vazeb mezi kysliky y fosfatu s F23, A24 a K41 (Lolli et al., 2004).
Absence Mg? ve struktufe CDK7 ma za nasledek tvorbu vodikovych vazeb mezi
y fosfatem a dusiky hlavnich fetézch rezidui v glycinové smycce spiSe
nez s katalytickymi aminokyselinami (Lolli et al., 2004). DalSi duleZitou ¢asti struktury
je aktivaéni smycka, nazyvana téz jako T-smycka, kterd blokuje vazbu substratu
k inaktivni kindze. Fosfat pT170 uvnitf této smycky vytvafi jednu vodikovou vazbu
s dusikem hlavniho fetézce Q22 z glycinové smycky (Obr.3) (Lolli et al., 2004).
Postranni fetézec tohoto rezidua navic zasahuje mezi fosfat pT170 a y fosfat ATP,
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pficemz je mezi fosforem pT170 a y fosforem ATP vzdalenost 6,7 A, z &ehoz Ize
usoudit, Ze CDK7 nemuze byt autofosforylovana (Obr.3) (Lolli et al., 2004). Soucasti
aktivacni smycky je téz druhé fosforylacni misto S164, ktery je vystaven na povrchu
proteinu (Lolli et al., 2004).

Detailni popis struktury CDK7 je duleZity nejen pro pochopeni biochemickych
vlastnosti a regulovatelnosti tohoto enzymu, ale také rozdild v citlivosti na rizné
inhibitory proteinkinaz. Dokonal& znalost struktury CDK7 je navic nutna pro pfipadny

design a vyvoj jejich specifickych inhibitora.

2.5. Struktura cyklinu H

Lidska forma cyklinu H je protein tvofeny 323 aminokyselinami s molekulovou
hmotnosti 38 kDa, jehoZ krystalova struktura byla vyfeSena Andersenem et al. jiZz roku
1997. Stejné jako dalSi typy cyklind obsahuje i cyklin H dvé charakteristické a-helikalni
domeény, pficemz kazdou tvofi pét helixd (H1-H5, H1"-H5") (Obr.4) (Andersen et al.,
1997). Sekvencni analyzou bylo zjisténo, Ze se v jedné doméné nachazi tzv. cyklinovy
box, coz je vysoce zachovana sekvence u mnoha organizmu (Andersen et al., 1997).
Kontakt mezi doménami je zprostfedkovdn H1, H2, H1", H2" helixy a spojovacim
peptidem, ktery je stabilizovany interakcemi s okolnim polarnim prostfedim a jehoz
délka je zachovand jak mezidruhove, tak mezi rGznymi typy cyklin (Andersen et al.,
1997). Dukazem interakce mezi obéma doménami je pfitomnost nabitych rezidui R77
(H2), E168 (H1"), R188 (H1"), D192 (H2"), které se pravdépodobné ucastni stabilizace
typické cyklinové konformace stejné jako R89 (H2), coZ je klic¢ova aminokyselina

kotvici H2 ke spojovacimu peptidu prostfednictvim interakce s karbonylem hlavniho

Obrazek 4: Struktura cyklinu H. A) Zobrazeni podjednotek tvoficich strukturu cyklinu H.
B) Detail stabilizacni interakce mezi R89 (¢erveny) a hlavnim fetézcem H157 (Zluty). Obrazky
byly pripraveny v programu PyMOL s vyuzitim volné dostupné 3D struktury cyklinu H v Protein
Data Bank (1JKW).

-17 -



fetézce H157 (Obr.4) (Andersen et al., 1997). Tento stabilizacni prvek Ize pozorovat
nejen ve struktufe cyklinu H, ale také u jinych typu cyklini. Specifita proteinu je dana
pfedevsim dvéma dlouhymi helixy (Hy a Hc) umisténymi na N- a C-konci molekuly.
Z experimentt provedenych Andersenem et al. vyplyva, Ze jsou tyto segmenty
esencialni pro fosforylaéni aktivitu CDK7 vi¢i CTD. Proteiny, u kterych byly dané helixy
deletovany, se sice k CDK7 véazaly, nicméné nedochazelo k fosforylaci CTD RNA
polymerazy Il (Andersen et al., 1997). Dllezitost koncovych helixi spociva také
ve stabilizaci konformace molekuly. Delece téchto komponent vedla totiz ke ztraté
Cetnych kontaktd sH1 a smyckou H2-H3, ¢&imZz doSlo k vystaveni mnohych
hydrofébnich rezidui na povrch proteinu (Andersen et al., 1997). Hy a Hc mohou
ovliviiovat i vybér substratu, ktery ma byt fosforylovan, ovSem rozpoznani tfetiho
partnera CDK-aktivacniho komplexu MAT1 koncovymi helixy bylo nepublikovanymi
experimenty Andersena et al. vylou¢eno. Ackoli nebyla doposud studovana struktura
cyklinu H v komplexu s CDK7, Ize na zakladé srovnani se strukturou komplexu
CDK2/cyklin A pfredpokladat, Ze se hlavni kontaktni rezidua nachazi na C-konci H3
a v segmentu H5-H1" cyklinu H (Andersen et al., 1997). Jedna se prfedevSim o K114
a E147, pficemz kladny néboj v pozici 114 je zachovany u celé rodiny cyklind
(Andersen et al., 1997).

2.6. Struktura MAT1

Protein byl poprvé identifikovan jako 36 kDa molekula, ktera hraje roli chaperonu
pfi tvorbé komplexu mezi CDK7 a cyklinem H, ovSem zlUstava nadale s proteiny
spojena (Tassan et al., 1995). Na zakladé tohoto pozorovani byl zvolen pro nové
identifikovany tfeti protein komplexu nazev MAT1 (ménage a trois 1). Kombinace
sekvenéni analyzy a biochemickych dat ukazaly, Ze je MATL1 sloZen ze tfi funkénich
domén, ato N-koncové domény obsahujici klasicky C3HC4 RING (Really Interesting
New Gene) finger motiv (aminokyseliny 1-66), centralni coiled-coil domény
(aminokyseliny 114-175) a C-koncové domény bohaté na hydrofobni rezidua
(aminokyseliny 229-309) (Busso et al, 2000). C-koncova doména interaguje
s komplexem CDK7/cyklin H, a navic stimuluje kinazovou aktivitu CDK7 (Busso et al.,
2000). Centralni doména je naopak dulezita pfi ukotveni CDK-aktivacniho komplexu
k TFIIH prostfednictvim interakci s XPD helikazou (Busso et al., 2000). Neméné
podstatnou roli hraje také N-koncova doména. Jeji RING finger motiv totiz umoznuje
interakci s jinymi biomolekulami. Na rozdil od proteind se stejnym motivem nedochazi
k interakci MAT1 s DNA (Tassan et al., 1995). Bodové mutace v této oblasti mély

za néasledek zeslabeni transkripéni aktivity, zatimco pokles kindzové aktivity CDK7
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Obrazek 5: Struktura N-koncové (RING finger) domény MATL1. A) Zobrazeni strukturnich
podjednotek N-koncové domény MAT1 satomy zinku vyznadenymi cervené. B) Detall
vazebnych mist pro oba atomy zinku, kde jsou cysteinova rezidua zobrazena Zluté a histidinové
reziduum oranzové. Obrazky byly pfipraveny v programu PyMOL s vyuzitim volné dostupné 3D
struktury N-koncové domény MAT1 v Protein Data Bank (1G25).

nebyl téméF zaznamenan (Busso et al., 2000). Z tohoto faktu Ize usoudit, Ze RING
finger MAT1 interakci s jinymi transkripnimi faktory zajiStuje jejich spravné umisténi
kolem promotoru, a umoZznuje tak optimalni fosforylaci CTD RNA polymerazy Il (Busso
et al., 2000).

V soucCasné dobé je znama pouze struktura N-koncové domény, kterou tvori
aminokyseliny M1-D65, pficemZ molekulova hmotnost celého segmentu &ini 7 kDa
(Gervais et al., 2001). Stejné jako jiné RING finger domény pfijima i tento fragment
BBap-uspofadani, ovSem obsahuje navic jesté jeden a-helix (Gervais et al., 2001).
B1 list je tvofen aminokyselinami L21-V23, B2 T29-C31, B3 R59-Q61 a vSechny tfi listy
jsou v antiparalelni orientaci (Obr.5) (Gervais et al., 2001). a-helix (al) umistény
mezi B2 a B3 se sklada z aminokyselin E32-V40, zatimco druhy helix a2, typicky pouze
pro MAT1, tvofi aminokyseliny T12-R15 (Gervais et al., 2001). Fragment
je stabilizovany dvéma atomy zinku, které jsou od sebe vzdalené 14 A (Gervais et al.,
2001). Prvni vazebné misto pro zinek tvofi C6, C9, C31 a C34 (C4) a druhé vazebné
misto C26, C46, C49 a H28 (C3H) (Obr.5) (Gervais et al., 2001). Struktura je déle
pravdépodobné stabilizovana mnozstvim hydrofébnich interakci, ovSem neobvyklym
jevem u RING finger domén je pfitomnost hydrofobnich rezidui (L21, V23) takeé
na povrchu proteinu, coz mize hrat nemalou roli v regulaci aktivity MAT1 (Gervais
et al., 2001). DalSim potencialnim mechanismem, kterym je moZna regulovana aktivita
proteinu, je fosforylace Y14 v al helixu (Gervais et al., 2001). Toto reziduum je mezi

vSemi MAT1 sekvencemi vysoce zachované, navic je vystavené na povrchu proteinu
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amuZe byt zahrnuté i vinterakci s jinym partnerem (Gervais et al.,, 2001). Povrch
celého fragmentu, stejné jako povrch jinych RING finger domén, je diky pfitomnosti
velkého poc¢tu R a K kladné nabity, coZz umozZnuje tvorbu elektrostatickych interakci

s komponentami preiniciaéniho transkrip&niho komplexu (Gervais et al., 2001).

3. Farmakologické inhibice cyklin-dependentnich kin az

ZvySena aktivita CDK je charakteristickym znakem ¢etnych nadorovych onemocnéni,
a proto je cilem biochemikd a medicinalnich chemikd nalézt zpusob, kterym by mohla
byt tato nezadouci aktivita zredukovana na minimum.

Existuji dvé zékladni strategie slouzici k modulaci aktivity CDK. Bud' Ize pfimo
zablokovat CDK prostfednictvim nizkomolekularnich inhibitord nebo nepfimo
manipulovat regulaénimi drahami, které ovliviuji aktivitu CDK. V druhém pfipadé muze
jit 0 zménu exprese a syntézy cyklinl, popfipadé pfirozenych inhibitord CDK, modulaci
fosforylacniho stavu CDK ovlivhénim proteinkinaz nebo fosfatdz odpovédnych za tyto
posttranslacni modifikace, ale také o regulaci proteolytického aparatu, ktery degraduje
cykliny nebo regulatory CDK (Senderowicz, 2000). V poslednich letech oviem doslo
k vyraznému pokroku ve vyvoji nizkomolekularnich inhibitori CDK, které kompetuji
s ATP o vazebné misto enzymu. Diky ¢etnym krystalovym strukturam komplexid CDK
s ATP nebo inhibitory bylo zjiSténo, Ze vétSina inhibitort interaguje s aktivnim mistem
prostfednictvim donor-akceptorovych vazeb podobné jako ATP. Na zakladé tohoto
poznatku bylo navrzeno a nasyntetizovano mnoho latek, pfevazné polycyklického
heteroaromatického charakteru, selektivnich pro rodinu CDK, jejichZz modifikacemi byly

ziskéany slouceniny specificky inhibujici nékteré CDK. Vzhledem k velké podobnosti

Tabulka 1: Srovnani primarnich sekvenci aktivnich mist nékterych lidskych forem CDK, kde
barvy znadi fyzikalné-chemické vlastnosti aminokyselin: modra - hydrofobni, cervena - kyselé,
zelend - bazické, oranzova - jiné polarni.

64 80 81 82 83 86 135 145 146
COK1I v F E F L D L A D
64 80 81 82 83 86 134 144 145
COK2 v F E F L D L A D
77 93 94 96 97 99 144 147 157 158
CDK4  F E V D D E L A D
77 98 99 101 102 104 152 162 163
CDKé v F E V D D L A D
75 91 92 93 94 95 97 100 144 154 155
CDK7 F D F M E D V L A D

79 103 104 105 106 107 109 112 153 156 166 167
Cbk8 v ¢ D F ¢ E D G A L A D
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aktivnich mist CDK je ovSem komplikovangjSi vyvinout slouceninu, ktera by byla
vysoce selektivni pouze pro jednu kindzu (Tab.l1l). Do Klinického testovani se tak
doposud dostaly pfedevsim inhibitory selektivni pro vice CDK (Mclnnes, 2008).

Iniciatnim momentem ve vyvoji inhibitord CDK se stal objev olomoucinu,
derivatu benzylaminopurinu, ktery je selektivnim inhibitorem CDK1, CDK2 a CDK5
(Vesely etal, 1994). Strukturnimi  modifikacemi  byly  ziskany dalSi
2,6,9-trisubstituované puriny se zvySenou inhibi¢ni aktivitou i selektivitou VvUici
zminénym kinazam. Jde napfiklad o purvalanol A, H717, olomoucin Il, ovSem
nejvétsiho véhlasu dosahl roskovitin, ktery je v sou¢asné dobé v druhé fazi klinického
testovani pfi 1é¢b& nemalobunééného karcinomu plic a karcinomu nosohltanu (Aldoss
et al., 2009). Staurosporin, plvodné identifikovany jako silny inhibitor proteinkinazy C
(ICso 1 nM), vykazuje inhibi¢ni vlastnosti vi&i celé Skale proteinkinaz véetné CDK2
s ICs 3,2 nM (Sridhar et al.,, 2006). Tento fakt ved| k vyvoji jeho derivatd UCN-01,
K252C a CGP41251 s pomérné dobrou protinadorovou aktivitou, ovsem pfi klinickém
testovani se zahy projevily vedlejsi Gc€inky, které byly pravdépodobné zplisobeny
nespecifitou slouc¢enin (Sridhar et al., 2006). Mezi dalSi inhibitory CDK Ize zaradit i latky
pyrimidinového charakteru, jakymi jsou napfiklad CINK4 inhibujici CDK4, CDK6
a CDK5 nebo CGP60474 se specifitou pro CDK1 a CDK2 a dale také substituované
oxindoly SU9516 selektivni pro CDK1 a CDK2, popfipadé indirubin sulfat, ktery
je acinnym inhibitorem CDK1, CDK2 a CDKS5 (Sridhar et al., 2006).

3.1. Skupinov & selektivni  nizkomolekularni  inhibitory  regulator V]
transkripce

Jelikoz byly CDK puavodné objeveny jako regulatory bunééného cyklu, byly jejich
inhibitory studovany pravé jako blokatory bunééného déleni. Teprve identifikace
novych cili CDK a jejich zapojeni do procesu transkripce poskytly moznost dalSiho
vyuziti inhibitord CDK. Inhibice regulatord transkripce muze byt totiz klicova
pro transkripty s kratkym polo¢asem rozpadu, mezi které se fadi napfiklad transkripty
kéduijici cyklin D, Mcl-1 (myeloid cell leukemia 1), Bcl-2 (B-cell CLL/lymphoma 2), XIAP
(X-linked inhibitor of apoptosis), MDM2 (murine double minute 2), survivin, aleijiné
antiapoptotické proteiny a molekuly dulezZité pro progresi bunéénym cyklem. Hladiny
téchto proteind mohou byt béhem |éCby rapidné snizeny, a nadorova burika se tak
stane mnohem citlivéjSi k indukci apopt6zy. Pfedevsim néktera maligni hematologicka
onemocnéni jsou k takové inhibici pomérné senzitivni, coz Ize vyuZit napfiklad pfi léCbé

chronické lymfoidni leukémie, lymfomu z plaStovych bunék nebo mnohocetného
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myelomu (KryStof & Uldrijan, 2010). Dikazem jsou experimenty provedené Chenem
et al. (2005), kde flavopiridol jako silny inhibitor CDK9 zpUsobil ve 3 uM koncentraci
pokles fosforylace S2 v CTD RNA polymerazy Il, a navic redukoval expresi mcl-1
u nadorové bunéc¢né linie odvozené od chronické lymfoidni leukémie. Podobny efekt
vykazal i meriolin 3, rovnéz silny inhibitor CDK9, protoZe sniZil expresi mcl-1
u nadorové linie SH-SY5Y odvozené od neuroblastomu, nasledné doSlo k uvolnéni
cytochromu ¢ z mitochondrii a aktivaci kaspaz (Bettayeb etal., 2007). Dalsi
panselektivni inhibitor AT7519 inhiboval fosforylaci RNA polymerazy Il u bunééné linie
odvozené od mnohocetného myelomu (Santo et al., 2010), a navic interagoval
s GSK3-B (glycogen synthase kinase 3 beta), coZz mohlo zesilit jeho protinaddorovy
efekt (Squires et al., 2009). Mezi G¢inné inhibitory CDK9 patfi dale také variolin B,
ZK 304709, AG-012986 nebo RGB-286638. Roskovitin, ktery inhibuje s podobnou
selektivitou oba regulatory transkripce, indukoval u mnoha nadorovych bunécénych linii
akumulaci nadorového supresoru p53 v aktivni formé (Krystof et al.,, 2005). Hladina
p53 je u normalnich netransformovanych bunék nizka kvuli interakci s MDM2, ktery
ubiquitinyluje p53 a ten je nasledné degradovan 26S proteazomem. Ve stresovych
situacich, jako je napfiklad posSkozeni DNA, dochazi k posttranslaénim modifikacim
p53 i MDM2 a stabilizuje se hladina p53, coz vede k expresi genu, jejichZ produkty
zodpovidaji za zablokovani buné&tného cyklu, navozeni senescence nebo indukuji
apoptézu buriky. Pfikladem mlze byt zvySena exprese a akumulace p21Wam/cPt
pfirozeného inhibitoru CDK, dusledkem ¢ehoz dochazi k zablokovani buné&ného
déleni, nebo mize jit o zesilenou expresi genu kdédujicich proapoptotické proteiny BAX
(Bcl-2-associated X protein) a PUMA (Bcl-2 binding component 3), které navozuji
programovanou buné¢nou smrt, a tim i eliminaci abnormalnich bunék (Krystof
& Uldrijan, 2010).

Kromé I|éCby nadorovych onemocnéni budou moZna vyuZity inhibitory
regulatori transkripce téz pfi antivirdini terapii nebo lécbé srdecni hypertrofie.
Napfiklad indirubin-3"-monoxim, ktery uc€inné inhibuje CDK9, brani replikaci HIV-1,
jelikoz je promoter HIV-1 vice citlivy k takové inhibici nez promotery jinych gena
(Heredia et al., 2005). Co se tyCe 1é¢by hypertrofie srdce, byl na buné€nych modelech
doposud testovan pouze roskovitin, ktery ale vykazal pomérné dobré Uucinky.
Po tfidenni inkubaci kardiomyocytl stimulovanych 5% ZzZivnym sérem s 10 uM
roskovitinem doSlo k poklesu syntézy proteinl a podobné jednodenni inkubace
s 10 uM roskovitinem vedla ke snizené syntéze DNA (Hinrichsen et al., 2008). Lze tedy
predpokladat, Ze by i jiné inhibitory transkripce mohly mit podobny efekt, ale bude
nutné proveést mnoho dalSich studii, nez bude mozné zacit testovat tyto latky

i v Klinické lecbé.
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3.2. Nizkomolekularni inhibitory s vysokou selektiv itou pro CDK9
nebo CDK7

Kromé popsanych latek existuje mnoho dalSich sloucenin specifickych pro oba
transkripéni regulatory CDK7 a CDK9. Je faktem, Ze prakticky vSechny inhibitory, které
jsou v Kklinickém testovani, vykazuji velmi podobnou aktivitu va¢i obéma enzymum, coz
je dano pfibuznosti jejich aktivnich mist (Obr.6). Presto se podafilo vyvinout
i slou€eniny s vysokou selektivitou pro CDK9 nebo CDK?7.

Nedavno byly identifikovany dva inhibitory EXEL-3700 a EXEL-8647 specifické
pro CDK9, EXEL-3700 s ICs, (the half maximal inhibitory concentration) 10,2 nM
a EXEL-8647 s ICsy 29 nM, pfi¢em?Z je tato selektivita stokrat vySSi nez pro ostatni CDK
(Heuer, 2008). Dle ocekavani doslo k poklesu fosforylace S2 v CTD RNA polymerazy I
a snizené expresi genu kodujicich c-Myc, Mcl-1 a cyklin D u nadorové linie HL-60,
odvozené od akutni myeloidni leukémie (Heuer, 2008). U bunécénych linii HL-60
a MDA-MB-231T, odvozené od adenokarcinomu prsu, zplsobila inhibice CDK9
prostfednictvim téchto latek snizenou proliferaci bunék aindukci apoptézy (Heuer,
2008). Podobné vysokou specifitu vi¢i CDK9 vykézal i CAN508, ktery je zéroven
i nejsilngjSim inhibitorem CDK9 z testovanych 4-arylazo-3,5-diamino-1H-pyrazolu
(Krystof et al., 2006). Kromé vysoce selektivnich inhibitord CDK9 se podafilo nedavno
vyvinout také slouceninu specifickou pouze pro CDK7. Jedna se o derivat
pyrazolo[1,5-a]pyrimidinu BS-181, ktery inhiboval CAK aktivitu s ICso 21 nM (Ali et al.,
2009). Strukturni analyzou interakce BS-181 s aktivnim mistem CDK7 bylo zjisténo,
Ze dochazi k tvorbé vodikovych vazeb mezi N1 a N6 atomy BS-181 a atomy hlavniho

fetézce M94, ktery se nachazi v pantové oblasti kinazy (Ali et al., 2009). Vazba

Obréazek 6: Srovnani terciarnich struktur aktivnich mist lidskych forem A) CDK9 a B) CDK?7,
kde barvy znaci fyzikalné-chemické vlastnosti aminokyselin: modra - hydrofébni, cervena
- kyselé a zlutd — jiné polarni. Obrazky byly pfipraveny v programu PyMOL s vyuzitim volné
dostupnych 3D struktur CDK9 a CDK?7 v Protein Data Bank (3MY1, 1UA2).
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inhibitoru k enzymu je déle stabilizovana elektrostatickymi interakcemi aminoskupiny
postranniho Sestiuhlikatého fetézce pyrazolopyrimidinu s fosfatem T170 a karbonylem
hlavniho Fetézce E20 (Alietal.,, 2009). Sestiuhlikovy linker navic interaguje
prostfednictvim van der Waalsovych kontaktd s hydrofébnimi rezidui aktivniho mista,
cozZ lze povazovat za dalSi stabilizacni prvek (Ali et al., 2009). U MCF-7 buné&¢né linie
odvozené od adenokarcinomu prsu doslo po 4 hodinové inkubaci s 25 uyM BS-181
k vyraznému poklesu fosforylace S5 v CTD RNA polymerazy Il a zaroven S795 a S821
Rb (retinoblastoma) proteinu (Ali et al., 2009). Navic se sniZila hladina CDK4, jejiho
vazebného partnera cyklinu D1 a XIAP (Ali et al.,, 2009). Po 24 hodinové inkubaci
MCF-7 s1 a 10 yM BS-181 vzrostl pocet bunék v G1 fazi, zatimco ve vysSich
koncentracich (25, 50 uM) doslo k vyrazné akumulaci bunék v sub-G1 fazi, coz indikuje
apoptozu bunék (Ali et al., 2009). Uginnost BS-181 byla sledovana kromé MCF-7 také
u nékolika dalSich nadorovych bunécénych linii, pficemz I1Csy nepfekrodila 37 uM
(Ali et al., 2009). Na zakladé téchto dat se BS-181 jevi jako Gc&inny inhibitor CDK?7,
ktery ma terapeuticky potencial pro 1é¢bu nadorovych onemocnéni.

Vyvoj BS-181 jako prvniho vysoce selektivniho a zaroven ucinného inhibitoru
CDK?7 motivoval snahy pracovnik(l Laboratofe ristovych regulatord PfF UP o navrzeni
a charakterizaci slou¢enin podobného typu. Zachovanim stejnych substituentd
a obménou pyrazolopyrimidinu za purin byla ziskdna latka LGR2629 (Obr.7B).
Abychom zjistili, jaky vyznam md& hydrofobicita postranniho Sestiuhlikatého linearniho
fetézce, byla pro srovnani Gc€inkl LGR2629 pouZita latka LGR490, ktera ma na rozdil
od LGR2629 o dva atomy delSi postranni fetézec, a navic jsou C3 a C6 tohoto fetézce
substituovany za dva atomy kysliku (Obr.7C). Pro porovnani u¢inkd téchto sloucenin
na nadorovou buné&nou linii MCF-7 byl zvolen jako pozitivni kontrola purinovy inhibitor
BA-09, derivat olomoucinu Il, ktery vykazuje silny inhibi¢ni efekt vici vétSiné CDK
(Jorda et al., 2011). Uginky LGR2629, LGR490 a BA-09 budou srovnany s vlivem
transfekce MCF-7 linie pomoci CDK7 siRNA. Naplni praktické Casti této prace je
rovnéz purifikace rekombinantnich protein CDK7, cyklinu H a MAT1 samotnych, resp.
jejich komplexd, pficemz purifikovany komplex CDK7/cyklin H/MAT1 bude idealnim
a zaroven nejjednodusS$im modelem pro posouzeni G€innosti inhibitord na enzymové

drovni.
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4. Material

4.1. Pristrojové vybaveni

Pfi experimentech byly vyuZity nasledujici pFistroje: nizkotlaky kapalinovy chromatograf
BioLogic LP (Bio-Rad); centrifuga BR4! (Jouan); pratokovy cytometr Cell Lab Quanta™
SC - MPL (Beckman Coulter); mikroskop CKX41 (Olympus); CO, inkubéator (Sanyo);
spektrofotometr Helios B (Spectronic Unicam); flowbox HF 36 (Gelaire); zobrazovaci
systém LAS-4000 (Fujifilm); aparatura pro vertikdlni elektroforézu Mini-PROTEAN
Tetra Cell (Bio-Rad); blotovaci zafizeni Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad); ultrazvukovy
homogenizator Sonopuls HD2200 (Bandelin); termostat na mikrotitraéni desti¢ky

Thermomixer Comfort (Eppendorf) a laserovy scanner FLA 7000 (Fujifilm).

4.2. Pouzité chemikalie

PFi experimentech byly pouZity nasledujici chemikdlie od Sigmy Aldrich: aprotinin,
amonium persulfat (APS), adenozintrifosfat (ATP), bromfenolova modf, hovézi sérovy
albumin (BSA), coomassie brilliant blue G-250, dimethylsulfoxid (DMSQO), dithiothreitol
(DTT), kyselina ethylendiamintetraoctovd (EDTA), kyselina ethylenglykoltetraoctova
(EGTA), fluorid sodny, L-glutamin, 2-glycerolfosfat, kyselina
4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonova (HEPES), His-Select Nickel Affinity Gel,
Histone Type llI-S, imidazol, leupeptin, neutralni Cerver,, N,N -methylenbisakrylamid,
Nonidet P-40, octan sodny, penicilin, fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), Ponceau S,
propidium jodid, ribonukleaza A, streptomycin, tetramethylethylendiamin (TEMED)
atrypsin. Od firmy MP Biomedicals byly pouZity slougeniny: akrylamid, [y-**P]JATP,
glycin, kyselina piperazin-1,4-bis(2-ethansulfonova) (PIPES),
tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), Tween 20; od firmy Lach-Ner: glycerol,
chlorid draselny, chlorid hofecnaty, kyselina chlorovodikova, kyselina octova
a laurylsiran sodny (SDS). Experimenty byly déle provedeny za vyuZiti slou€enin
zakoupenych od firmy Penta: dodekahydrat hydrogenfosforeCnhanu disodného, ethanol,
chlorid sodny, kyselina trihnydrogenfosfore€na, methanol; od firmy Serva:
2-merkaptoethanol; od firmy Chemapol: dihydrogenfosfore¢nan draselny; od firmy
Invitrogen: 4% agarézovy gel, Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), fetélni
teleci sérum, lipofectamine, 1x IPL-41 Insect medium a 1,3x Sf-900 Medium; od firmy

Thermo Scientific Dharmacon: CDK7 siRNA a od firmy Amersham Pharmacia: kit ECL.
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4.3. Pouzité roztoky

PFi provedeni experimentd byly pouZzity nasledujici roztoky: PBS (137 mM NacCl,
2,7 mM KCI; 10 mM Na;HPO4.12H,0; 2 mM KH,PO4; pH 7,4), TBS (20 mM TRIS;
137 mM NacCl; pH 7,4), RIPA pufr (20 mM TRIS; 100 mM NaCl; 2 mM EGTA; 5 mM
EDTA; 2 mM NaF; 0,2% Nonidet P-40; 1 mM DTT; 1 mM PMSF; 10 ug/ml leupeptin
a 10 ug/ml aprotinin; pH 7,4), Cinidlo Bradfordové (0,12 mM coomassie brilliant blue
G-250; 0,86 M ethanol a 1,86 M kyselina fosfore¢nd); 5x vzorkovaci pufr (0,3 M TRIS
0 pH 6,8; 10% SDS; 5% 2-merkaptoethanol; 0,05% bromfenolova modf; 50% glycerol),
elektroforeticky pufr (25 mM TRIS; 192 mM glycin; 0,1% SDS), blotovaci pufr (25 mM
TRIS; 192 mM glycin), blokovaci roztoky (5% susSené miléko resp. 3% BSA v PBS resp.
TBS s0,1% Tweenem 20), 2x kinazovy pufr pro kindzovy test (100 mM HEPES
opH 7,4; 20 mM MgCl,; 5 mM EGTA; 20 mM 2-glycerolfosfat; 2 mM NaF; pH 7,4),
2x reakéni pufr pro kindzovy test (2x kinazovy pufr; 30 uM ATP; [y-**P]JATP), plakovaci
médium (75 % kompletniho rdstového média IPL-41, 25 % 4% agar6zového gelu),
vizualiza¢ni médium (68,75 % kompletniho rastového média IPL-41, 25 % 4%
agarozového gelu a 6,25 % 3,46 pM roztoku neutrélni ervené v kompletnim ristovém
médiu IPL41), lyza¢ni roztok pro Sf9 (50 mM TRIS; 100 mM KCI; 1% Nonidet P-40;
5mM 2-merkaptoethanol; 1 mM PMSF; 10 pg/ml leupeptin a 10 pg/ml aprotinin;
pH 7,4), purifikacni roztok A (20 mM TRIS; 100 mM KCI; 10% glycerol; pH 7,4),
purifikaéni roztok B (20 mM TRIS; 100 mM KCI; 5 mM imidazol; 10% glycerol; pH 7,4);
purifikaéni roztok C (20 mM TRIS; 500 mM KCI; 5 mM imidazol; 10% glycerol; pH 7,4),
purifikacni roztok D (20 mM TRIS; 100 mM KCI; 500 mM imidazol; 10% glycerol;
pH 7,4).

4.4. Pouzité protilatky

Pfi experimentech byly pouzity mysi monoklondlni protilatky rozliSujici a-tubulin (fedéni
1:500; klon DM1A) a CDK7 (fedéni 1:50000; klon MO-1,1) od firmy Sigma Aldrich,
krali¢i polyklonalni protilatka fosfo-S5 RNA polymerazy Il (fedéni 1:1000) od firmy
Bethyl Laboratories, mysi monoklonalni protildtka interagujici s celkovou RNA
polymerazou Il (fedéni 1:1000; klon ARNA-3) od firmy Chemicon, mySi monoklonalni
protilatka rozliSujici p53 (fedéni 1:500; klon DO-1) od Dr. B. VojtéSka z Masarykova
onkologického ustavu v Brné a krali¢i polyklonalni protilatky rozpoznavajici cyklin H
(fedéni 1:1000) a MAT1 (Ffedéni 1:1000) od firmy Santa Cruz Biotechnology. Tyto
primérni protilatky byly po imunoblottingu vizualizovany prostfednictvim sekundarnich
protilatek RAM/Px (rabbit anti-mouse; fedéni 1:1000) a SwAR/Px (swine anti-rabbit;
fedéni 1:1000) od firmy Sigma Aldrich.

-27 -



4.5. Testované slou €eniny

s vz

V experimentélni ¢asti této prace byl testovan biologicky ucinek latky purinového typu
s oznaCenim LGR2629, ktera byla syntetizovana Mgr. V. Mikem (Obr.7B). Pro srovnani
acinkd  byly testovany dalSi dva purinové inhibitory, LGR490 syntetizovany
doc. L. Havlickem (Obr.7C) a BA-09 Dr. M. Zatloukalem (Obr.7D). Zasobni roztoky
inhibitord v DMSO byly dale fedény v kultivaénim médiu tak, aby koncentrace DMSO

v médiu nepfesahla 0,1 %.
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Obrazek 7: Struktura A) BS-181, B) LGR2629, C) LGR490 a D) BA-09.

4.6. Bunééné linie

Pro testovani ucinnosti slou¢enin byla vybrana adherentni nadorova bunécna linie
MCF-7 odvozend od adenokarcinomu prsu, kterd byla kultivovdna v médiu DMEM
doplnéném o 10% fetalni teleci sérum, streptomycin (0,1 g/l), penicilin (0,1 g/l)
a L-glutamin (0,3 g/l), pficemZ inkubace probihala pfi teploté 37 €T v atmosféfe
s obsahem 5 % oxidu uhli¢itého.

Hmyzi bunééna linie Sf9 odvozena ztkané vajeéniki motyla Spodoptera
frugiperda ve stavu kukly byla kultivovana pfi teploté 27 € v IPL41 médiu, které
obsahovalo 10% fetélni teleci sérum, streptomycin (0,1 g/l), penicilin (0,1 g/l)

a L-glutamin (0,3 g/l).
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4.7. Rekombinantni bakuloviry

Sf9 buriky byly infikovany tfemi typy bakulovir obsahujici sekvence gent kddujicich
lidskou formu CDK7 s hemagglutininovou znackou a cyklinu H a MAT1 se znackou

slozenou z Sesti histidint (6xH), které byly ziskany od spole¢nosti Orbigen.
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5. Metody

5.1. Analyza bun ééného cyklu

MCF-7 buriky inkubované 24 hodin s danymi inhibitory byly sklizeny trypsinizaci.
Kultivaéni médium bylo pfeneseno do zkumavky, buriky byly oplachnuty roztokem
EGTA, ktery byl odpipetovan a pfenesen do stejné zkumavky. Burky byly nasledné
inkubovany 10 minut pfi 37 T sroztokem trypsinu a po jejich uvolnéni ze dna
kultivacnich misek byl trypsin inaktivovan pfidavkem c&erstvého média, pficemz byla
takto ziskana suspenze opét pfenesena do zkumavky. Vzorky byly poté 10 minut
centrifugovany pfi otackach 1000 g a teploté¢ 4 €. Dale byly dvakrat promyty
filtrovanym roztokem PBS a zafixovany vychlazenym 70% ethanolem. Po 30 minutové
inkubaci na ledu byly vzorky opét 10 minut centrifugovany pfi otackadch 1000 g
ateploté 4 C, promyty filtrovanym PBS a po opakované centrifugaci za stejnych
podminek byly resuspendovany ve filtrovaném roztoku PBS obsahujicim RNazu
(200 pg/ml) a propidium jodid (10 pg/ml). Vzorky byly poté inkubovany 30 minut ve tmé

pfi pokojové teploté a nasledné byl na pratokovém cytometru analyzovan obsah DNA.

5.2. Stanoveni titru bakuloviralnich roztok U

Do 6-jamkového panelu bylo napipetovano 8 x 10° bun&k Sf9 ve 2 ml kompletniho
ristového média na jamku, které byly nasledné kvuli dosazeni upIné adheze ke dnu
hodinu inkubovéany pfi 27 . Poté bylo r istové médium odstranéno a buriky byly jednu
hodinu infikovany koncentracni fadou pfislusSného bakuloviralniho roztoku s fedicim
faktorem 10. Nasledné bylo médium odpipetovano, buriky byly zality 2 ml plakovaciho
média a inkubovany 4 dny pfi 27 T ve vlhké kom Grce. Do jamek bylo napipetovano
po 1 ml vizualiza¢niho média a panely byly opét inkubovany pfi 27 <C, dokud nebyly
viditelné fokalni body infekce neboli tzv. plaky. Titr bakulovirdlniho roztoku (pfu / ml,

plague forming units per ml) byl stanoven podle nasledujiciho vzorce.

pfu / ml = pocet plakl (pfu) / [fedici faktor x inokulum (ml)]
Sf9 bunky byly dale pro purifikacni experimenty infikovany bakuloviralnimi roztoky
s MOI (multiplicity of infection) 5, coZz je parametr, ktery je definovany jako pocet

viralnich ¢astic na buriku. Objem inokula byl vypocitan podle nésledujiciho vzorce.

inokulum (ml) = [MOI (pfu/burika) x pocCet bunék] / titr viru (pfu/ml)
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5.3. Purifikace rekombinantnich protein G pomoci nizkotlaké kapalinové

afinitni chromatografie

Sf9 buniky byly po 4 denni infekci danymi typy bakulovir( sklizeny a centrifugovany
10 minut pfi otdCkach 1000 g a 4 <. Poté byly dvakrat promyty pufrem PBS
a po zamrazeni vtekutém dusiku zlyzovany na ledu v lyzaénim pufru. Vznikla
suspenze byla dale sonikovana na ultrazvukovém homogenizatoru a nasledné
15 minut centrifugovana pfi otackach 14000 rpm a 4 C. Supernatant byl nanesen
na kolonu napinénou agar6zovym nosi¢em derivatizovanym kyselinou nitrilotrioctovou
(NTA), na kterou byly navazany Ni** ionty. Lyzat byl kvili maximalnimu navazani 6xH
znaCenych proteind 15 minut inkubovan v koloné, poté byla sebréana frakce
s nenavazanymi proteiny (FT, flow-through) a kolona byla zapojena do systému
nizkotlakého kapalinového chromatografu. Nasledné byl proveden jednokrokovy
purifikani proces podle programu: 10 minut promyvani pufrem A, 5 minut pufrem B,
5 minut pufrem C a poté nasledovala eluce rostoucim spojitym gradientem imidazolu

(z 5 mM na 50 mM). Tento program byl pouZit pfi vSech purifikacnich experimentech.

5.4. Méreni aktivity CDK7

Test byl provadén v 96-jamkovém mikrotitratnim panelu s kulatym dnem. 5 pl
purifikované frakce bylo smichano s 1 ul histonu (10 mg/ml) a reakce byla nastartovana
pfidavkem 5 pl 2x reakéniho pufru. Panel byl inkubovan 30 minut na tfepacce
pfi teploté 30 T a 500 rpm a poté byla reakce zastavena p fipipetovanim 5 ul kyseliny
fosfore€né. 5 pl vzniklého roztoku bylo naneseno na fosfocelulézovy papir P-81
(Whatman), ktery byl po 5 minutdch 3x promyt 5% kyselinou fosfore¢nou, 96%
ethanolem a nakonec byl usuSen na vzduchu. Fosfocelul6zovy papir byl pfes noc
exponovan v kazeté scitlivou deskou (MP2025 IP Fuji), kterd byla druhy den

oskenovéana pomoci laserového scanneru FLA 7000.

5.5. Transfekce bun ék

Transfekéni experimenty byly provedeny v kultivaénich miskach o pridméru 50 mm.
30 minut pfed transfekci MCF-7 bunék bylo vyménéno kultivacni médium za 4 mi
Cerstvého média bez antibiotik. Déle bylo smichano 5 pl 100 uM roztoku CDK7 siRNA
s 500 pl inkompletniho DMEM média a 22,5 ul roztoku lipofectaminu také s 500 pl
nekompletniho média, jejichz smisenim byla pfipravena transfekéni smés, ktera byla
kvlli vytvorfeni komplex 15 minut inkubovana pfi laboratorni teploté. Poté byla smés

nakapana na kultivaéni misku s bufikami a ta byla 24 hodin inkubovéana pfi 37 <.
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Druhy den bylo vyménéno transfekéni médium za Cerstvé médium a buriky byly podle

potfeby dale kultivovany.

5.6. SDS-PAGE elektroforéza a imunoblotting

Buniky byly po inkubaci sklizeny a centrifugovany po dobu 10 minut pfi otackach 1000 g
a teploté 4 . Nasledn é byly dvakrat promyty pufrem PBS a po zamraZeni v tekutém
dusiku zlyzovany na ledu v RIPA pufru. Vznikla suspenze byla dale sonikovana
na ultrazvukovém homogenizatoru a centrifugovana po dobu 25 minut pfi 14 000 rpm
ateploté 4 . V odebraném supernatantu byla metodou Bradfordové stanovena
koncentrace proteinl (Bradford, 1976). Vzorek byl poté zfedén 5x vzorkovacim pufrem
a nakonec byl denaturovan 5 minut pfi 95 <C. V pfipadé purifikaénich experimentl byly
ziskané frakce bez méfeni koncentrace proteinl nafedény 5x vzorkovacim pufrem
a rovnéz denaturovany po dobu 5 min pfi 95 C.

Elektroforeticka separace proteind byla provedena na pfistroji Mini Protean 2
v10%, 12,5% nebo 15% SDS-polyakrylamidovém gelu o pH 8,8 v kombinaci
se zaostfovacim 5% gelem o pH 6,8. Elektroforéza probihala po dobu 2 hodin
pfi napéti 100 V v elektroforetickém pufru. Poté byl proveden pfenos separovanych
proteind na nitrocelul6zovou membranu (0,45 ym, BioRad). Pfenos proteind probihal
2 hodiny pfi proudu 250 mA v blotovacim pufru na pfistroji Mini Trans-Blot Cell
za stélého chlazeni ledem. Membrany byly poté 1 hodinu blokovany pfi pokojové
teploté vroztoku 5% suSeného mléka nebo 3% BSA v PBS popf. TBS s0,1%
Tweenem 20. Nasledné byla provedena imunodetekce proteind pomoci selektivnich
primarnich protilatek a pomoci peroxidazou znafenych sekundarnich protilatek.
Inkubace s primarnimi protilatkami probihala pfes noc pfi 4 T a inkubace
se sekundarnimi protilatkami 1 hodinu pfi pokojové teploté. Poté byly membrany
promyty PBS resp. TBS a PBS resp. TBS s 0,1% Tweenem 20. K vizualizaci byl pouzit

chemiluminiscenéni kit ECL.
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6. Vysledky

6.1. Stanoveni titru bakulovir 0 a produkce rekombinantnich protein G

Zasobni roztoky rekombinantnich bakulovirl pro expresi proteind CDK7, cyklin H
a MAT1 byly nejprve amplifikovany v hmyzi buné&cné linii Sf9 a po ziskani
bakuloviralnich roztokd s titrem vétsim nez 10° pfu/ml byla provedena infekce Sf9
bunék pro purifikacni G€ely. Pro optimalizaci miry exprese danych rekombinantnich
proteind byly pomoci plakové zkouSky stanoveny titry ziskanych bakulovirdlnich
roztokd. Experiment byl opakovan dvakrat a vysledky byly zprimérovany (Tab.2).
VSechny tfi amplifikované roztoky mély prakticky stejny titr, ktery byl dostadujici
pro infekci Sf9 bunék za ucelem purifikace proteind. PFfitomnost vSech tfi proteinl
v lyzatech infikovanych bunék byla navic prokédzana pomoci imunodetekce (Obr.9).
Proteiny byly produkované jak kazdy zvlast, tak byly provedeny i infekce Sf9
bunék kombinacemi bakulovirl CDK7/cyklin H, CDK7/MAT1 a CDK7/cyklin H/MATL1.
K expresi bylo pouzito 2 x 10’ bunék Sf9, které byly infikovany danymi koncentracemi
bakuloviri (Tab.2) s MOI 5 pro kazdy typ bakuloviru. Objem inokuli byl vypoc¢itan podle

vzorce uvedeného v kapitole 5.2.
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Obrazek 8: Ukéazka vysledku plakové zkouSky. Stanoveni titru bakuloviru s kédujici sekvenci
pro cyklin H, kde ¢islo udava redici faktor.
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Tabulka 2: Stanoveni titru roztokd bakulovird se sekvencemi kédujicimi rekombinantni proteiny
CDKZ7, cyklin H a MAT1.

typ fedici pocet plak 1 + SD titr bakuloviru £ SD
bakuloviru  faktor (pfu) (pfu/ml)
10° 52+3 (5,2 +0,3) x 10°
CDK7 10° 16+1 (1,6 £0,1) x 10’
107 11+2 (1,1£0,2) x 108
10°® 6+1 (6,0 +0,1) x 10°
10° 83+9 (8,3+0,9) x 10°
eyiin H 10° 28+1 (2,8+0,1) x 10’
107 16+1 (1,6 £0,1) x 10°
108 9+3 (9,0 £0,3) x 10°
10° 52+3 (5,2 +0,3) x 10°
VAT 10° 22+3 (2,2+0,3) x 10’
107 11+1 (1,1+0,1) x 108
108 7+2 (7,0£0,2) x 108
1 2 3
- + - + - +

BE. Il InEE

Obrazek 9: Detekce rekombinantnich proteind CDK7 (1), cyklin H (2) a MAT1 (3) v lyzatech
neovlivnénych bunék Sf9 (-) a bunék Sf9 infikovanych bakuloviry (+) s kédujici sekvenci
pro CDK7 (1), cyklin H (2) a MAT1 (3).

6.2. Purifikace rekombinantnich protein @ cyklin H, MAT1 a CDK7

Lyzat bunék Sf9 infikovanych roztoky bakulovird byl purifikovan na nizkotlakém
kapalinovém chromatografu podle programu popsaného v kapitole 5.3. Pro ovéfeni
vazby rekombinantnich proteinti 6xH-cyklin H a 6xH-MAT1 na Ni?*-NTA kolonu byly
tyto proteiny exprimovany a purifikovany nejprve jednotlivé, poté byly v Sf9 bunkach
produkovany také binarni komplexy CDK7/cyklin H a CDK7/MAT1 a nakonec ternarni
CDK7/cyklin H/MAT1. Ve vybranych frakcich byla pomoci SDS-PAGE a imunoblottingu
detekovana hladina purifikovanych proteind a v pfipadé purifikace komplexu
CDK7/cyklin H/MAT1 byla ve frakcich stanovena relativni aktivita CDK7.

-34 -



Jak doklada eluéni profil cyklinu H (Obr.10), tento protein se v monomerni
formé& na Ni*-NTA kolonu vazal a pfi pouZiti imidazolového pufru dochazelo k jeho
uvolfiovani. Vzhledem k objemu vzorkd nanaSenych do jamek (lyzat - 6 pl, ostatni
- 60 pl) je patrné, Ze doSlo k takika uplnému navézéani cyklinu H na kolonu. Z davodu
relativné velkého mrtvého objemu chromatografického systému (mezi zasobnikem
mobilni faze a kolonou je rozdil 6 ml, kolonou a sbératem frakci 4 ml), je patrné, Ze

k eluci cyklinu H zaCalo dochézet uz pfi 5 mM imidazolu a 100 mM KCI.

L FT A2 A3 C2 C4 G2 G4 Gb6

D e— o — -—- cyklinH

G8 G100 G12

- cyklin H

Obrazek 10: Detekce rekombinantniho proteinu cyklin H ve vybranych frakcich po jeho
purifikaci, kde L znaci lyzat a FT proteiny nezachycené na koloné (flow-through frakce byla
sebrana prfed zapojenim kolony do chromatografického systému).

Monomerni MAT1 se na rozdil od cyklinu H nevazal tolik silné na kolonu, jelikoz
se v promyvacich krocich velké mnoZstvi proteinu vymylo (Obr.11). K eluci
navdzaného MAT1 zacCalo dochazet také pfi 5 mM imidazolu a 100 mM KCI, ovSem

eluoval se pozdégji a také pomaleji nez cyklin H.

L FT A2 A3 A4 B2 B4 C1 C2
-

C3 C4 C5 G1 G2 G4 Gb6 G8 G12

. — A | M AT

Obrazek 11: Detekce rekombinantniho proteinu MAT1 ve vybranych frakcich po jeho purifikaci,
kde L znaci lyzat a FT proteiny nezachycené na koloné (flow-through frakce byla sebrana pred
zapojenim kolony do chromatografického systému).

V pfipadé purifikace binarniho komplexu CDK7/cyklin H a jeho detekce
ve frakcich bylo patrné, Ze se oba proteiny slabé vazaly na kolonu, velké mnoZstvi bylo
totiz vymyto v promyvacich krocich B2 a B3 (Obr.12). K eluci navazanych proteinu

zacalo dochazet také jiz pfi pouziti 5 mM imidazolu a 100 mM KCI. Z elu¢nich profilli
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obou proteind je patrné, Ze se CDK7 pravdépodobné navazala na cyklin H a zaroven
s nim se i podle pfedpokladu eluovala. Toto pozorovani je navic podpofeno faktem,
Ze rekombinantni CDK7 postrada 6xH znacku, a nemuaze se tudiZz na Ni**-NTA kolonu
vazat. Elucni profil cyklinu H v komplexu s CDK7 odpovida elu¢nimu profilu samotného

cyklinu H.

L FT A2 Cz2 C4 G1 G2

B2 B4
T

G4 Gb6 G8 G10 G12 G14 G16 G18 G20
D — — CDK7

DD e — U — cyklin H

Obrazek 12: Detekce komplexu rekombinantnich proteind CDK7 a cyklin H ve vybranych
frakcich po jeho purifikaci, kde L znaci lyzat a FT proteiny nezachycené na koloné (flow-through
frakce byla sebrana pred zapojenim kolony do chromatografického systému).

Nasledné byl purifikovan komplex CDK7/MAT1. Z obrdzku 13 lze usoudit,
Ze velka c¢ast proteind se na koloné vlibec nezachytila. Zachycend CDK7
se pravdépodobné vazala na MATL, jelikoZz eluéni profily obou proteind navzajem
korespondovaly a k jejich eluci zaCalo dochazet také pfi 5 mM imidazolu a 100 mM
KCI. Kvali absenci 6xH znacky u CDK7 je opét podpofena domnénka o koeluci obou
proteind. Eluéni profil MAT1 v komplexu s CDK7 opét odpovidal elu¢nimu profilu
samotného MATL1.
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Obrazek 13: Detekce komplexu rekombinantnich proteind CDK7 a MAT1 ve vybranych frakcich
po jeho purifikaci, kde L znaci lyzat a FT proteiny nezachycené na koloné (flow-through frakce
byla sebrana pred zapojenim kolony do chromatografického systému).

V prfipadé purifikace komplexu CDK7/cyklin H/MAT1 se opét velké mnoZzstvi proteinu
vymylo uz promyvacich krocich. Keluci vSech tfi proteinl zaCalo dochézet také
pfi 5 mM imidazolu a 100 mM KCI a vzhledem k podobnosti elu¢nich profild Ize
pfedpokladat, Ze vSechny tfi proteiny opravdu vytvofily komplex a spole¢né se eluovaly
(Obr.14). Ve frakcich byla poté pomoci enzymového testu detekovana aktivita CDK7
(Obr.15), pficemz relativni hodnoty ziskané pomoci softwaru Multi Gauge (verze 2.0,
Fujifilm) byly normalizovany na nejvySSi hodnotu, pfevedeny na procenta a vyneseny
do grafu (Obr.16). Porovnanim obrazkd 14 a 16 Ize usoudit, Ze oba vysledky navzijem
koresponduji. Pouze ve frakci A2 byla stanovena niZsi aktivita CDK7, nez by se dalo
predpokladat podle vysledku z imunoblottingu.

Nizka aktivita a zejména stabilita ziskaného preparatu CDK7/cyklin H/MAT1
v8ak neumozZnila provést kinetickd méfeni pro zjisténi inhibiéni Gcinnosti vybranych

sloucenin.
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Obrazek 14: Detekce komplexu rekombinantnich proteind CDK7, cyklin H a MAT1
ve vybranych frakcich po jeho purifikaci, kde L znadi lyzat a FT proteiny nezachycené na koloné
(flow-through frakce byla sebrana pfed zapojenim kolony do chromatografického systému).

L FT Al A2 A3 Ad B1 B2 B3 B4
2 3 c4 [ 0] G1 G2 G3 G4

GH G6 G7 s G8 £ G9 G10 G11 G12 G13 G14

® & & & ¢

G15 G16 "'G1? G18 G19

Obrazek 15: Digitalni autoradiogram fosforylace substratu CDK7 frakcemi po purifikaci
komplexu CDK7/cyklin H/MAT1, kde L znaci lyzat a FT proteiny nezachycené na koloné
(flow-through frakce byla sebrana prfed zapojenim kolony do chromatografického systému).
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Obrazek 16: Relativni aktivita CDK7 ve vybranych frakcich po purifikaci komplexu
CDK7/cyklin H/MAT1, kde L znaci lyzat a FT proteiny nezachycené na koloné (flow-through
frakce byla sebrana pred zapojenim kolony do chromatografického systému).

6.3. Vliv latek BA-09, LGR490 a LGR2629 na nadorovo u bunéc¢nou linii
MCE-7

Pro zjiSténi podilu inhibice CDK7 na antiproliferacnich G€incich nizkomolekularnich
inhibitord byla provedena série experimentd s latkami LRR2629 a LRR490, cozZ jsou
purinova analoga pyrazolo[1,5-a]pyrimidinové slou¢eniny BS-181, ktera byla nedavno
popsana jako vysoce selektivni inhibitor CDK7 (Ali et al., 2009). JelikoZ nebyl BS-181
bé&hem konani experimentt komeréné dostupny, byla v Laboratofi ristovych regulator(
PfF UP pfipravena uvedena analoga. Navic byly provedeny experimenty
se slouceninou BA-09, rovnéz pfipravenou v Laboratofi rastovych regulator(.

Bunéc&na linie MCF-7 byla 24 hodin inkubovana s latkou BA-09 v koncentracich
1, 5, 10, 15 a 25 yM. Od 5 pM koncentrace byla patrna stagnace rustu, zvySené
mnozZstvi apoptotickych bunék bylo pozorovano poprvé pfi 10 uM koncentraci latky
a pfi vy8Sich koncentracich byla apoptéza jesté vyraznéjsi.

Buriky MCF-7 byly po inkubaci s latkou BA-09 sklizeny a nasledné u nich byly
po obarveni propidium jodidem s vyuZitim pratokové cytometrie sledovany zmény
v rozloZeni fazi buné&ného cyklu. Data ziskana z méFeni na prutokovém cytometru
byla analyzovana pomoci programu MultiCycle AV for Windows (verze 3.00, Phoenix
Flow Systems). Ziskané procentualni hodnoty byly poté vyneseny do grafu (Obr.17).
Z vysledku je patrné, Ze uz pfi 5 yM koncentraci BA-09 doSlo k mirnému poklesu
mnozstvi bunék v G1 fazi a narlstu poCtu bunék ve fazi G2/M. V zavislosti
na vzrastajici koncentraci latky také doSlo k mirnému narustu sub-G1 populace, ktera
odpovida apoptotickym burikam.
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Obrazek 17: Procentualni zastoupeni jednotlivych fazi bunééného cyklu v linii MCF-7
po 24 hodinové inkubaci s latkou BA-09. Data byla ziskana analyzou pomoci programu
Multicycle AV for Windows (verze 3.00).

U bunék MCF-7 ovlivnénych latkou BA-09 byla dale pomoci SDS-PAGE
s naslednym imunoblottingem sledovana hladina RNA polymerazy Il fosforylované
na S5, celkové RNA polymerazy Il a nadorového supresoru p53. Fosforylace S5
je specificky katalyzovana pravé CDK7 a vzrust hladiny proteinu p53 je povazovan
za nepfimy duasledek bloku transkripce (Demidenko & Blagosklonny, 2004).
Fosforylace S5 RNA polymerdzy |l zaCala klesat pfi 10 pM koncentraci
a v koncentracich 15 yM a 25 pM nebyla prakticky detekovana (Obr.18). Tento efekt
byl pozorovan i pfi detekci celkové RNA polymerdzy Il, kde pomaleji migrujici pas
odpovidal fosforylované formé a rychleji migrujici pas formé nefosforylované. Hladina
p53 zacCala vzrustat pfi 5 pM koncentraci a maximalni Urovné doséhla pfi 10 yM
koncentraci, pficemzZ v dalSich koncentracich se projevil sestupny trend.

Abychom zjistili, jak rychly je Uucinek této latky, byla vybrana 10 uM koncentrace
BA-09, pfi které byly nejdfive pozorovany zmény v hladinach proteinl, a jeji Gc¢inek
na linii MCF-7 byl sledovan v ¢asovych intervalech 2, 4, 8, 16 a 24 hodin. Z vysledku
je patrné, Ze uz po 2 hodinové inkubaci témérf upiné klesla fosforylace RNA polymerazy
Il na S5, coZ bylo potvrzeno i detekci celkové RNA polymerazy Il, a navic zacala

vzrustat také hladina p53.
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Obrazek 18: Hladina proteind RNA polymerdzy Il fosforylované na S5, celkové RNA
polymerazy Il a p53 v burikach MCF-7 inkubovanych 24 hodin s latkou BA-09. Jako kontrola
rovnomérného naneseni proteind do jamek byla provedena detekce tubulinu.

L I R —

MCF-7 linie byla 24 hodin inkubovana takeé s latkami LGR490 nebo LGR2629,
ato vkoncentracich 10, 20, 40 a 80 uM. Buiky MCF-7 ovlivnéné LGR490
nevykazovaly pfi Zadné koncentraci znAmky apopt6zy, pouze pfi 80 yM koncentraci
byla patrna stagnace rastu. Zatimco po ovlivnéni MCF-7 latkou LGR2629 byla
pozorovana stagnace rastu uz pfi 40 uM koncentraci a pfitomnost apoptotickych bunék
pfi 80 uM koncentraci latky.

Pomoci pratokové cytometrie byly u ovlivnénych bunék MCF-7 opét sledovany
zmény v rozlozeni fazi cyklu, pfi¢emz data ziskand po vyhodnoceni programem
Multicycle AV for Windows byla vynesena do grafu (Obr.19, Obr.20). Z vysledkud
je patrné, Ze pfi aplikaci latky LGR490 rostl pocet bunék v G1 fazi v zavislosti
na vzrastajici koncentraci latky a zaroven klesalo mnozstvi bunék ve fazi S. Sub-G1
populace nebyla téméF zaznamenana, coZz sveédCi o viabilité bunék. U bunék
ovlivnénych LGR2629 byl nejprve pfi 10 uM koncentraci pozorovan narast poctu bunék
v G1 a G2/M fazich ve vztahu k neovlivnénych burikam, ovSem v dalSich koncentracich
dochéazelo spiSe k narlstu ve fazi S a poklesu ve fazi G1. Sub-G1 populace nepatrné

vzrostla uz pfi 10 uM koncentraci LGR2629 a dale zUstala nezménéna.
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Obrazek 19: Procentualni zastoupeni jednotlivych fazi bunééného cyklu v linii MCF-7
po 24 hodinové inkubaci s latkou LGR490. Data byla ziskana analyzou pomoci programu
Multicycle AV for Windows (verze 3.00).
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Obrazek 20: Procentualni zastoupeni jednotlivych fazi bunécného cyklu v linii MCF-7
po 24 hodinové inkubaci s latkou LGR2629. Data byla ziskana analyzou pomoci programu
Multicycle AV for Windows (verze 3.00).

Pomoci SDS-PAGE a imunoblottingu byly u MCF-7 bunék po inkubaci s latkami
LGR490 a LGR2629 sledovany hladiny proteini RNA polymerazy Il fosforylované
na S5, celkové RNA polymerazy Il a nadorového supresoru p53 (Obr.21). Hladina
fosforylované formy RNA polymerazy Il na S5 se neménila pfi Zadné koncentraci
LGR490 a u latky LGR2629 byl pozorovan jeji nepatrny pokles teprve pfi 80 uM
koncentraci. Toto pozorovani bylo potvrzeno i detekci celkové RNA polymerazy II.

PFi 80 uM koncentraci LGR2629 byl sledovan také pokles nefosforylované formy RNA
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polymerazy Il. Hladina p53 vzrostla rovnéz pfi 80 uM koncentraci, a to po aplikaci obou

sloucenin.
LGRA490 (uM) LGR2629 (M)
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Obrazek 21: Hladina proteind RNA polymerazy Il fosforylované na S5, celkové RNA
polymerazy Il a p53 v burikach MCF-7 inkubovanych 24 hodin s latkami LGR490 a LGR2629.
Jako kontrola rovnomérného naneseni proteind do jamek byla provedena detekce tubulinu.

6.4. Vlivuml €eni exprese CDK7 v naddorové linii MCF-7 pomoci siRN A

U bunék MCF-7 transfekovanych CDK7 siRNA sklizenych v ¢asovych intervalech 24,
48 a 72 hodin byla metodou SDS-PAGE s naslednym imunoblottingem sledovana
hladina CDK7, RNA polymerazy Il fosforylované na S5, celkové RNA polymerazy I
a nadorového supresoru p53. Hladina CDK7 Kklesla vyrazné jiz po 24 hodinach,
po 48 hodinach od transfekce klesla déle, ale poté se jiz neménila. Kvantifikaci hladin
proteinu CDK7 (Obr.22) pomoci softwaru Multi Gauge byla ziskdna data, ktera byla
vyjadfena v relativnich hodnotach, prfevedena na procenta a nasledné vynesena
do grafu (Obr.23). Po 24 hodinové inkubaci tedy hladina CDK7 klesla asi na 50 %,
po 48 hodinach pfiblizné na 22 % a po 72 hodinach zlstala pfiblizné na 22 %. Dale
byla sledovana hladina substratu CDK7 RNA polymerazy Il a jeji fosforylované formy
na S5, které zustaly ve vSech Casovych intervalech nezménéné stejné jako bazalni

hladina nddorového supresoru p53.
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Obrazek 22: Hladina proteind CDK7, RNA polymerazy Il fosforylované na S5, celkové RNA
polymerazy Il a p53 v burikach MCF-7 transfekovanych CDK7 siRNA a v kontrolnich burikach,
které nebyly ovlivnény. Pas p53 je zamérné preexponovan pro ovéreni bazalni hladiny tohoto
proteinu. Jako kontrola rovnomérného naneseni proteint do jamek byla provedena detekce
tubulinu.
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Obréazek 23: Hladina CDK7 po uml¢ovani jeji exprese pomoci siRNA v nadorové linii MCF-7,
kde K znaci kontrolni neovlivnéné buriky. Buriky byly sklizeny v ¢asovych intervalech 24, 48
a72 hodin po transfekci siRNA. Hladina CDK7 byla kvantifikovdna pomoci programu
MultiGauge (verze 2.0) z digitalniho zdznamu imunoblottingu.

U transfekovanych bunék MCF-7 byly po 72 hodinové inkubaci pomoci prutokové
cytometrie sledovany také zmény v rozlozeni fazi bunééného cyklu a data ziskana
po vyhodnoceni programem Multicycle AV for Windows byla vynesena do grafu

(Obr.24). Z vysledku je patrné, Ze doSlo k vyraznému nardstu poctu bunék v G2/M fazi
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a poklesu mnoZzstvi bunék ve fazi S, pfiCemz sub-G1 populace zlstala prakticky
nezmeénéna. Vysledek  odpovida  mikroskopickému pozorovani,  jelikoz
u transfekovanych bunék byla uz po 48 hodinové inkubaci pozorovana stagnace rustu,

znamky apoptozy ovSem sledovany nebyly.
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Obrazek 24: Procentualni zastoupeni jednotlivych fazi bunécného cyklu v linii MCF-7 po jeji
transfekci CDK7 siRNA a néasledné 72 hodinové inkubaci, kde K znac¢i kontrolni neovlivnéné
buriky. Data byla ziskana analyzou pomoci programu Multicycle AV for Windows (verze 3.00).
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7. Diskuze

Inhibitory  cyklin-dependentnich kindz jsou v souc€asnosti studovany pro své
antiproliferaéni a protinAdorové vlastnosti. Jejich praktické vyuZiti v IéCbé rakoviny
je vSak zatim stale nejisté, pfestoZze fada z nich prochazi klinickymi experimenty
(Krystof & Uldrijan, 2010; Mclnnes, 2008). Problematicka je prfedevsSim selekce
vhodnych skupin pacientd ajednozna¢né zatim neni vyfeSena ani otazka, zda
se v |é€bé uplatni inhibitory skupinové selektivni pro vétSinu CDK nebo spiSe inhibitory
pfisné monospecifické. Mozné vyuziti monospecifickych inhibitord CDK bylo
zpochybnéno zjisténim, Ze inhibice nékterych CDK muZe vést ke kompenzaci jejich
funkce jinymi typy CDK. Napfiklad knockout cdk2 u mySiho modelu nemél dopad
na viabilitu (Berthet et al., 2003) a mySi embryonalni fibroblasty s touto mutaci
proliferovaly také relativné normalné (Sherr & Roberts, 2004). MoZnym vysvétlenim
muZze byt pravé kompenzace funkci CDK2 prostfednictvim CDK1 (Cai et al., 2006).
V podobnych experimentech byla vyfazena také funkce bud CDK4 nebo CDK®,
pficemz oba typy mutovanych modell byly Zivotaschopné, ackoli tyto inaktivace
postihly proliferaci specifickych typu bunék (Malumbres & Barbacid, 2005). Ztrata
CDK4 aktivity naruSila postnatalni proliferaci pankreatickych B-bunék a laktotrof(
hypofyzy, ovSem neméla vyrazny dopad naneogenezi téchto typd bunék
z embryonalnich prekurzorl (Malumbres & Barbacid, 2005). Diky danym defektum
se projevila u mutovanych modelu sterilita, a navic u nich doslo k vyvoji diabetu (Sherr
& Roberts, 2004). Inaktivace CDK6 zase vedla k mirnym defektdm v hematopoéze,
ato predevsim ve vyvoji erytrocytd (Malumbres & Barbacid, 2005). Vyfazeni obou
enzyml najednou sice zpusobilo pozdni embryonalni letalitu kvali vzniku
megaloblastické anémie, mnoho embryonélnich bunénych populaci vSak
bez problému proliferovalo (Malumbres et al., 2004, Tsutsui et al., 1999). Na zakladé
téchto pozorovani lze tedy predpokladat, Zze CDK4 muZe u prekurzord erytrocytu
castecné kompenzovat ztratu CDK6, a navic maze byt ztrata CDK4 a CDK6 u dvojitych
mutovanych forem vraném embryondlnim vyvoji zastoupena CDK2 (Malumbres
& Barbacid, 2005).

Pfi aplikaci vysoce selektivnich inhibitord CDK7 by ovSem nemélo dochéazet
ke kompenzaci jeji funkce prostfednictvim jinych CDK, jelikoZz by byla diky inhibici
CDK7 snizena i jejich samotnd aktivita, s vyjimkou CDK9. CDK9 se nezd4 byt
substratem pro CDK7 (Chen et al., 2004), pficemz biochemické experimenty dokonce
svédCi o aktivujici autofosforylaci CDK9 (Baumli et al., 2008). Proto by mohlo

potencialné dochézet ke kompenzaci funkce CDK7 pravé prostfednictvim CDK9. Zatim
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ovSem nebyly provedeny experimenty, které by tento jev potvrdily, a jednd se tudiz
pouze o spekulaci.

Na druhou stranu je pozoruhodné, Ze nékteré nékteré typy nadoru jsou pfimo
zavislé na pfitomnosti ur€ité CDK. Bylo napfiklad potvrzeno, Ze k indukci tvorby
adenokarcinomu prsni Zlazy je nezbytnd pfitomnost CDK4 (Reddy et al., 2005).
Zustava otazkou, zda je také pro vyvoj nékterych nédorovych onemocnéni
nepostradatelna funkce CDK7, popfipadé CDKO9.

Priklad vyuziti vysoce selektivnich inhibitord CDK7 v klinické praxi nastinil
Malumbres et al. (2008). Specifickd inhibice CDK7 brani tvorbé& komplexu
CDK1/cyklin B (Larochelle et al., 2007), a lze tedy pfedpokladat, Ze bude mit tato
inhibice podobny efekt jako inhibice samotné CDK1 (Malumbres et al., 2008). Bylo
prokadzano, ze néktera nadorova onemocnéni vyznacujici se zvysenou expresi c-myc
onkogenu jsou velmi citliva pravé k inhibici CDK1 (Goga et al., 2007), a mohla by byt
tudiz senzitivni i k inhibici CDK7. Navic by mohly mit vysoce selektivni inhibitory CDK7
dvoji antiprolifera¢ni Ucinek, a to z hlediska inhibice bunééného cyklu a zaroven
transkripce.

Pro posouzeni uc€innosti nizkomolekularnich inhibitord na enzymové arovni bylo
jednim z cilu praktické ¢asti této prace purifikovat CDK7/cyklin H/MAT1 komplex, jehoz
exprese probéhla v hmyzim systému bunék Sf9 po jejich infekci tfemi typy bakulovird
s kédujicimi sekvencemi pro CDK7 s hemagglutininovou znackou a cyklin H a MAT1
s6xH znaCkou. Detekci hladin téchto proteind ve frakcich po purifikaci
CDK7/cyklin H/MAT1 komplexu byl pozorovan pocatek eluce vSech tfi proteina
pfi 5 mM imidazolu a 100 mM KCI (Obr.14). Lze tedy predpokladat, Zze doSlo opravdu
k vytvofeni komplexu mezi danymi proteiny. Velké mnoZzstvi proteind se ovSem vymylo
uz v promyvacich krocich, coz svédci o nizké vazebné afinité komplexu. Navic eluce
vazaného enzymu probéhla jiz pfi velmi nizké koncentraci imidazolu. Ke zjisténi aktivity
CDK7/cyklin H/IMAT1 komplexu v jednotlivych frakcich byl proveden enzymovy test,
jehoz vyhodnoceni potvrdilo vysledek imunoblottingu, nebot hodnoty aktivit ve frakcich
korelovaly s hladinami CDK7 (Obr.16). Pouze ve frakci A2 byla zméfena niZSi aktivita,
nez by se dalo predpokladat podle vysledku imunodetekce.

Relativné nizky vytézek purifikace mdze byt zpisoben mnoha faktory. Jednou
z moznosti je kompetice monomerud, binarnich komplext a ternarniho komplexu
rekombinantnich proteind s 6xH zna¢kami o vazebna mista na koloné. Mohlo dojit
ovSem i k caste€nému maskovani 6xH znacek v pfipadé CDK7/cyklin H/MAT1
komplexu, nebo mohla mit néktera afinitni znaCka na rekombinantnich proteinech

negativni vliv na strukturu a stabilitu celého ternarniho komplexu.
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DalSim problémem pro Uspésné vyuZiti produkovaného enzymu byla velmi
nizk& stabilita jeho aktivity, ktera jiz béhem jednoho dne vyrazné klesla a vzhledem
k Casové narocnosti kvantifikace aktivity bylo nemozné provést optimalizaci méreni
aktivity, pfipadné studovat inhibi¢ni schopnosti testovanych slouc¢enin.

Inhibice aktivity CDK7 vSak byla sledovana pfimo v bunkach MCF-7
ovlivnénych  nékterymi  nizkomolekularnimi  inhibitory CDK. Vybrany byly
trisubstituované puriny BA-09, LGR490 a LGR2629 pfipravené v Laboratofi rastovych
regulatoru Prirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.

BA-09, derivat olomoucinu Il (Krystof et al., 2002), je pomérné u¢innym
skupinové selektivnim inhibitorem, nebot v enzymovych testech inhiboval CDK2, CDK5
a CDK9 s hodnotami ICsy 4x nizSimi nez olomoucin Il, a dokonce 15x nizSimi
nez roskovitin (Jorda et al.,, 2011). ICs, pro CDK7 byla stanovena na 97 nM
(nepublikované experimenty Jorda et al.), pfi€¢emZ u nadorovych linii K562 a HCT-116
byl pozorovan také pokles fosforylace S5 RNA polymerazy Il po 24 hodinové inkubaci
s 5 uM BA-09, coz rovnéz svedci o inhibici CDK7 (Jorda et al., 2011). V této préaci byl
sledovan vliv BA-09 na linii MCF-7. Po 24 hodinové inkubaci za¢ala pfi 10 yM BA-09
klesat fosforylace S5 RNA polymerazy Il a zaroven vzrostla hladina nadorového
supresoru p53, a Ize tedy prfedpokladat, Ze doslo k inhibici CDK7 (Obr.18). Tento efekt
byl pomérné rychly, nebot pokles fosforylace S5 a narust hladiny p53 byly pozorovany
uz po 2 hodinové inkubaci MCF-7 linie s 10 uM BA-09 (Obr.18). Vysledky analyzy
bunécného cyklu ukazaly, Ze pfi 5 yM BA-09 vzrostl poCet bunék v G2/M fazi a doslo
také k mirnému narustu sub-G1 populace, kter4 reprezentuje apoptotické buriky
(Obr.17). Na z&kladé popsanych vysledku Ize tedy pfedpokladat, Ze antiproliferacni
ucinek BA-09 je minimalné z ¢asti zpusoben inhibici CDK?7.

V literatufe byl nedavno popsdn Udajné vysoce selektivni inhibitor CDK7,
a to sloucenina BS-181 (Ali et al., 2009). V enzymovych testech s rekombinantnimi
proteiny je inhibice CDK7 pfiblizné 200x silngjSi nez CDK9. Dle teoretického modelu
je vysoka afinita k CDK7 zplUsobena elektrostatickymi interakcemi
aminohexylaminového postranniho fetézce BS-181 s fosfatem T170 a karbonylem
hlavniho fetézce E20, které se interakci s ostatnimi inhibitory CDK spiSe neuc&astni.
Navic dochazi ktvorbé c&etnych van der Waalsovych kontaktd mezi uhliky
aminohexylaminového fetézce a vazebnou kapsou, které také pfispivaji k afinité
BS-181 k CDK7. Na druhou stranu popsané bunééné experimenty v3ak Zzadny rozdil
v inhibici CDK7 a CDK9 nedokladaji, nebot pokles fosforylace S2 a S5 RNA
polymerazy Il u MCF-7 linie probiha viceméné soucasné (Ali et al., 2009). Jelikoz
BS-181 nebyl béhem konani experimentd komeréné dostupny, byl v Laboratofi

ristovych regulatord pfipraven jeho purinovy analog LGR2629 (Obr.7B).
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Po 24 hodinové inkubaci MCF-7 linie s LGR2629 byl sledovan nepatrny pokles
fosforylace S5 RNA polymerazy Il a vyrazny vzestup hladiny p53 teprve pfi 80 yM
koncentraci latky (Obr.21). Pfi téZze koncentraci prokéazala analyza buné&ného cyklu
pokles bunék v G1 fazi, narist mnozstvi bunék ve fazich G2/M a S a mirny vzestup
sub-G1 populace. Tato pozorovani sice potvrzuji inhibici CDK7 latkou LGR2629, ale
vzhledem k vysoké koncentraci latky se LGR2629 jevi jako velmi slaby inhibitor.

Abychom zjistili, jaky vyznam ma hydrofobicita postranniho Sestiuhlikatého
linearniho fetézce, byla pro srovnani u¢inki LGR2629 pouzita latka LGR490 (Obr.7C),
kterd ma na rozdil od LGR2629 o dva atomy delSi postranni fetézec, pficemz C3 a C6
tohoto fetézce jsou substituovany za dva atomy kysliku. Po 24 hodinové inkubaci
MCF-7 linie s LGR490 byla pozorovana stagnace rlstu az pfi 80 uM koncentraci latky,
imunodetekce ovSem neprokazala zadny pokles fosforylace S5 RNA polymerazy Il.
Pfi dané koncentraci byla pouze detekovana zvySen& hladina p53. Vysledky analyzy
bunééného cyklu neukazaly Zadné vyznamné rozdily ve zménach rozlozZeni fazi cyklu,
jen pfi nejvyssi koncentraci byl sledovan mirny narGst poctu bunék v Gl fazi.
Na zakladé téchto faktld je tedy pravdépodobné, Ze hydrofobicita jakozto i délka
postranniho aminohexylaminového fetézce LGR2629 je dlleZita pro interakci inhibitoru
s vazebnou kapsou CDK7, a navic miZze hrat také jistou roli pfi transportu slou¢eniny
do buriky.

Pro porovnani Gc€inkd testovanych slou€enin na linii MCF-7 bylo provedeno
uml&eni exprese CDK7 pomoci siRNA. Imunodetekce prokazala pokles hladiny CDK7
na 22 % po 48 hodinach od transfekce, fosforylace S5 a hladina p53 vSak zustaly
nezménéné (Obr.23). Vysledky analyzy bunéného cyklu ale ukazuji naridst poctu
bunék v G2/M fazi po 72 hodinach od transfekce (Obr.24). MoZnou pfi€inou tohoto jevu
je snizena aktivaéni fosforylace CDK1 prostfednictvim CDK7, ktera je vyZzadovana
pro zahajeni mitézy. Jde ov3em pouze o domnénku a vzhledem k nezménénym
markeram zablokovani transkripce se umléeni exprese CDK7 pomoci siRNA nejevi
jako zcela vhodna technologie, protoZe protein ma relativné vysokou stabilitu a zmény
fenotypu je nutné sledovat v delSich ¢asovych intervalech po transfekci. Naproti tomu
odezvy na pusobeni nizkomolekularniho inhibitoru na aktivitu enzymu jsou patrné
viadu desitek minut nebo jednotek hodin. ProtoZze umiéeni CDK7 nebylo
ani po 72 hodinach od transfekce Uplné, byl experiment zopakovan i pro delSi ¢asové
intervaly (5 a 7 dni), ovSem nebyl technicky Gspésny.

Na z&kladé vysledkl této prace je zfejmé, Ze inhibice CDK7 muZe pfispivat
k protinddorovému pusobeni inhibitord CDK, protoZe BA-09 evidentné sniZuje aktivitu
CDK7 v bunkdch MCF-7, cozZ se jisté projevuje na expresi méné stabilnich proteind,

jako jsou cykliny, a také na aktivité CDK regulujicich bunéény cyklus (CDK1, 2 a 4).
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8. Zaver

Tato prace shrnuje strukturni a funkéni vlastnosti CDK-aktivaéniho komplexu a podava
prehled inhibitorll CDK se zaméfenim na transkripéni CDK. Po praktické strance prace
pfinasSi charakterizaci pusobeni skupinové selektivniho purinového derivatu BA-09
a dalSich dvou purinovych slou¢enin LGR490 a LGR2629, které jsou strukturné blizké
selektivnimu inhibitoru CDK7 BS-181, na nadorovou bunéénou linii MCF-7. U slouéenin
BA-09 a LGR2629 byl pozorovan vliv na pokles fosforylace S5 RNA polymerazy I
v bunikdch MCF7, cozZ svédc¢i o inhibici CDK7. Uml€eni exprese CDK7 pomoci SiRNA
vSak bylo pouze ¢astecné (na 50% hladinu po 24 hodinach a na 22% po 48 hodinach).
ProtoZze bunky vystavené vlivu CDK7 siRNA nevykazovaly zmény v markerech
zablokovani transkripce, da se predpokladat, Ze je CDK7 v burikach ve velkém
nadbytku, a navic maze byt i rezidualni hladina proteinu dostacujici pro plnéni svych
funkci. Relativné vysoka stabilita CDK7 tak znemoZiuje zjistit jednoduse jeji

nezbytnost pro proliferaci a viabilitu bunék.
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10. Seznam pouzitych zkratek

APS
ATP
BAX
Bcl-2
BSA
CAK
Cakl
Ccll
CDK
c-Myc
v-Myc
Cskl
CTD
DMEM
DMSO
DNA
DTT
E2F-1
ECL
EDTA
EGTA
ER
ERCC2

Etsl
FT
GSK3-8
HEPES
HIV-1
ICso
Kin28
MAT1
Mcl-1
Mcs2
Mcs6

Ammonium persulfate

Adenosine triphosphate

Bcl-2-associated X protein

B-cell CLL/lymphoma 2

Bovine serum albumin

CDK-activating kinase

CDK-activating kinase (S. cerevisiae)

Ortholog of cyclin H (S. cerevisiae)

Cyclin-dependent kinase

Homolog of v-Myc (human)

v-Myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian)
Cyclin-dependent kinase activating kinase (S. pombe)
C-terminal domain

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Dimethylsulfoxide

Deoxyribonucleic acid

Dithiothreitol

E2F transcription factor 1

Enhanced chemiluminiscence
Ethylenediaminetetraacetic acid

Ethylenglycoltetraacetic acid

Estrogen receptor

Excision repair cross-complementing rodent repair deficiency,
complementation group 2

V-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 1 (avian)
Flow-through

Glycogen synthase kinase 33
4-(2-hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid
Human immunodeficiency virus type 1

The half maximal inhibitory concentration

Protein kinase, subunit of the transcription factor TFIIH (S. cerevisiae)
Ménage a trois 1

Myeloid-cell leukemia 1

Ortholog of cyclin H (S. pombe)

CDK-activating kinase (S. pombe)
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MDM2 Murine double minute 2

MOl Multiplicity of infection

MRNA Messenger ribonucleic acid

NTA Nitrilotriacetic acid

Oct-1 Organic cation transporter 1
p21Waricrl  cyclin-dependent kinase inhibitor 1A
p4QMors Cyclin-dependent kinase 7

p53 Tumor supressor

PBS Phosphate buffered saline

pfu Plague forming units

PIPES Piperazine-1,4-bis(2-ethanesulfonic acid)
Pmhl Ortholog of MAT1 (S. pombe)
PMSF Phenylmethylsulfonyl fluoride
PUMA Bcl-2 binding component 3
RAM/Px Rabbit anti-mouse antibody

RARa Retinoic acid receptor a

Rb Retinoblastoma

RING Really Interesting New Gene

RIPA Radio-Immunoprecipitation Assay
RNA Ribonucleic acid

SDS Sodium dodecyl sulfate
SDS-PAGE  Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
SiRNA Small interfering ribonucleic acid
SNRNA Small nuclear ribonucleic acid
SWAR/PX Swine anti-rabbit antibody

TBS Tris-buffered saline

TEMED Tetramethylethylenediamine

TFIIH Transcription factor IIH

TFIIE Transcription factor IIE

TFIIF Transcription factor IIF

Tfb3 Ortholog of MAT1 (S. cerevisiae)
TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethane
XIAP X-linked inhibitor of apoptosis
XPD Xeroderma pigmentosum D

Pro oznaeni aminokyselin byly pouZity jednopismenné zkratky podle IUPAC

(International Union of Pure and Applied Chemistry).
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