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Souhrn

Cyklin-dependentni kinasy (CDK) jsou enzymy nezbytné pro regulaci bunééného cyklu, na
funkci téchto kinas je ovSem =zavisla cela fada dalSich bunénych procest, napiiklad
transkripce. U mnoha typu nadorid, vcetné melanomu, dochazi k deregulaci CDK, a tim
i k nekontrolovatelnému déleni bunék. Melanom je navic jednim z nejvice progresivnich typt
nadord, a protoze je rezistentni na 1é¢bu konvencni chemoterapii, nabizi se inhibice CDK jako
efektivnéjsi zptisob 1écby.

V této praci byly sledovany ucinky ¢ty pyrazolopyrimidinovych inhibitorac CDK na
bunéénou linii G361 odvozenou od melanomu. Vhodnymi molekularné-biologickymi
a biochemickymi metodami, jako je imunoblotting nebo testy aktivity kaspas, bylo zjisténo,
ze vSechny testované latky vykazuji inhibi¢ni vlastnosti vici transkripénim CDK a jsou
schopné indukovat apoptosu melanomovych bunék. Tyto znaky ucinku inhibitori byly
sledovany jak v zavislosti na koncentraci, tak 1 na case. Ve srovndni s jinymi
nizkomolekuldrnimi inhibitory, jako je napftiklad roskovitin, jsou tyto latky ucinné v nizsich

koncentracich.



Summary

Cyclin-dependent kinases (CDKs) are enzymes necessary for the cell cycle regulation.
However, many other cellular processes are CDK dependent, including mRNA transcription.
In many types of tumours, including melanoma, these kinases are deregulated and support
unlimited cell division. Melanoma is one of the most progressive types of cancer and due to
its resistance to conventional chemotherapy, novel therapeutic approaches are being
developed. Amongst others, inhibition of CDKSs could be a better treatment possibility.

In this study, the effects of four new pyrazolopyrimidine CDK inhibitors have been
examined on melanoma cell line G361. Immunoblotting analysis and caspase assays showed
potent inhibition of transcriptional CDKs and subsequent apoptosis of melanoma cells. These
markers have been analyzed both in a concentration and a time dependent manner. Compared
to other CDK inhibitor, roscovitine, these studied pyrazolopyrimidines evinced higher

efficiency.



Podékovani

Rada bych na tomto misté v prvni fadé¢ pod€kovala Mgr. Ladislavé Vymétalové za vedeni
diplomové prace. Dale pak dékuji doc. RNDr. Vladimiru KryStofovi, Ph.D. za moznost
vypracovat experimentdlni Cast prace v jeho laboratofi. Diky patii také Mgr. Radku
Jordovi, Ph.D. za trefné avécné piipominky a predevsim dekuji persondlu laboratofe,
jmenovité¢ Jané Hudcové, Olze Hustadkové a Dit¢ Parobkové, za ochotu a poskytnuté cenné
praktické rady. Nejvétsi podékovani vsak patii mym rodi¢um, ktefi mi umoznili absolvovat

magisterské studium a dékuji svému pftiteli za nesmirnou psychickou podporu.



OBSAH

L UVOD it 8
2 AKTUALNI STAV RESENE PROBLEMATIKY ......coooiiviiriiiniiineiseeiesessessenenens 10
2.1 Maligni MEIANOIM ....oiiiiiiiiiie it 11
2.1.1  Molekularni podstata VZniku melanomu ............ccccoviiiiiiniiicieiec e 12
2.1.2  Moznosti I6Cby Melanomu .........ccccceiiiiiiiiiiiiic 17

2.2 CDK @jJeJiCh reQUIACE.......ccuiiiiiieece s 20
2.2.1  FUNKCE CDK ... 22
2.2.2  Nizkomolekularni inhibitory CDK pro cilenou terapii ..........ccoovveririvereervennenn 25

3 EXPERIMENTALNI CAST ...oiiiiiiiiiiiiciericiseeissss st 29
K R O 1 5 o) ¢ 1o SRR 30

4 MATERIAL A METODIKA ......coiiiiiiiiiriiieeieceissieesesisesess e 31
4.1  Pfistroje a 1aboratorni Vybaveni...........ccoiieiiiiiiiiiii e 31
4.2 PouZit€ ChemMiKAIIC ........ccoeiiiiiii i 31
4.3 POUZILE TOZLOKY ..ooueeeiiiieiie ittt 32
4.4 PouZit€ Protilatky .......ccooiiiiiiiiiii 32
4.5  PouZitd BUNECNA NI ......eiiiiiiiiiiii et 33
4.6  Studované inhibitory CDK ........cccoiiiiiiiiiiiiciiee e 33
4.7  Kultivace bun€k a jejich oVIIVIENT ......coooviiiiiii 34
4.8 TESE CYIOTOXICITY .oviueiiitiitiiieiice ettt bbb 34
4.9  Sklizeni bun€k a prprava IyZAtU........cccoviiviiiiiiiiiee e 34
4.10 SDS-PAGE, WeStern BIOHING .......ccovieiieieiieieeeeseee e 35
411 Fluorimetrické stanoveni aktivity Kaspasy 3 @ 7......cccccoooiiiiniiniic i 36

5 VYSLEDKY .ooouiiimiiiieisiseises s sssss s sss bbb 37
5.1 Stanoveni CYLOTOXICILY ..oviiiiiieiriiiiiieiti et 37
5.2 Meéfeni aktivity Kaspasy 3 @ 7 ....ccceiiiiiiiiiiiiii e 38



5.3 Sledovani vybranych proteinii souvisejicich s inhibici CDK v zavislosti na

KON BN ACH .ttt nnnnnnnnnn 39

5.4  Sledovani vybranych proteint souvisejicich s inhibici CDK v zévislosti na ¢ase ....42

DISKUSE ..ottt et e et et e et e e et e e et e e e s e e e et e e er e e es et e e ereeen e 45
ZAVER ..o e e e oo e oot e ettt et e ettt 48
LITERATURA ..ot ee et e e s et et e e es et et et e e e e s et et e e e eres et e e e snesereeeees 49



1 UVOD

Maligni melanom je smrtelnd forma nadorového onemocnéni kize. Jedna se o jednu
Z nejvice progresivnich forem rakoviny, jejiz 1é¢ba je navic obtizna. Nejvétsi komplikaci je
vznik metastaz, které se v pozdéjSich fazich nemoci §ifi do vzdéalenych organt as tim
souvisi 1 zptsob 1éCby. V tomto piipade se jednad o klasickou systémovou chemoterapii,
vuci které se ale v piipadé melanomu po kratké dob¢ vyviji rezistence.

Diky rezistenci a vzristajici incidenci tohoto onemocnéni byla vénovana pozornost
faktorim, které ovliviuji jeho vznik a také mechanismim a genetickym alteracim, jez maji
na rozvoj melanomu nejvétsi vliv. Dosud bylo popsano nékolik signalnich drah, jejichz
defekty vedou k deregulaci bunééného cyklu melanocyti. Jedna se o drahy zavislé na
rustovych faktorech, jejichz konstitutivni aktivace vede k nekontrolovatelnému déleni
bun¢k ake vzniku melanomu. Soucasti téchto signadlnich drah je celd fada enzymd,
proteinkinas, které mohou byt mutovany a na které je nova experimentalni 1écba cilena.
Inhibitory proteinkinas tedy mohou regulovat zvySenou aktivitu danych signalnich drah
a zastavit bunééné déleni nadorovych bunék. Mezi U¢inné inhibitory proteinkinas s
protinadorovym efektem patii naptiklad vemurafenib ¢i sorafenib.

Kromé¢ proteinkinas, které jsou soucasti vyse zminénych signalnich drah, je mozné
cilit terapii i na cyklin-dependentni kinasy (CDK). Jedna se o enzymy, které reguluji
bunéény cyklus a v disledku poskozeni jejich regulacnich mechanismil ziskdvaji mnohé
buiikky neomezeny replikacni potencial astavaji se z nich buniky nadorové. Je zndmo
nékolik typt CDK, které se podili bud’ na regulaci buné¢ného cyklu, nebo transkripce. Po
jejich ovlivnéni specifickymi inhibitory je mozné pozorovat zastaveni bunééného cyklu
nadorovych bunék v urcité fazi, nebo spusténi programované bunééné smrti. Z inhibitorti
CDK jsou znamé napiiklad abemaciclib, dinaciclib nebo palbociclib. Vsechny tyto
inhibitory je mozZné pii 1écbé nddorovych onemocnéni pouZzit bud’ samostatné, nebo
v kombinaci s jinym inhibitorem, ¢imz se snizuje riziko vzniku mozné rezistence ke
konkrétnimu inhibitoru.

Ackoli incidence melanomu stdle vzrlstd, diky novym poznatkiim a odhaleni
funkei mutovanych proteinii v nadorovych buiikkdch nedochédzi ke stejnému naristu
mortality. Ta v poslednich nékolika letech stagnuje a vyhled do budoucna je pro pacienty

s malignim melanomem diky neustdlému vyvoji novych specifickych inhibitorti



vvvvv

inhibitord CDK Vv bunééné linii lidského melanomu je také cilem této prace.
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2.1 Maligni melanom
Melanomy jsou nadorova onemocnéni, ktera vznikaji maligni transformaci pigmentovych
bunék kize, melanocytd. Zatimco in situ a lokaln¢ invazivni melanom je mozné odstranit
chirurgicky, metastazujici onemocnéni je obtizné 1€Cit, coz se odrazi na vysoké mortalité
pacientll s timto typem nadoru. Strategie pro kontrolu onemocnéni je zalozena ptedevsim
na prevenci a vcasné detekci. Aby to ale bylo mozné, je nezbytné porozumét zakladni
epidemiologii melanomu. Navic melanom muze vznikat v disledku riznych mechanismt
a jejich charakterizace je velice dulezita pro rozvoj a vyuziti racionalnich pfistupti v jeho
1écbe.

Melanom je nddorové onemocnéni, jehoz incidence (pomér nové vzniklych ptipada
k poctu osob ve sledované populaci za dané ¢asové obdobi) je zavisla na geografickych
podminkach. Tento fakt zistava presvédCivym dikazem, Ze role environmentalniho
prostiedi pfi vzniku onemocnéni neni zanedbatelna. Zavislost vyskytu melanomu na
zemeépisné Sifce byla pozorovana jiz ve druhé poloviné dvacatého stoleti (Lancaster, 1955;
Lancaster et Nelson, 1957). V pribéhu poslednich desetileti byl zaznamenan celosvétovy
narGst incidence melanomu ato 0 4 - 6 % ro¢n¢. Podle mezinarodni agentury pro vyzkum
rakoviny (International Agency for Research on Cancer; IARC) ma nejvyssi incidenci
melanomu Australie, a sice 39 novych pfipadi na 100 000 obyvatel/rok, v tésném zavésu
se drzi Novy Zéland s incidenci 34:100 000/rok. V USA je pak incidence oproti Novému
Z¢landu polovi¢ni, 17:100 000/rok, co se tyka stata sttedni Evropy, pohybuje se incidence
mezi 4 - 10:100 000/rok. Nebelosské populace Afriky, Asie a Stfedni ¢i Jizni Ameriky
vykazuji konzistentni incidenci 3:100 000/rok. Vyskyt melanomu je tedy ¢astéjsi u jedinct
svétlé pleti nez u jedinch s vysSi pigmentaci kiize, liSi se také v zavislosti na véku
a pohlavi. Stejny trend jako ve vzrlstajici incidenci melanomu se projevuje i v ptipadé
mortality, avSak ne tak vyrazn€. Napiiklad v USA mezi lety 1950 — 1990 doslo
K pétinasobnému zvySeni incidence melanomu, jeho mortalita v§ak vzrostla pouze dvakrat.
Podobna pozorovani byla potvrzena i v piipadech stati severni azapadni Evropy
(Whiteman et Green, 2011).

Zavaznost onemocnéni lze v pribéhu rozvoje melanomu klinicky klasifikovat do
ctyt fazi, které se oznacuji fimskymi Cislicemi od I do IV, pficemz stadium IV je

faktorim. Jednd se zejména o plochu melanomu, jeho hloubku, mitoticky index
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melanomovych bunék a ulceraci. Na zaklad¢ urceni tohoto stupné je pak dale pacientovi
stanovena vhodna 1é¢ba, miize se jednat o chirurgické odstranéni melanomu spolu s okolni
tkani, radioterapii, chemoterapii, imunoterapii, ¢i cilenou terapii. Faze I melanomu se
vyznacuje nejlepsi prognodzou, v jejim piipad¢ totiz nehrozi riziko vzniku metastaz a pro
1é¢bu je dostacujici chirurgicky zakrok. V ptipadé faze II je 1éCba sice stejnd, ale je nutné
provést zaroveil i1 biopsii lymfatickych uzlin, coz je misto prvniho vyskytu metastdz. Ve
fazi III se spolu s mistem primarniho vyskytu melanomu chirurgicky odstranuji i zasazené
regionalni lymfatické uzliny, navic je pacientim nasazena imunoterapie interferonem o.
Nakonec faze IV se projevuje vyskytem metastaz na mnoha mistech organismu, nejcastéji
se jedna o lymfatické uzliny, plice, ¢i mozek. Pacienti nejprve podstupuji 1écbu
chemoterapeutiky, konkrétné¢ se pouziva cytostatikum dakarbazin. Protoze se vSak
melanom vyznacuje vysokym stupném rezistence ke konvencni chemoterapii, ptistupuje se
v této fazi i k experimentalni 1é¢bé (Dickson et Gershenwald, 2011). Ta je mozna diky
porozumeéni signalnim draham a jejich deregulacim, které se velkou mirou podili na
neomezeném replikaénim potencidlu buné€k, jejich schopnosti dé€lit se bez ptitomnosti
rustovych faktorii a odoléavat chemoterapeutickym ¢inidlim. V soucasné dobé je tato cilena
1é¢ba smérovana na proteiny souvisejici s regulaci bunééného cyklu, ptedevsim na CDK,

nebo na proteiny ucastnici se prenosu ristovych signald.

2.1.1 Molekularni podstata vzniku melanomu
Melanom je heterogenni onemocnéni, které vykazuje pfitomnost riznych genetickych
alteraci (Thomas et al., 2007). Vyznamnym rizikovym faktorem pro rozvoj melanomu je
vystaveni UV zafeni (Hodis et al., 2012), na druhou stranu jeho efekt nema na rozvoj
melanomu ptimy vliv. Nejcastéjsi nukleotidova zaména v genu B-RAF (v-Raf murine
sarcoma viral oncogene homolog B) melanomovych bunék je transverze thyminu za
adenin (T/A), coz neni typickd mutace vyvolana timto zafenim. Je ale mozné, Ze k této
zamén¢ dochazi az v disledku replikace DNA jiz poskozené UV zafenim (Thomas et al.,
2006).

Mutace genu BRAF u melanomu je velice Castd, vyskytuje se pfiblizné¢ v 50 %
ptipadt. Vétsina téchto mutaci je pouha substituce valinu glutamovou kyselinou v kodonu

600, mutace se oznacuje jako VO60OE a vede k téméf pétisetnasobnému zvySeni kinasové
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aktivity B-RAF (Wan et al., 2004). Dusledkem vysoké aktivity B-RAF %% je konstitutivni
signalizace MEK-ERK1/2 (mitogen-activated protein kinase kinase; extracellular
signal-regulated kinase) a nasledna nepiirozené silna regulace buné¢nych procest v G fazi
bunééného cyklu primarnich lidskych melanocytd (Bhatt et al., 2005). Krom¢ toho, tato
mutace zpusobuje také necitlivost melanomovych bunék k negativnim zpétnovazebnym
regulaénim mechanismim (Ascierto et al., 2012a).

Obecné tato signalni draha zacina tyrosin-kinasovym receptorem (RTK), naptiklad
jim muze byt receptor pro epidermalni rastovy faktor (EGFR), fibroblastovy ristovy faktor
(FGFR) nebo hepatocytarni ristovy faktor (HGFR). Za normalnich okolnosti jsou v§echny
tyto receptory aktivovany extracelularnimi ligandy. Vazbou ligandu dochazi k dimerizaci
receptoru, spousti se tyrosin-kinasova aktivita cytoplasmatické domény receptoru, coz
vede k fosforylaci jeho tyrosinovych rezidui. Dusledkem téchto zmén je asociace
adaptorovych proteint Grb2 (growth factor receptor-bound protein 2) aguanin
nukleotidového vyménného faktoru SOS (son of sevenless) na receptor, aktivuje se SOS
a dochazi k vazbé GTP (guanosin trifosfat) na G-protein Ras (rat sarcoma). Aktivni
Ras dale spousti ¢innost serin/threoninové kinasy RAF (v piipadé melanocytli B-RAF),
ktera fosforyluje, a tim aktivuje MEK1 a MEK2 serin/threoninové kinasy. Nakonec MEK
aktivuje ERK1 aERK2, ty jsou translokovany do jadra, kde se podili na regulaci
transkripénich faktori Elk-1 (ETS domain-containing protein Elk-1), Fos (FBJ murine
osteosarcoma viral oncogene homolog) a Jun (Jun avian sarcoma virus 17 oncogene
homolog), které spolu tvoii transkripéni faktor AP-1 (activator protein 1) a Myc
(myelocytomatosis oncogene). Jakmile je transripéni faktor Elk-1 fosforylovan, dochazi
k jeho zvySené transkripéni aktivité. V piipadé transkripénich faktort Fos a Jun je
fosforylace stabilizujici, coz znamen4, Ze nadéale nedochazi k jejich degradaci, ale zapo¢ne
transkripce prislusnych gent, které fidi bunécné procesy jako je diferenciace, senescence,
apoptosa, angiogenese nebo proliferace (Kerkhoff et Rapp, 1998; Morton et al., 2003;
Roskoski, 2012). Schematické znazornéni této MAPkinasové drahy je uvedeno na

obrazku 1.
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Obrazek 1: Schematické znazornéni MAPkinasové signalni drahy. Po aktivaci tyrosin-kinasového receptoru
(RTK) dochazi k asociaci adaptorovych proteini Grb2 a SOS, které umoziuji aktivaci Ras, ten posléze
indukuje kinasovou aktivitu RAF. Signalizace fosforylaéni kaskadou vede az k aktivaci transkripénich
faktort,, které reguluji pfisluSnou bunécnou odpoveéd. V obrazku jsou hvézdickou vyznaCena mista
s nejcastéj$i mutaci u melanomu. Protein N-RAS je mutovan v 10-20 % ptipadi, kinasa B-RAF ve
40 - 50 %. Fosfatasa PTEN je u melanomu mutovana ve 20 - 40 % piipadi (Podle Solus et Kraft, 2013).

Signalni draha PIBK/AKT/mTOR je dalsi drahou, k jejiz deregulaci u melanomu
dochazi. Stejné jako v predchozim ptipadé je k aktivaci RTK nutnd vazba rastového
faktoru. Nésleduje dimerizace (aktivace) receptoru a fosforylace kinasy nésledujici v dané
draze. Vtomto piipadé je takovym proteinem kinasa PI3K (phosphatidylinositide
3-kinase), ktera preménuje fosfatidylinositol (4,5)-bisfosfat (PIP-2) na fosfatidylinositol
(3,4,5)-trisfosfat (PIP-3). Jsou znamy tii tiidy PI3K, jmenovité I, IT a Il (Vanhaesebroeck
et al., 2010), pfi¢emz tfida IA ma nejvétsi onkogenni potencial. Kinasy PI3K tiidy IA jsou
heterodimery slozené z katalytické podjednotky znamé jako PIK3CA aregulacni
podjednotky. Pravé podjednotka PIK3CA je v ptipadé mutace onkogenni, aktivuje totiz
PI3K/AKT signalni drahu (Kang et al., 2005). Dilezita je také role PTEN (phosphatase
and tensin homolog), ktery defosforyluje PIP-3 na PIP-2, a ma tak opacny efekt oproti
PI3K. Inaktivace nebo hypoaktivace PTEN vede k nadmérné aktivaci signalni drahy
(Stemke-Hale et al., 2008). K inaktivaci PTEN mtze dochazet v disledku somatickych

mutaci, deleci, methylace promotoru nebo ztraty heterozygozity (Ogita et Lorusso, 2011).
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Nasledujici v signalni draze je kinasa AKT, znama také jako proteinkinasa B (PKB).
Aktivovana je fosforylaci v pozici Thr308 fosfoinositid-dependentni kinasou 1 (PDK-1)
a v pozici Ser473 mTOR komplexem 2 (MTORC2). Pro uplnou aktivaci jsou nutné obé
fosforylace (Sarbassov et al., 2005). Funkce AKT spociva v aktivaci nebo inhibici
nékolika dalsich proteini, naptiklad BAD (Bcl-2-associated agonist of cell death)
a komplexu mTOR 1 (mTORCI). Prostiednictvim téchto proteinii jsou regulovany
procesy, jako je buné¢ny rust, proliferace, angiogenese nebo buné¢na migrace (Manning et
Cantley, 2007).

Nejfrekventovanéjsi pfi¢iny zmén této drahy zahrnuji mutace ¢i nadmérny pocet
kopii genid PIK3CA nebo jinych isoforem PI3K, dale hraje roli ztrata exprese supresoru
drahy — PTEN, ¢i hyperaktivace RTK (Isakoff et al., 2005). Nejcastéjsi mutace PIK3CA
jsou substituce E542K, E545K nebo H1047R. VSechny tyto mutace jsou samy o sob&
onkogenni, mohou totiz indukovat vznik nadoru bez jakékoliv jiné molekularni aberace
(Ligresti et al., 2009; Zhao et Vogt, 2008). Soucasn¢ vsak ve 45 % piipadi dochazi
k deleci PTEN a amplifikaci AKT, coz vede k nadmérné expresi isoformy AKT3 (Stahl et
al., 2004). Studie genetickych alteraci primarniho melanomu ukazuji, ze nadory s mutaci
B-RAF se vyznacuji nizkym poctem kopii PTEN, coz znamena, ze podnétem nadorového
bujeni je aktivace obou signalnich drah PISK/AKT ataké MAPkinasové signalni drahy
(Russo et al., 2009).

Znalost deregulaci v MAPK aPI3K signalnich drahach u riznych typd nadort
véetné¢ melanomu vedla k vyvoji specifickych inhibitori konkrétnich komponent téchto
drah. Nasledujici kapitola bude vénovana pravé vybranym inhibitorim riznych
proteinkinas.

Svou roli pfi rozvoji melanomu hraji 1 inhibitory apoptotickych proteinti (IAP). Ty
se V lidském organismu vyskytuji v nékolika variantach, jedna se napiiklad o bunécné
inhibitory clAP1 acIAP2, IAP véazany na chromosom X (XIAP), survivin nebo
melanomovy ML-IAP (Salvesen et Duckett, 2002). V piipadé melanomi ¢asto dochazi ke
zvySeni exprese IAP, coz piispiva k rozvoji onemocnéni a rezistenci na terapii.

Jedinym ¢lenem proteinové rodiny IAP, ktery pfimo inhibuje katalytickou aktivitu
kaspasy 3, 7 a9, je XIAP (Eckelman et al., 2006). Zatimco inhibici kaspasy 3 a7
zpusobuje prostfednictvim interakce s jejich aktivovanou formou, kaspasa 9 je inhibovana

vazbou XIAP na N-koncovou oblast, coz brani homodimerizaci kaspasy 9, atim jeji
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nasledné aktivaci (Shiozaki et al., 2003; Srinivasula et al., 2001). Vysoka hladina XIAP
a zaroven nizka hladina jeho antagonisty XAF1 (XIAP-associated factor 1) koreluje u
melanomu s jeho progresivitou (Hiscutt et al., 2010; Ng et al., 2004). Ostatni IAP
neinhibuji kaspasy pfimo, maji ale na nich nezavislé¢ funkce, které piispivaji k prezivani
bun€k a inhibici apoptosy. Naptiklad cIAP proteiny jsou pfiznacné svou C-koncovou
RING (really interesting new gene) doménou s E3 ubiquitin ligasovou aktivitou.
Zprostiedkuji tak ubiquitinilaci mnohych proteini vcetné téch, které se podili na regulaci
jinych proteini nutnych pro pfeziti bun¢k, napiiklad NF-kB (Bertrand et al., 2008;
Mahoney et al., 2008). Dalsim IAP je i survivin, jehoz exprese je zavisla na fazi
bunécéného cyklu, pfiCemz jeho hladina je nejvyssi v pribéhu mitosy, protoze pravé v ni
zastava funkci regulatoru formace mitotického vieténka - chrani buniky pied
tzv. mitotickou katastrofou, tedy kontroluje dynamiku mikrotubult (Castedo et al., 2004;
Lamers et al., 2011; Li et al., 1998). Survivin interaguje s XIAP, posiluje tim inhibici
kaspas (Dohi et al., 2004). V porovnani s normalnimi melanocyty je u metastatického
rychlosti proliferace a nebo jeho nadmérnou expresi (Florell et al., 2005; Grossman et al.,
1999). ML-IAP pak inhibuje aktivitu kaspasy 9 (Kasof et Gomez, 2001), muze ale nepiimo
ptispivat i k inhibici kaspasy 3 a 7 a to diky ovlivnéni XIAP (Vucic et al., 2005). Inhibitory
apoptotickych proteini jsou dalezité pro pieziti a rozvoj melanomu, protoze jejich exprese
je regulovédna stejnymi drahami, které jsou pro melanomové buniky zdsadni. Napiiklad
onkogen MITF (Microphthalmia-associated transcription factor) je kritickym regulatorem
ML-IAP (Dynek et al., 2008), transkripce clAP-2 ataké XIAP je regulovana PI3K/AKT
signalizaci (Hu et al., 2004). Dale bylo zjisténo, Zze XIAP, cIAP1/2 a taky ML-IAP snizuji
migraci a invazivitu melanomovych bunék (Dogan et al., 2008; Oberoi-Khanuja et al.,
2012), coz nasvédcuje faktu, Ze k jejich expresi dochdzi az v pozd&si fazi rozvoje
melanomu, pravdépodobné az poté, co jiz byly vytvofeny metastdzy. Naopak survivin
zesiluje migraci melanomovych bunék aktivaci AKT (Mckenzie et al., 2010), coz
potvrzuje hypotézu, Ze zvySend exprese survivinu by mohla byt jednou z prvnich udalosti
ve vyvoji melanomu. Inhibitory apoptotickych proteini mohou byt také regulovany
aktiva¢nimi mutacemi B-RAF. Inhibice signalizace MEK/ERK totiz vede ke snizeni

exprese XIAP azaroven zvySeni exprese jeho inhibitoru XAF1 (Yu et al., 2007), pii
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konstitutivni aktivaci B-RAF u melanomu je efekt opacny — dochazi ke zvysSené expresi

XIAP a zaroven nizké expresi jeho inhibitoru.

2.1.2 Moznosti 1é¢by melanomu
Do skupiny inhibitordt MAPK/MEK/ERK se fadi naptiklad sorafenib, pivodné vyvinuty
jako inhibitor serin/threoninové kinasy RAF. V malém poctu ptipadl a pouze u nékterych
typt nador s mutaci genu B-RAF (G469E, D594G) byl skute¢né uc¢inny, ale v ptipadech
pacientd nesoucich nejéastéj$i mutaci B-RAF V% melanomovych bunkéch tomu tak
nebylo (Ascierto et al., 2012b; Chakraborty et al., 2013). Sorafenib je tedy inhibitorem
tyrosin-kinasovych receptorii (RTK) na pocatku zminéné signalni kaskady. Jedna se ale
také o u¢inny inhibitor nékolika kinas, cileny pifedev§im na RTK spojené s angiogenezi
VEGFR-2, VEGFR-3 (vascular endothelial growth factor receptor) (Wilhelm et al., 2008).
Studie s timto inhibitorem prokazaly, Ze inhibuje proliferaci nadorovych bun¢k a
angiogenezi zprostiedkovanou endotelialnimi buinkami (Wilhelm et al., 2004). Sorafenib
mize byt podavany v kombinaci s jinymi inhibitory, napiiklad p#i 1é¢bé agresivnéjsich
forem melanomu se vyuzivd kombinace s inhibitory MEK. Mohou byt cilené také na
VEGFR ajiné membranové receptory, K jejichz expresi dochazi v nadorovych bunkach,
zatimco inhibitory MEK blokuji kaskadu, ktera je konstitutivné aktivni pravé diky mutaci
B-RAF (McCubrey et al., 2012).

Vemurafenib byl schvaleny vroce 2011 pro léébu metastatického melanomu

s mutaci B-RAF 60

v USA, nasledn¢ i v Evropé (Viola et al., 2013). Jedna se o ucinny,
oraln€¢ podéavany l¢k, ktery inhibuje kinasovou doménu nejcastéji mutovaného proteinu
B-RAF. Vemurafenib snizuje bunétnou proliferaci (Tsai et al., 2008; Jang et Atkins,
2013), nema ale protinadorovy efekt na buiiky bez mutace B-RAF (B-RAF"T) (Chapman et
al., 2011; Joseph et al., 2010). Farmakodynamickou analyzou bylo zjisténo, Ze uCinky
vemurafenibu na nador jsou charakterizovany dobou expozice, kterd koresponduje s urovni
fosforylace MEK aERK. Regrese melanomu korelovala svice nez 90% inhibici
fosforylace ERK (Bollag et al., 2010). V klinickych testech pak byly G¢inky vemurafenibu
potvrzeny - ve fazi I a Il klinického testovani byl pozorovan protinddorovy ucinek u vice

nez 50 % pacientd. Ve fazi III klinickych studii byl u¢inek vemurafenibu srovnavan s

alkyla¢nim c¢inidlem pouzivanym pro konvenéni chemoterapii — dakarbazinem. Celkové
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pfeziti u pacientli 1é¢enych vemurafenibem dosahovalo 84 %, proti druhé skupiné pacientt
s 64 % (Chapman et al., 2011). Navzdory slibnym vysledkiim klinickych testl je pouziti
vemurafenibu v klinické praxi omezené.

Diky molekularnim alteracim v signalnich drahach melanomu dochazi velice rychle
ke vzniku rezistence (Corcoran et al., 2011). Lékova rezistence je Castym problémem
spojenym s pouzitim chemoterapeutik. K hodnoceni rezistence je nezbytné¢ porozumeét
adaptabilit¢ nadorovych bun¢k a ¢etnym mechanismim, které k ni vedou. Mechanismy
rezistence pak mohou byt rozdéleny do dvou skupin, asice zavislé na MAPK draze
anezavislé (Villanueva et al., 2010; McCubrey et al., 2011). Mechanismus rezistence
zavisly na MAPK draze spociva v reaktivaci ERK, amplifikaci B-RAF nebo zméné
proteinu B-RAF alternativnim sestfihem, coz vede ke zvySené kinasové aktivité (Shao et
Aplin, 2010). Navic k rezistenci pfispivaji i sekundarni mutace v MAPK draze, nejcastéji
N-RAS a MEK, které zpusobuji necitlivost bun¢k k inhibitoru (Emery et al., 2009). Aby
byla rezistence ptekonana, sleduji se nyni v klinickych studiich ucinky kombinované
terapie vemurafenibu, naptiklad s imunomodulaénimi c¢inidly nebo inhibitory MEK
(Trunzer et al., 2013).

Dalsi skupinou proteinkinas, na které muze byt cilend inhibice, jsou isoformy
kinasy PI3K (Brana et Siu, 2012). Pokrocilé studie vedly k vyvoji inhibitort, které jsou
selektivné cilené pouze na katalytické misto téchto kinas (Ogita et Lorusso, 2011). Nové,
specifické inhibitory isoformy PI3Ka, vykazuji vysokou u¢innost na bunéénych liniich
nesoucich mutaci PIK3CA, se vzristajicim poctem kopii tohoto genu navic stoupa
senzitivita bun¢k k inhibitoru. Na druhou stranu mutace B-RAF aPTEN zpisobuji
rezistenci (Brana et Siu, 2012). Inhibitory PI3K jsou napiiklad GSK2126458 a BEZ235.
Tyto inhibitory byly hodnoceny in vitro, pfi jejich pouziti jako monoterapie nebyla
prokazana zadna bunééna odpoveéd’, avsak v kombinaci s inhibitory MEK vykazovaly
zesilenou inhibici bunécného rastu (Britten, 2013). Nizka G¢innost samotnych inhibitora
PIBK je déna interakci paralelnich  signalnich drah  PI3K/AKT/mTOR
a RAS/RAF/MEK/ERK, navic rezistence k terapii je zesilena nadmérou expresi nebo
prilisnou aktivaci PDGFR-B (platelet derived growth factor receptor) ¢i IGFIR
(insulin-like growth factor 1 receptor) (McCubrey et al., 2012). Rezistenci lze tedy

piekonat, stejné jako v ptipad€ vemurafenibu, kombinovanou inhibici obou signélnich drah
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(Villanueva et al., 2010). V neposledni fadé jsou pro cilenou terapii vyuzivany i inhibitory
CDK, jimz bude vénovéana samostatna kapitola.

Kromé terapie cilené na proteinkinasy je mozné i vyuZziti imunoterapie. Ta je
zalozena na zvySeni schopnosti imunitniho systému eliminovat nadorové builky
a dosahnout tak chemoterapeutického ucinku (Mansh, 2011). Melanomové 1éze casto
obsahuji infiltrativni T-bunky specifické k antigenim melanocytli asociovanych
s nadorem, jedna se napiiklad o MART1 (melanoma antigen recognized by T-cells 1),
gp100 (glycoprotein 100) a tyrosinasu (Tjin et al., 2011) a pravé diky takovym antigentim
je imunoterapie mozna. Metodou k eliminaci melanomovych bun¢k je zvyseni piirozené
funkce téchto cytotoxickych T-lymfocytd (CTL) (Levings et al., 2001). Antigen 4
asociovany s CTL (CTLA-4; cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4) je molekula
typu imunoglobulinu, nachézejici se primarné na CD4" a CD8" T-lymfocytech. Antigen
CTLA-4 je dulezity pro regulaci drah pro aktivaci T-bunék ataké brani autoimunitnim
reakcim (Melero et al., 2007). Rekombinantni lidskou monoklonalni protilatkou, ktera se
vaze na CTLA-4, je ipilimumab. Po vazbé na CTLA-4 dochazi k zablokovani interakce
S jeho substraty CD80 a CD86. Toto imunoterapeutikum posiluje protinddorovou odpoveéd’
T-bun¢k, avsak vede K jejich nekontrolovatelné proliferaci, coz mize mit za nasledek
vznik autoimunitnich reakci (Hodi et al., 2010; Robert et Ghiringhelli, 2009). Krom¢
monoterapie je ipilimumab vhodny i k terapii kombinované. Naptiiklad kombinace
vemurafenibu s imunoterapii by mohla umoznit pfekonani mechanismi rezistence.
Imunoterapie ma totiz nizkou rychlost odezvy, ale za to dlouhy ucinek, naproti tomu
inhibitory B-RAF maji vysokou pocateéni rychlost odezvy, ale zfidkakdy je odezva
dlouhodoba (Lipson et Drake, 2011; Ascierto et al., 2012b). Ipilimumab navic G¢inkuje
nepiimo aktivaci imunitniho systému, a tak je jeho ucinnost ziejma jak u pacientl S mutaci
BRAFYE v melanomovych buiikach i bez ni (Shahabi et al., 2012).

V soucasné dob¢ je vyvijena cela fada protinddorové ucinnych latek cilenych proti
riznym onkogentm. Jednou z téchto skupin jsou 1 inhibitory cyklin-dependentnich kinas,
z nichZ nékteré vykazuji nad€mnou protinddorovou aktivitu proti melanomu. V dalSich

kapitolach proto bude popsana funkce téchto enzymil a vlastnosti jejich inhibitort.
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2.2 CDK a jejich regulace

Cyklin-dependentni kinasy (CDK) jsou serin/threoninové kinasy, jejichz katalyticka
aktivita je regulovana interakcemi s cykliny a pfirozenymi inhibitory CDK (CKI). Cykliny
jsou pozitivnimi regulaénimi podjednotkami CDK, kontroluji jejich kinasovou aktivitu
a substratovou specificitu. Naopak inhibitory CDK mohou zcela zastavit bunécny cyklus
v piipadé podminek nepiiznivych pro bunééné déleni (Lim at Kaldis, 2013).

Ze strukturniho hlediska jsou CDK, podobn¢ jako ostatni kinasy, tvofeny dvéma
laloky. Aminokoncovy lalok je slozeny z B-skladanych listd, obsahuje inhibi¢ni element
bohaty na glycin (G-loop, G-smycka) a jediny a-helix, oznacovany jako C-helix, ktery
obsahuje sekvenci typu PSTAIRE, nutnou pro vazbu pfislusného cyklinu. Sekvence
PSTAIRE je typicka pro CDK2, u ostatnich kinas je nepatrné odlisna. C-koncovy lalok se
vyznacuje o-helikalnim uspofadanim a obsahuje aktivacni segment (T-smycka) véetné
fosforylacéné senzitivni aminokyseliny. Pokud se CDK nachézi v monomerické formé, tedy
bez cyklinu, je katalytické misto uzavieno pravé T-smyckou, kterd brani enzymatické
aktivité¢ samotné CDK. Aktivni misto je uloZzeno mezi laloky. (De Bondt et al., 1993;
Jeffrey et al., 1995).

Substratova specifita CDK je tfizena prolinem s preferenci sekvence S/T-P-X-K/R.
K tomuto uptednostnéni dochdzi v disledku ptitomnosti hydrofobni kapsy v blizkosti
katalytického mista, kde se nachazi prolin (pozice +1). Ne vSechny CDK ale vyZaduji
ptitomnost bazické aminokyseliny v pozici +3, jedna se naptiklad o transkripéni CDK, pro
které nemusi byt sekvence S/T-P-X piesna. CDK7 nebo CDK9 mohou fosforylovat
pfislusna rezidua i za nepfitomnosti prolinu v pozici +1 (Echalier et al., 2010).

Jak jiz bylo zminéno vyse, regula¢nimi podjednotkami CDK jsou cykliny. Spole¢né
s CDK vytvaii heterodimericky komplex, ktery mé pod kontrolou priitbéh bunééného cyklu
a prechod jeho kontrolnimi body prostiednictvim fosforylace cilového substratu. Do
kontroly bunééného cyklu jsou zapojeny cyklin A, cyklin B, cyklin D4, Dy, D3 a cyklin E.
V pribéhu bunécného cyklu dochazi ke kolisani hladin vSech cyklind, tyto oscilace vedou
k aktivaci urcit¢é CDK (Zhu et al., 2003). Hladina cyklinti mize byt modifikovana hormony
arastovymi faktory (pozitivn€¢) nebo aktivaci specifickych proteolytickych mechanismt
(negativng). Deregulace cyklinti v transformovanych bunkach pak pfispiva K oslabeni
kontrolnich bodi, snizeni citlivosti na mitogenni stimulaci a celkové podpoie bunécné

proliferace.
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Pii vazbé cyklinu na CDK dochazi k silnym hydrofobnim interakcim. Asociace
cyklinu s C-helixem podnécuje rotaci Vv ose tohoto useku, pficemz se generuji nové
interakce v aktivnim ATP-vazebném misté. Dale pak cykliny sméruji C-lalok aktiva¢niho
segmentu CDK ven z katalytického mista, zpfistupni se fosforylacné¢ senzitivni
aminokyselina amuze byt fosforylovana pomoci CAK (CDK-activating Kkinase).
Fosforylovand aminokyselina pak plsobi jako stabilizujici struktura aktivovaného
heterodimeru (Echalier et al., 2010; Russo et al., 1996a). Mira interakce je u riznych CDK
a cyklinu odlisna, naptiklad CDK2 a cyklin A interaguji na svych N- i C-lalocich, zatimco
kontakt CDK4 s cyklinem D je limitovan pouze na N-lalok ana rozdil od CDK2,
ATP-vazebné misto CDK4 ziistava i po vazbé cyklinu nepfistupné svym substratim (Day
et al., 2009; Takaki et al., 2009). N¢které CDK, jako tieba CDKS, nevyZzaduji pro svou
aktivitu fosforylaci v aktiva¢nim misté(Echalier et al., 2010).

Oblast bohat4d na glycin (G-smycka) v N-koncovém laloku je pfidatna regulacni
oblast CDK, zejména proto, ze obsahuje aminokyselinova rezidua threoninu a tyrosinu
Vv pozicich 14 respektive 15, jejichz fosforylace inhibuje kinasovou aktivitu. Fosforylace
Thrl4 a nebo Tyrl5 kinasami Mytl (myelin transcription factor 1) a Weel (Weel-like
protein kinase) inhibuje mnohé ¢leny CDK rodiny a brani tak prab&éhu bunééného cyklu.
D¢je se tomu naptiklad pii odpovédi na poSkozeni DNA. Pro opétovhou aktivaci CDK
anormalni priabéh bunécného cyklu je nutna eliminace téchto fosfati fosfatasami z
proteinové rodiny Cdc25 (cell division cycle 25) (Boutros et al., 2007). Inhibi¢ni
fosforylace Thr14 nebo Tyrl15 nevede k vyraznym strukturnim zménam CDK, ale snizuje
afinitu CDK K jejim substratim. Aminokyselinové zbytky Thr14 a TyrlS se nenachazi u
CDKZ7, tato kinasa je zfejm¢ konstitutivné aktivni (Echalier et al., 2010).

Negativni regulace bunéfného cyklu je dale zprostfedkovédna dvéma hlavnimi
rodinami proteint, konkrétné se jedna o inhibitory CDK4 — nadorové supresory INK4
a proteiny rodiny CIP/KIP (CDK interacting protein/Kinase inhibitory protein) — p21CIP1,
p27KIP1 a p57KIP2. Skladani a funkce komplexit CDK4/cyklin D a CDK6/cyklin D jsou
negativné regulovany proteiny rodiny INK4, ktera zahrnuje produkt genu CDKNZ2A
(cyclin-dependent kinase inhibitor 2A). Diky alternativnimu sestfihu a pfitomnosti dvou
promotorti v lokusu CDKN2A dochazi k expresi dvou odlisnych transkriptd (Mao et al.,
1995; Stone et al., 1995). Prvni z nich vznika transkripci exonu El, aproduktem je
pl6INK4A, ktery inhibuje CDK4/6, druhym produktem je pl4ARF, inhibujici MDM?2
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(murine double minute 2) proteiny a vznikajici z exonu E1lg (Pomerantz et al., 1998; Quelle
et al., 1995). Regulace a kontrola interakci mezi p16 a komplexy CDK4/6/cyklin D je
kritickd pro normdalni bunécny rast, coz dokazuje také fakt, ze jednim z nejcastéji
amplifikovanych genti u nadorovych bun¢k je CDK4, naopak nejvyssi frekvenci delece
vykazuje pravé pl6INK4A (Beroukhim et al., 2010). Proteiny INK4 interaguji s CDK ve
formé¢ monomerti. Inhibice se déje naruSenim styéné plochy mezi cyklinem
a ATP-vazebnou kapsou, coz brani aktivaci CDK4 cykliny typu D nebo CAK (Jeffrey et
al., 2000). Proteiny z rodiny inhibitord CIP/KIP umoziuji regulaci az po formaci
heterodimeru cyklin/CDK (Russo et al., 1996b).

2.2.1 Funkce CDK

Normalni bunéény rist je regulovan dynamickou souhrou signald, které kontroluji bunéény
metabolismus, proliferaci, diferenciaci a bunéénou smrt. Dulezitou roli v bunééném cyklu
maji jeho tfi kontrolni body v Gi, G, a M fazi. Kontrolni body zajist'uji piesnou bunéénou
proliferaci areplikaci DNA. Ztrata kontroly v téchto bodech pak vede K nefizené
proliferaci, genomické nestabilit¢ aonkogenezi (Malumbers et Barbacid, 2001).
V klasickém piipadé je bunéény cyklus kontrolovan tfemi interfaznimi CDK (CDK2,
CDK4, CDK®6), mitotickou CDK1 a cykliny ¢tyt tiid - A, B, D aE, (Malumbers et
Barbacid, 2009). K rozhodnuti, zda buiika vstoupi do bunééného cyklu, dochazi v Gy fazi.
Zasadni v této fazi je interakce mezi komplexem CDK3/cyklin C a ¢leny retinoblastomové
proteinové rodiny (RB1-RB3). Tento komplex fosforyluje RB proteiny v pozici
Ser807/811 a fosforylace téchto mist je nezbytna pro efektivni uvolnéni bunck z Gy faze

(Ren et Rollins, 2004). V ¢asné G; fazi pak dochazi k expresi cyklini typu D, coZ vede k

fosforylaci RB proteint. V disledku této fosforylace dochazi k uvolnéni transkripcnich
faktord E2F, které umoziuji transkripci gend nutnych pro ptechod kontrolnim bodem
(Pardee, 1989). Az do tohoto okamziku je bunéény cyklus reverzibilni a zavisly na
mitogenni signalizaci. V pozdni G; fazi fosforyluje komplex CDK2/cyklin E RB1-RB3 na
dal§ich mistech, coZ umoziuje transkripénim faktortm E2F indukovat expresi gent
potiebnych pro replikaci DNA, tedy zahajeni S faze. Pfechod do S faze je oznacovany jako

restrikéni bod a zésadni roli hraje zejména u nadorovych bunék, které jsou schopné projit
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timto bodem nezavisle na pfijmu mitogenniho signalu. Nasledné jsou proteiny RB
udrzovany ve fosforylovaném stavu komplexem CDK2/cyklin A a mitotické CDK1, ktera
je aktivovana cykliny A a B a zajistuje tak pokracovani cyklu (Santamaria et al., 2007).

V tabulce | je uveden piehled vybranych CDK spolu s jejich vazebnymi partnery a funkci.

Tabulka I: Ptehled cyklin-dependentnich kinas, jejich vazebnych partnert a funkei (Podle Peyressatre et al.,
2015).

CDK Cyklin Funkce
CDK1 B Mitosa
A S faze
CDK2
E G,/S faze
CDK3 C Go/G; faze
CDK4 D G, faze
CDK5 p35/p39 Neuronalni funkce
CDK6 D G, faze
CDK7 H Aktivace CDK, transkripce
CDKS8 C Transkripce
CDK9 T Transkripce
CDK11 L Regulace sestiihu
K Oprava DNA
CDK12
L Regulace sestiihu
K Transkripce
CDK13
L Regulace sestfihu

Kromé bunécéného déleni se CDK ucastni také regulace transkripce, konkrétné se

jedna o CDK7, CDK8, CDK9, CDK12 a CDK13 (Bartkowiak et Greenleaf, 2011).
Transkripéni CDK fosforyluji C-koncovou doménu (CTD) RNA polymerasy 11 (RNAPII),

......

(Fuda et al.,, 2009). CDK ajejich odpovidajici partnefi spole¢né vytvaii specifické
transkripcni  komplexy. Naptiklad CDK7/cyklin  H/Matl je soucasti obecného
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transkripéniho faktoru TFIIH. Tento transkripéni faktor se ucastni iniciace transkripce,
konkrétné se jednd o fosforylaci SerS C-koncové domény RNAPII navazané na promotoru.
CDK7 je taktéz schopna fosforylovat atim aktivovat jiné CDK, ma tedy funkci jako
CDK-aktiva¢ni kinasa (CAK) (Liu et Kipreos, 2000). Dalsim komplexem je
CDKS8/cyklin C, ktery je soucasti mediatorového komplexu, regulujiciho transkripci
zavislou na RNAPIIL, a nakonec komplex CDKO9/cyklin T, predstavujici aktivni formu
pozitivniho transkripéniho elongaéniho faktoru P-TEFb. Obé nedavno objevené kinasy
CDK12 a CDKI13 tvoii komplex s cyklinem K a podili se na regulaci sestiihu pre-mRNA
(Bosken et al., 2014). Transkripéni CDK fosforyluji serinova rezidua v heptapeptidové
repetici 1-Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser-7 velké podjednotky RNA polymerasy Il. Pocet
repetic se 1i$i v zavislosti na typu organismu a to v rozmezi od 26 repetic u kvasinek az po
52 repetic u savcu (Bosken et al., 2014). Ze sedmi aminokyselin repetice CTD mohou byt
fosforylovany vSechny tfi seriny — Ser2, Ser5, Ser7, threonin — Thr4 a také tyrosin — Tyrl
(Heidemann et al., 2013; Egloff et al., 2012). C-koncova doména RNAPII je esencialni pro
bunécnou viabilitu, jeji ¢astecné poskozeni nebo mistné specifickd mutace vedou k urcitym
rastovym defektim buné€k a naruseni procesu zpracovani mRNA (Bosken et al., 2014).
V soucasné dob¢ se ma za to, ze CTD funguje jako zakladni prvek pro koordinaci a vazbu
proteinti Ucastnicich se riznych fazi transkripce a zaroven propojuje transkripci s ostatnimi
jadernymi procesy, jako je maturace mRNA nebo modifikace chromatinu. (Heidemann et
al., 2013; Egloff et al., 2012).

Dalsi cyklin-dependentni kinasa, CDKS5, je mezi ¢leny CDK vyjimeéna ze dvou
davodui. Za prvé svou funkei, kterd je omezena pouze na nervovy systém, za druhé svou
aktivaci, ktera neni zavisla na cyklinech, ackoli jejich vazba na CDKS5 je mozna. K aktivaci
dochdzi po vazbé proteind p35 ap39. Tyto proteiny jsou od cyklini strukturné velmi
odlisné a kK jejich expresi dochazi pouze v nervové tkani. Aktivita CDKS5 je kriticka pro
presnou formaci a funkci mozku. Vzhledem k jeji fyziologické funkci je ziejmeé, Ze se
CDKS5 podili i na vzniku neurodegenerativnich poruch. Pokud dojde ke Stépeni p35,
aktivatoru CDKS, na aktivnéj8i fragment p25 a ke vzniku komplexu p25/CDKS, dochazi
k aberantni fosforylaci proteinu tau a neurofilament, které jsou oba zahrnuty v procesu

patogeneze neurodegenerativnich onemocnéni (Kesavapany et al., 2004).
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2.2.2 Nizkomolekularni inhibitory CDK pro cilenou terapii
V prabéhu minulych dvaceti let byla vyvinuta spousta inhibitort CDK jako potencialnich
nadorovych terapeutik. Tyto CDK inhibitory byly testovany na mnoha bunéénych typech
nadort. CDK inhibitory prvni generace jsou relativné nespecifické, patii mezi n¢ napiiklad
flavopiridol, olomoucin nebo roskovitin. Na zaklad¢ struktur inhibitor prvni generace
dochazi k neustalému vyvoji dalSich inhibitord CDK, tzv. inhibitorit CDK druhé generace,
ptfiCemz cilem je vzdy vytvofit inhibitor s vyssi u¢innosti (Asghar et al., 2015).

Vzhledem kzéasadni roli, kterou maji CDK v kontrole bunééného cyklu
a tumorigeneze, je cilena terapie na interfazni, mitotické i transkripéni CDK u melanomu
intenzivné zkoumana. Napiiklad CDK2 hraje dulezitou roli béhem bunétné interfaze
aV ptipad¢ melanomu je jeji role zasadni. Exprese tohoto proteinu je u melanomu
kontrolovana melanocytarnim transkripénim faktorem MITF (Du et al., 2004). Vysoka
exprese CDK2 byla pozorovana jak v ptipadé metastatického melanomu, tak i u melanomu
in situ (Abdullah et al., 2011). Zatimco tato kinasa je u vé&tSiny bunéfnych typu
postradatelna pro piechod z G; do S faze, u melanomu je tomu naopak - RNA interference
CDK2 vede k inhibici proliferace in vitro. Podobné jako je tomu u inhibice CDK4, uml¢eni
CDK?2 inhibuje buné¢ny rust, ale nedochazi ke spusténi apoptosy (Du et al., 2004).
Vzhledem k efektim selektivnich inhibitort CDK4 a CDK2 na viabilitu melanomu neni
prekvapujici, Ze soucasné potlaceni funkci téchto dvou kinas vede k inhibici bunééného
rastu a to jak in vitro, tak in vivo. Soucasna inhibice CDK2 a neinterfazni CDK, naptiklad
CDK1, 5 7 nebo 9, pak indukuje zastaveni buné&tného cyklu ataké apoptosu
melanomovych bun¢k (Jalili et al., 2012).

Roskovitin (Seliciclib) je CDK inhibitor, ktery kompetuje o ATP vazebné misto
v molekule kinasy. Z chemického hlediska je roskovitin derivatem purinu, konkrétné se
jedna o 2-(1-ethyl-2-hydroxyethylamino)-6-benzylamino-9-isopropylpurin (obrazek 2).
Byl objeven pfii testovani série C2, N6, N9-substituovanych adenini a vykazuje jak
vysokou uéinnost, tak selektivitu vii¢i komplexim CDK2/cyclin E, CDK7/cyclin H/Matl
a CDKO9/cyclin T (Meijer et al., 1997). Roskovitin indukuje apoptosu v nadorovych
buné¢nych liniich, redukuje rist nadorti v mysich xenograftech a stal se jednim z prvnich
klinicky testovanych CDK inhibitort. Bylo prokazano, ze pii pouziti roskovitinu na
bunééném modelu mnohocetného myelomu dochazi k rychlému zablokovani fosforylace

CTD RNAPII, inhibici transkripce a poklesu jak proteinové, tak mRNA hladiny
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antiapoptotického faktoru Mcl-1 (myeloid-cell Leukemia 1), coz nasledné vede k indukci
apoptosy. U mnohoc¢etného myelomu byla navic dokazana dulezitost proteinu Mcl-1
pomoci siRNA (short interfering RNA), kdy samotna RNA interference byla k indukci
apoptosy dostacujici. (MacCallum et al., 2005).

Na zaklad¢ identifikace roskovitinu se zacaly hledat latky odvozené od purind,
které by mohly mit stejnou nebo vyssi ucinnost a specificitu. K syntéze novych inhibitorti
se vyuziva n¢kolika pfistupt. V piipadé roskovitinu se jedna o modifikace jeho
substituenti, nebo o pieskupeni atomu dusiku v molekule purinu. Oba piistupy vedly
k vytvofeni velkého mnozstvi inhibitord odvozenych od roskovitinu ataké novych
inhibitortd, jejichz zakladem jsou rtizné typy heterocyklickych molekul. Jedna se naptiklad
0 pyrazolo[3,4-d]pyrimidiny, imidazo[2,1-f]-1,2,4-triaziny, imidazo[4,5-d]pyridiny nebo
pyrolo[3,2-d]pyrimidiny (Jorda et al., 2011).

OH

Obrazek 2: Strukturni vzorce (A) roskovitinu, (B) dinaciclibu, (C) CR8
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Inhibitor CDK 2R-[[9-(1-methylethyl)-6-[[[4-(2-pyridinyl)fenyl]methyl]amino]
-9H-purin-2-ylJamino]-1-butanol s oznac¢enim CR8 byl pfipraven optimalizaci substituentu
roskovitinu v poloze N6, kde se v tomto piipadé nachazi biaryl, strukturni vzorec je uveden
na obrazku 2. Z vice nez sta testovanych kinas vykazuje CR8 nejvyssi selektivitu vici
CDK1, 2, 3, 5, 7 a CDKO9, navic oproti roskovitinu byla slou¢enina CR8 2 - 4x vice u¢inna
(Bettayeb et al., 2008).

V nedavné dobé nékteré vysoce selektivni nizkomolekularni inhibitory CDK
vstoupily do klinickych testi, jedna se piedev§im o palbociclib, abemaciclib a ribociclib
(Dickson, 2014). Tyto molekuly jsou selektivni, G¢inné a aktivni pfi oralnim podani
pacientim. Jednd se o kompetitivni inhibitory CDK4 a CDK6 a projevuji se inhibici
fosforylace RB proteint (Fry et al., 2004; Rader et al., 2013; Gelbert et al., 2014).
Vsechny tfi slouceniny jsou aktudln¢ ve treti fazi klinickych testd pro
ER-pozitivni/HER2-negativni metastatickou rakovinu prsu, tedy takovou, ktera je zavisla
na estrogenovém receptoru (ER) a v nddorovych buiikach se nevyskytuje amplifikace genu
HER2 (human epidermal growth factor receptor 2). VSechny molekuly jsou také v ranych
klinickych fazich pro 1é€bu mnohocetného myelomu, rakoviny tlustého stieva nebo prave
melanomu (Schwartz et al., 2011; Flaherty et al., 2012; Leonard et al., 2012). Ackoli je
sledovani klinické ucinnosti selektivnich inhibitori CDK4 a CDK6 u pacientl trpicich
melanomem teprve v pocatcich, preklinicka data odhaluji, ze inhibice CDK4 a CDK®6 bude
efektivni u melanomii s mutaci B-RAFY®%F a taky s mutaci N-RAS (Kwong et al., 2012;
Shapiro et al., 2013; Yadav et al., 2014). Preklinické studie na transgennich mysich
modelech prokazuji, ze kombinace inhibitordt CDK4/6 a inhibitoru MEK1/2 vede
k synergické Uc¢innosti v N-RAS mutovanych melanomovych bunkach (Kwong et al.,
2012). Abemaciclib indukuje zastaveni bunééného cyklu a nasledné inhibuje rust mysich
xenograftéi s mutaci B-RAF'®E. V kombinaci s vemurafenibem pak abemaciclib vede
k aditivni inhibici nadorového rustu (Yadav et al., 2014). Lééba melanomu kombinovanou
terapii inhibitort B-RAF a CDK tudiz mize byt lep$i moznosti nez pouziti jednotlivych
samostatnych inhibitori.

NejzajimavéjSim inhibitorem z hlediska testovani na melanomovych nadorovych
liniich je dinaciclib (obrazek 2). Ovlivnéni panelu melanomovych bun€k dinaciclibem
vede ke koncentracné-zavislé inhibici jejich rlstu, ktera je asociovana srychlym

zastavenim bunécného cyklu v Go/M fazi aindukci apoptosy. Po ovlivnéni xenograft
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lidského melanomu v mysich dinaciclibem doslo k ustupu nadoru, pficemz tento ucinek je
zpusoben snizenim Urovné fosforylace RB proteinii aexpresi Bcl-2. Dinaciclib také
indukuje expresi p53 a soucasné snizuje expresi antiapoptotickych proteinii Mcl-1 a XIAP.
Pro objasnéni aktivace p53 pii dinaciclibem indukované bunécné smrti byly pouzity
melanomové bunécné linie s umléenou expresi p53 pomoci shRNA (small hairpin RNA).
Diky nim bylo dokazéno, ze pii nulové hladiné proteinu p53 v buiikach a po ovlivnéni
téchto bun€k dinaciclibem je indukce apoptosy kompletn¢ zastavena. Dinaciclib tedy
indukuje apoptosu V panelu melanomovych nadorovych linii mechanismem, ktery je

zavisly na proteinu p53 (Desai et al., 2013).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
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3.1 Cil prace
Cilem prace byla charakterizace ucinkii novych nizkomolekuldrnich inhibitori CDK
s pyrazolopyrimidinovym skeletem, které byly nedavno pfipraveny v Laboratofi rastovych
regulatord, vbuné&ném modelu maligntho melanomu. Diléi cile byly stanoveny
nasledovné:

e stanoveni cytotoXicity v bunécné linii G361

¢ sledovani zmén hladin proteint regulovanych CDK Vv bunikach po ovlivnéni latkami

e vliv testovanych inhibitorti na indukci apoptosy.
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Pristroje a laboratorni vybaveni

V pribéhu provedeni experimentalni casti byly pouzity nasledujici piistroje a laboratorni
vybaveni: CO; inkubator (Sanyo), flowbox s vertikalnim proudénim vzduchu TC 48
(Gelaire), centrifuga BR4i (Jouan), mikroskop Nikon TMS (Nikon), vodni lazen,
ultrazvukovy homogenizator Sonoplus 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 kamera
LAS4000 (FujiFilm), fluorescenéni reader pro mikrotitraéni desti¢ky Fluoroskan Ascent
(Thermo Labsystems).

4.2 Pouzité chemikalie

V pribéhu experimentalni ¢asti byly pouzity nasledujici chemikalie: calcein AM,
ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA), ethylenglykoltetraoctova kyselina (EGTA),
trypsin, penicilin, streptomycin, L-glutamin, dimethylsulfoxid (DMSO), inhibitory proteas
leupeptin a aprotinin, dithiothreitol (DTT), fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), fluorid
sodny, N,N‘-methylenbisakrylamid, tetramethylethylendiamin (TEMED), peroxodisiran
amonny, hydroxid draselny, Nonidet P-40, Triton X-100, bromfenolova modf,
acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-methylkumarin (Ac-DEVD-AMC) od firmy Sigma
Aldrich; kultivacni médium Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), fetalni teleci
sérum, hovézi sérovy albumin (BSA) od firmy Invitrogen; akrylamid, Tween 20,
tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) a glycin od firmy MP Biomedicals;
chemiluminiscenéni substraty luminol a peroxid (ECL kit) od firmy Thermo Scientific;
2-merkaptoethanol a  Ponceau S od firmy  Serva; chlorid  sodny,
piperazin-1,4-bis(2-ethansulfonova kyselina) (PIPES), chlorid draselny a dodekahydrat
hydrogenfosfore¢nanu disodného od firmy Penta; dodecylsiran sodny (SDS) a glycerol od
firmy Lach-Ner; dihydrogenfosfore¢nan draselny od firmy Chemapol.
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4.3 Pouzité roztoky

PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPO4, 2 MM KH,PO,4 (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 EGTA,
2 mM NaF, 0,2% Nonidet P-40, tésn¢ pted pouzitim byl pfidan: 1 mM DTT, 1 mM
PMSF, 10 pg/ml leupeptin, 10 pg/ml aprotinin;

Cinidlo Bradfordové: 0,01% Coomassie Brilliant Blue, 95% ethanol, 85% kyselina
fosforeéna;

5x SDS vzorkovy pufr: 0,3 M TRIS (pH = 6,8), 10% SDS, 50% glycerol, 0,05%
bromfenolova modi, 5% 2-merkaptoethanol;

Elektroforeticky 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% kyselin€ octové;

Kaspasovy reakéni pufr: 25 mM PIPES/KOH (pH = 7,3), 2 mM EGTA, 2 mM MgCly,
pted pouzitim pfidan 5 mM DTT.

4.4 Pouzité protilatky

V experimentalni ¢asti byly pro detekci proteintl pouzity specifické protilatky proti celkové
RNAPII od firmy EMD Millipore (fedéni 1:1000), RNAPII fosforylované na Ser2 a
RNAPII fosforylované na Ser5 od firmy Bethyl Laboratories, Inc. (fedéni 1:1000), Mcl-1
(klon S-19, fedéni 1:250), PARP-1 (klon F-2, fedéni 1:250) a B-aktin (fedéni 1:5000) od
firmy Santa Cruz Biotechnology, Inc. Protilatka proti proteinu p53 (klon DO-1, fedéni
1:20) byla ziskana od Dr. B. Vojtéska z Masarykova onkologického ustavu v Brné. Pouzité

sekundarni protilatky znac¢ené kienovou peroxidasou byly od firmy Sigma Aldrich.
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4.5 Pouzita bunécna linie

Pro experimentalni ¢ast byla pouzita adherentni bunécna linie G361 odvozena od lidského
maligniho melanomu. Kultivace probihala v. médiu DMEM s obsahem fetalniho teleciho
séra (10 %), penicilinu (0,1 U/ml), streptomycinu (0,1 mg/ml) a L-glutaminu (0,3 mg/ml)
Vv inkubdtoru pfi teploté 37 °C v 5% atmosféte CO».

4.6 Studované inhibitory CDK

Studované inhibitory CDK s pyrazolopyrimidinovym skeletem (oznacené¢ kody 2674,
3087, 3088 a 3175) byly piipraveny doc. Ing. Liborem Havlickem, CSc. z Izotopové
laboratofe Ustavu experimentalni botaniky AV CR. Struktury nejsou uvedeny z davodu
piipravy patentové ochrany. Jako pozitivni kontrola byly pouzity latky 1404 a 2204
ptipravené doc. Ing. Liborem Havlickem, CSc. jiz diive (Jorda et al., 2011; Oumata et al.,
2008), jejich struktury jsou uvedeny na obrazku 3. VSechny slouceniny byly
charakterizovany pomoci MS, NMR a elementarni analyzy a jejich Cistota byla vyssi nez
95 %. Pro bunétné experimenty byly tyto inhibitory rozpustény v DMSO na koncentraci
100 mmol/l. Tyto zasobni roztoky byly uchovavany pfi teploté 4 °C a fedény tésné pied
pouzitim do kultivaéniho média tak, aby vysledna koncentrace DMSO nebyla vyss§i nez

0,1 %.
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Obrizek 3: Strukturni vzorce kontrolnich latek (A) 1404 (B) 2204
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4.7 Kultivace bunék a jejich ovlivnéni
Bunécéna linie G361 byla kultivovdna v inkubatoru pfi teploté 37 °C v atmosfére 5% COp,
po dosazeni ptiblizn€ 90% konfluence byly buniky vzdy pasdzovény.

V ptipad¢ ovlivnéni bun€k byly tyto vysazeny na Petriho misky v poc¢tu 1,5 milionu
bunék, nasledovala 24 hodinova inkubace, aby doslo k adhezi bun¢k na dno kultiva¢ni
nadoby. Nasledn¢ bylo vyménéno médium, ve kterém byly nafedény testované latky na
prislusnou koncentraci. Ovlivnéni probihalo po dobu 24 hodin za standardnich
kultiva¢nich podminek. Jako kontrola byly pouzity buiniky, knimz bylo pfidano
odpovidajici mnozstvi DMSO.

4.8 Test cytotoxicity

Pro zjisténi cytotoxicity testovanych latek na danou bunécnou linii bylo vyuzito barviva
Calcein AM, které je akumulovdno v zivych bunkach apfeménéno intracelularnimi
esterasami na fluorescenéni produkt. Intenzita fluorescence linearné odpovida poctu zZivych
bunck v kultufe ada se pouZzit pro stanoveni jejich poctu. Buiky byly vysazeny na
96-jamkovou desku a inkubovany 24 hodin, aby doslo k jejich adhezi ke dnu jamek. Bunky
byly ovlivnény latkami v koncentracich od 10 umol/l do 0,1 nmol/l po dobu 72 hodin. Po
této dobé byl k buikam pridan roztok Calceinu AM v PBS a opét probéhla hodinova
inkubace. Fluorescence ptezivsich bun¢k byla métena pii vinovych délkach 485/538 nm
(excitace/emise). Ze ziskanych hodnot byly pomoci softwaru ORIGIN vytvotfeny kiivky
zavislosti bunééné viability na davce latky (tzv. ,,dose-response curve®), z nich pak byla
odectena hodnota ICsp, tedy poloviéni maximalni inhibi¢ni koncentrace, pti které dochazi
K inhibici rastu 50 % bungk. Jako blank bylo v experimentu pouzito Cisté médium,

kontrolou byly neovlivnéné burky.

4.9 Sklizeni bunék a priprava lyzatu
Pro ptipravu vzorkl urcenych k testiim na aktivitu kaspas 3, 7 a imunoblotting byly bunky
uvolnény ze dna kultiva¢ni nadoby skrabkou a pieneseny do zkumavky. Nasledovala

centrifugace pti 1000 g po dobu 8 minut a pii teploté 4 °C. Supernatant byl odsat a buniky
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byly 2x promyty PBS, pficemz byly soucasné pfeneseny do 1,5ml mikrozkumavky a po
odstranéni supernatantu byly umistény do hlubokomraziciho boxu s teplotou -80 °C.

Po rozmrazeni byl bunécny pelet resuspendovan v odpovidajicim mnozstvi
lyzacniho pufru RIPA s pridavkem inhibitorti proteas. Lyze probihala na ledu po dobu
piiblizn¢ 20 minut za obCasného promichani, poté byly builky lyzovany ultrazvukovym
homogenizatorem (3 cykly, 15 vtefin, maximalni vykon 40 %) a pro odstranéni bunéénych
zbytkli nasledovala centrifugace pii 14000 g po dobu 20 minut apfi teploté¢ 4 °C.
Supernatant byl pienesen do novych mikrozkumavek avbunééném lyzatu byla
spektrofotometricky stanovena koncentrace proteinit metodou Bradfordové. Pro obé
analyzy je nutné, aby vSechny vzorky obsahovaly stejné mnozstvi proteini. Proto v ptipadé
vzorkd pro test aktivity kaspas 3 a7 byly vSechny lyzaty natedény pufrem RIPA na
koncentraci 3 pg/ul. Pro ucely western blot analyzy pak byly lyzaty fedény pufrem RIPA
na shodnou hodnotu, tedy na koncentraci vzorku s nejnizsi zjisténou koncentraci proteind.
Po vyrovnani koncentraci bylo ke vzorklim pfidano odpovidajici mnozstvi 5x SDS
vzorkového pufru pro elektroforézu, vzorky byly denaturovany 5 minut pfi teploté 95 °C

a uskladnény v mrazaku pii -20 °C.

4.10 SDS-PAGE, western blotting

Pro separaci proteinii byla pouzita gelova elektroforéza ve vertikalnim uspotadani,
separace probihala za denaturujicich podminek v 10% polyakrylamidovém gelu. Pfi
fokusaci proteinli v zaostfovacim gelu bylo pouZito napéti 80 V, po pfechodu proteint do
gelu déliciho bylo napéti zvySeno na 120 V.

Po dokonceni separace byl gel s proteiny prenesen na blotovaci aparaturu. Pienos
proteind na nitroceluldzovou membranu probihal po dobu dvou aptl hodin za stalého
chlazeni ledem apfi proudu 270 mA. Po ukonceni pfenosu proteini byla membrana
barvena Ponceau S 5 minut a nasledné oplachnuta destilovanou vodou. Diky nabarveni
dochazi ke zviditelnéni proteini na membrané aje tak moZnd vizualni kontrola
rovnomérného naneseni vzorki. Membrana byla zcela odbarvena v TBS anasledné
blokovana v 3% roztoku BSA v TBS s Tweenem 20 jednu hodinu. Blokovani je nutné, aby
nedochéazelo k nespecifickym vazbadm protildtek na volnou membranu. Nakonec byly

naneseny specifické primarni protilatky pro vybrané proteiny amembrany byly
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s protilatkou inkubovany ptes noc pfi teploté 4 °C ve vlhké komdirce. Nasledujiciho dne
byly membrany nékolikrat promyty TBS respektive TBS s Tweenem 20 a inkubovany
s ptisluSnymi sekundarnimi protilditkami znaCenymi kienovou peroxidasou. Inkubace
probihala pfi laboratorni teplot¢ po dobu jedné hodiny a ndsledné byly membrany opét
promyvany totoznym pufrem. Primarni i sekundarni protilatky byly fedény v 3% roztoku
BSA. Po promyti byl na membranu nanesen roztok luminolu a peroxidu z kitu ECL
v poméru 1:1 a pomoci CCD kamery LAS4000 bylo detekovano uvolnéné svételné zareni.
Principem chemiluminiscen¢ni reakce je preména substrati (peroxid, luminol) kienovou
peroxidasou na nestabilni produkt, ktery se stabilizuje vyzafenim svételného kvanta.
Mnozstvi daného proteinu je pfimo umérné mnozstvi peroxidasy a tim padem uvolnénému

svétlu, coz umoznuje relativni kvantifikaci proteind.

4.11 Fluorimetrické stanoveni aktivity kaspasy 3 a 7

Do 96-jamkové desky byl nadavkovan bunécny lyzat o objemu 5 pl s mnozstvim proteint
15 pg. K lyzatu bylo pfidano 100 pl kaspasového pufru se substratem Ac-DEVD-AMC,
smés byla opatrné promichdna, aby nedoSlo k napénéni anasledovala inkubace pfi
laboratorni teploté ve tmé po dobu minimaln¢ jedné hodiny. Fluorescence byla méfena po
dvou hodinach inkubace ato pii vlnovych délkach 355/460 nm (excitace/emise). Jako
kontrola byla méfena aktivita kaspas u neovlivnénych bunék, od vyslednych hodnot bylo

odecteno pozadi neboli autolyza substratu.
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5 VYSLEDKY

5.1 Stanoveni cytotoxicity

U ¢tyt pyrazolopyrimidinovych inhibitord CDK s oznacenim 2674, 3087, 3088 a 3175 byla
nejprve pomoci Calceinového testu stanovena cytotoxicita na bunécné linii G361, tedy byla
uréena hodnota ICsg. Hodnoty odectené zkiivek zavislosti bunééné odpovédi na
koncentraci latky jsou uvedeny v tabulce Il v mikromolarnich koncentracich. Pro ovlivnéni
byly pouzity koncentrace latek v rozmezi od 100 umol/l do 0,1 nmol/l, fedény byly
postupné¢ vzdy 10x od nejvySsi koncentrace po nejnizsi. Samotné ovlivnéni trvalo
72 hodin. Test cytotoxicity byl proveden ve tfech opakovanich, uvedené hodnoty jsou

pramérem dil¢ich méfeni.

Tabulka 11: Hodnoty ICsy pro Ctyfi testované inhibitory CDK. Doba ovlivnéni byla 72 hodin, pouZzité

koncentrace 100 umol/1 - 0,1 nmol/I.

Inhibitor I1Cso [umol/]
2674 0,23+0,02
3087 0,15+ 0,08
3088 3,05 +0,05
3175 0,19+0,03

Ze ziskanych hodnot ICsy byly odvozeny koncentrace pro nasledujici
experimenty - pro test aktivity kaspasy 3, 7 aimunoblotting. Konkrétné se jednalo o
nasobky 0,5x ICsp, 1x 1Csy @ 5x ICs. Ciselné vyjadfeni koncentraci je uvedeno niZe

v tabulce 11l v mikromolarnich koncentracich. Pfed pouzitim byly latky vzdy postupné

cvwr
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Tabulka 111: Koncentrace testovanych latek, které byly pouzity pro test aktivity kaspasy 3, 7 apro

imunoblotting.

Inhibitor 0,5% 1Csp [umol/l]  1x 1Cso [pmol/l] 5% 1Cso [umol/1]
2674 0,115 0,23 1,15
3087 0,075 0,15 0,75
3088 1,525 3,05 15,25
3175 0,095 0,19 0,95

5.2 Méreni aktivity kaspasy 3 a7
V ptedchozim experimentu bylo zjiSténo, ze kazda z testovanych latek 2674, 3087, 3088
a 3175 mé na bunécnou linii G361 cytotoxicky efekt. Je znamo, ze piibuzné inhibitory
CDK se vyznacuji svou schopnosti indukovat apoptosu (Gucky et al., 2013; Jorda et al.,
2011; Zatloukal et al., 2013). Pro relativni kvantifikaci proapoptotickych u¢inka
testovanych latek byl pouzit fluorimetricky test aktivity kaspas 3 a 7 v lyzatu bunék, které
byly diive ovlivnény testovanymi latkami v koncentracich 0,5% 1Csq, 1x I1Csp a 5% 1Csq po
dobu 24 hodin. Vsechny ziskané absolutni hodnoty fluorescence byly nejprve
normalizovany dle kontrolniho vzorku, posléze byly pfevedeny na relativni aktivitu kaspas.
Ze ziskanych dat je patrné, Ze vSechny Ctyfi latky jsou schopné indukovat apoptosu.
U latek 2674, 3087 a 3088 dochazi k mirnému zvySeni kaspasové aktivity v koncentracich
nizsich nez ICsp, nasledné je ziejmy postupny nartst aktivit az do nejvyssi koncentrace
5% 1Csp. V piipadé latky 3088 vsak dochazi k poklesu aktivity v nejvyssi koncentraci a to
zfejm¢ v dusledku degradace proteinti vlivem pouziti vysoké koncentrace latky. Latka
3175 vykazuje proapoptotické ucinky pouze v nejvyssi testované koncentraci, u nizSich
koncentraci nebyl pozorovan nartst kaspasové aktivity — ta se pohybovala na urovni

kontrolnich bunék, jak je uvedeno na obrazku 4.
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Obrazek 4: Relativni aktivita kaspas 3 a 7 v buné&&né linii G361 po 24 hodinovém ovlivnéni latkami 2674,
3087, 3088 a 3175 v koncentracich 0,5% 1Csq, 1% ICsp & 5% 1Cs. Fluorescence byla méfena po 2 hodinach

inkubace.

5.3 Sledovani vybranych proteinii souvisejicich s inhibici CDK

Vv zavislosti na koncentraci

Pro ovéfeni piedpokladaného mechanismu ucinku latek 2674, 3087, 3088 a 3175 byla
vyuzita metoda western blot, pomoci niz je mozné sledovat nejen hladiny proteind, ale také
jejich postranslaéni modifikace souvisejici s aktivaci nebo deaktivaci. Vzhledem
k predpokladanému mechanismu G¢inku byly sledovany hladiny RNAPII, coz je
vyznamny substrat CDK7 a CDKO9, ato jak celkové, tak fosforylované v mistech Ser2
a Ser5. Na fosforylaci C-koncové domény velké podjednotky RNAPII se podili nékolik
typt transkripénich CDK (Bartkowiak et Greenleaf, 2011; Fuda et al., 2009). Napiiklad
komplex CDK7 s jejimi partnery je soucasti transkripéniho faktoru TFIIH a podili se na
iniciaci transkripce, CDK9 je zodpovédna za fosforylaci v jiném mist¢ CTD a umoziuje
regulovat elongaci transkriptu. Pokud ale dojde k inhibici téchto transkripénich CDK,
nemuze byt RNAPII fosforylovana adochazi K poklesu jeji hladiny v ovlivnénych
bunkach.
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Obrazek 5: Stanoveni hladin proteinti v bunikach G361 vystavenych vlivu studovanych sloucenin. Buiky
byly ovlivnény latkami 2674, 3087, 3088, 3175 v koncentracich 0,5x 1Csp, 1x 1Csq a 5% 1Csy po dobu
24 hodin. Proteiny byly detekovany i v kontrolnich neovlivnénych bunkach (C); jako kontrola rovnomérné

koncentrace proteinti ve vzorcich poslouZila detekce B-aktinu.

Z obrazku 5 je zifejmé, Ze po 24 hodinovém ovlivnéni bunécné linie G361
ptislusnymi koncentracemi latek 2674, 3087, 3088 a 3175 dochazi k poklesu hladiny
fosforylované RNAPII v mistech Ser2 1 Ser5. U latek 2674, 3088 a 3175 dochazi ke
zietelnému snizeni hladiny fosfoRNAPII Ser2 v koncentraci 1x 1Csp, u latky 3087 je tomu
tak az v koncentraci nejvyssi. V ptipadé fosforylované formy RNAPII v pozici Ser5 byla
pozorovana zména hladiny proteinti v koncentraci 1x 1Csp u dvou latek a to 2674 a 3088,
zbylé dvé latky vyvolaly zménu hladiny tohoto proteinu v koncentraci nejvyssi. Na zaklade
tohoto pozorovani se nabizi tvrzeni, ze vSechny Ctyfi testované latky jsou moznymi
inhibitory transkripénich CDK.

DalSim proteinem detekovanym v tomto experimentu byl proapoptoticky protein
p53, ktery je za normalnich okolnosti v buiikach ve velmi nizké koncentraci. Jak je patrné
z obrazku 4, jeho hladina po ovlivnéni latkami vyrazné stoupa. Zietelny je narust hladiny
tohoto proteinu v burnikach vystavenych vzristajicim koncentracim studovanych sloucenin.

Naproti tomu hladina proteinu Mcl-1, ktery se podili na regulaci programované

bunééné smrti, se po ovlivnéni bunék G361 testovanymi latkami vyrazné sniZuje.
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V porovnani s kontrolnimi bunikami dochézi k vyraznému poklesu exprese v piipadé vSech
latek jiz v nejnizsi koncentraci, tedy 0,5% 1Cxsp.

Poslednim  sledovanym  proteinem byl fragment proteinu PARP-1.
Poly(ADP-ribosa) polymerasa 1 je substratem kaspas 3 a 7. Dochazi-li tedy k aktivaci
kaspas, je tento protein specificky stépen na dva fragmenty o velikosti 113 a 89 kDa.
Pritomnost fragmentu o velikosti 89 kDa (cPARP-1) je diikazem proapoptotickych u¢inku
testovanych latek. U kontrolnich bun€k k apoptose nedochazi, proto v jejich ptipad¢ nebyl
Stépeny PARP-1 detekovan, jak ukazuje obrazek 5. Stejné tomu tak je i v piipadé dvou
nedoslo ke §tépeni PARP-1, pouze v koncentraci 5x ICsq je zfejmé strmé zvysSeni hladiny
Stépného produktu tohoto proteinu. Po ovlivnéni bun¢k latkami 2674, 3087 a 3088 doslo
ruznych koncentraci latek neni vyrazny.

Kromé¢ ¢tyt novych inhibitort CDK byly v experimentu pro kontrolu pouzity i jiz
charakterizované latky 1404 a 2204. Jejich koncentrace pouZzité pro experiment byly opét

0,5% ICsg, 1% ICsp, 5% ICs0. Hodnoty jsou ¢iselné vyjadieny v tabulce IV.

Tabulka 1V: Koncentrace latek 1404 a 2204 pouzité pro 24 hodinové ovlivnéni bunék a nasledné stanoveni

urovné exprese vybranych proteinti.

Inhibitor 0,5% ICso [nmol/l]  1x ICs [umol/]] 5% 1Cs [nmol/l]
1404 2,425 4,85 24,25
2204 0,25 0,5 2,5

V ptipadé imunodetekce proteinti po ovlivnéni bunék latkou 2204 byly pozorovany
o¢ekavané zmény v hladinach vybranych proteinii, podobné jako tomu bylo v pfedchozich
ptipadech. Z obrazku 6 je zfejmé, Ze hladiny obou fosforylovanych forem RNAPII po
ovlivnéni bun¢k se vzristajici koncentraci klesaji, doslo tedy k zastaveni transkripce.
Naopak hladiny proteini p53 a cPARP-1 vzristaji, coz svéd¢i ve prospéch indukce
apoptosy. Hladina antiapoptotického faktoru Mcl-1 klesa, v nejvyssi koncentraci latky
2204 se jeho hladina jevi byt téméf nulova. Naopak hladiny proteinii detekované po

ovlivnéni bunék latkou 1404 neodpovidaji ocekavani. Hladiny vSech proteinii jsou
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Vv koncentracich 0,5% ICs9 a 1% ICs9 shodné s kontrolnimi butikami, v nejvyssi pouzité
koncentraci latky 1404 nebyly detekovany zadné sledované proteiny. To je mozné vysvétlit
pouzitim pfili§ vysoké koncentrace latky 1404, kdy v bunikach doslo k uplné degradaci

sledovanych proteinti.

— — — — total RNAPII
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s D53
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Obrazek 6: Stanoveni hladin proteint v butikach G361 vystavenych vlivu kontrolnich slou¢enin. Butiky byly
ovlivnény latkami 1404 a 2204 v koncentracich 0,5x 1Csq, 1% I1Csq @ 5% 1C5 po dobu 24 hodin. Proteiny byly
detekovany i v kontrolnich neovlivnénych bunkach (C); jako kontrola rovnomérné koncentrace proteind ve

vzorcich poslouzila detekce B-aktinu.

5.4 Sledovani vybranych proteinii souvisejicich s inhibici CDK

Vv zavislosti na ¢ase
Exprese vybranych proteini byla sledovana taktéZ v zéavislosti na Case. Bunky byly
ovlivnény latkami 2674, 3087, 3088, 3175 pouze v koncentraci 5x 1Csy. Kontrolni bunky
byly sklizeny bez prodlevy (v ¢ase 0), ostatni pak v ¢asovych intervalech 0,5; 1; 2; 4; 8
a24 hodin od ovlivnéni. Obrazek 7a zobrazuje relativni hladiny vybranych proteint
Vv zavislosti na ¢ase. Po ovlivnéni latkami 2674 a 3087 dochazi v burnikach k poklesu hladin
obou fosforylovanych forem RNAPII. V ptipad¢ latky 2674 dochazi ke zietelnému poklesu
hladiny RNAPII fosforylované v misté¢ Ser2 ptiblizné po 4 hodinach od ovlivnéni, u latky
3087 je tomu tak az po osmi hodinach. Co se tyka fosfoRNAPII Ser5, dochazi po ovlivnéni

obémi latkami ke zmén¢ proteinové hladiny dfive, jiZ po dvou hodinach od ovlivnéni 1ze
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pozorovat pokles hladiny tohoto proteinu v bunikach. Hladina proapoptotického proteinu
p53 naopak s rostoucim Casem vzrista, k pocate¢nimu nardstu hladiny p53 dochazi po 4
hodinach od ovlivnéni, stejné tak je mozné po ¢tyrhodinovém ovlivnéni pozorovat pokles
hladiny antiapoptotického proteinu Mcl-1. Po ovlivnéni jak latkou 2674, tak latkou 3087
dochazi ke Stépeni proteinu PARP-1 az po 24 hodinovém ovlivnéni, po stejné dob¢ tedy

pravdépodobné dochazi k indukci apoptosy.

2674 3087
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Obrazek 7a: Stanoveni hladin proteind v buitkich G361 vystavenych vlivu studovanych slouéenin. Buiiky
byly ovlivnény latkami 2674 a 3087 v koncentraci 5x ICsy v ¢asovém rozmezi od 0,5 do 24 hodin. Proteiny
byly detekovany i v kontrolnich neovlivnénych buiikach (0); jako kontrola rovnomérné koncentrace proteint

ve vzorcich poslouZila detekce B-aktinu.

Obdobna zavislost zmén hladin proteind na c¢ase V bunkach linie G361 po
24 hodinovém ovlivnéni byla pozorovana taktéz u latek 3088 a 3175 v koncentraci 5x 1Cs,
viz obrazek 7b. Po ovlivnéni buné¢k latkou 3088, doslo k poklesu hladiny fosforylované
formy RNAPII Ser2 po ¢tyfech hodinach od ovlivnéni, u Ser5S fosforylované formy
RNAPII je znatelny pokles az po 24 hodinach po ovlivnéni bunék. Hladina proteinu p53 v
bunkach vzrista opét po 4 hodinach od ovlivnéni, po stejné dobé je mozné pozorovat
pokles hladiny antiapoptotického faktoru Mcl-1. Stépny fragment proteinu PARP-1 byl
detekovan po osmihodinovém ovlivnéni latkou 3088.

V ptipadé, kdy byly buiikky ovlivnény 24 hodin latkou 3175, neni moZné pozorovat
zmény v hladin€ obou fosforylovanych forem RNA polymerasy II. Hladina téchto proteinti

je v obou piipadech shodné s kontrolou. Po osmi hodinach od ovlivnéni byl detekovan
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nariist hladiny nadorového supresoru p53 azaroven pokles hladiny antiapoptotického
proteinu Mcl-1. Ke stépeni PARP-1 doslo az po 24 hodinach od ovlivnéni latkou 3175,
V porovnani s buitkami ovlivnénymi latkou 3088 tedy dochazi k apoptose pozdéji.

3088 3175
Cas [hodiny]

0 05 1 2 4 8 24 05 1 2 4 8 24 0

;;&-..._...:l:'“__;_ total RNAP Il

e e R BN S8 % #9 » B fosfORNAPIIS2
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Obrazek 7b: Stanoveni hladin proteini v buiikich G361 vystavenych vlivu studovanych sloudenin. Buiiky
byly ovlivnény latkami 3088 a 3175 v koncentraci 5x 1Cs v ¢asovém rozmezi od 0,5 do 24 hodin. Proteiny

byly detekovany i v kontrolnich neovlivnénych butikach (0); jako kontrola rovnomérné koncentrace proteint

ve vzorcich poslouzila detekce B-aktinu.
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6 DISKUSE

Na zakladé testli pro stanoveni antiproliferacni aktivity testovanych latek lze tvrdit, ze
vSechny studované inhibitory 2674, 3087, 3088 1 3175 maji na bunky linie G361
cytotoxicky ucinek. Rozptyl hodnot ICsy je pro danou bunécnou linii od 0,15 pmol/l do
3,05 umol/l, pti¢emz nejvyssi antiprolifera¢ni aktivitu vykazuje latka 3087. Pti srovnani
s kontrolnimi latkami 1404 (ICso = 4,8 umol/l) a 2204 (ICso=0,5 umol/l), jejichz
cytotoxicita na buné¢nou linii G361 byla testovana jiz diive (Gucky et al., 2013; Jorda et
al., 2011) je zfejmé, ze kromé¢ inhibitoru 3088 maji tii ostatni na bunéénou linii stejny efekt
pti nizsich koncentracich. Po ovlivnéni bunék latkami bylo navic mozné pozorovat jejich
morfologické zmény, které ziejmé souvisi s apoptosou. Proto byla schopnost testovanych
inhibitortt indukovat apoptosu prokazana fluorimetrickym testem aktivity kapsas 3 a7
Vv lyzatu bunék po ovlivnéni vSemi Ctyfmi inhibitory. K indukci apoptosy doslo u bun¢k po
ovlivnéni vSemi latkami, av§ak za pouziti riznych koncentraci. U inhibitora 2674, 3087
a 3088 byl pozorovan narast aktivity kaspas 3 a7 jiZ v koncentraci niz$i nez je ICs
zjisténd pro tyto latky, v pfipad€ inhibitoru 3175 doslo ke strmému nérlstu aktivity az
v koncentraci 0,95 pmol/l, tedy pétinasobku ICso. Lze tedy usuzovat, ze k aktivaci kaspas
je v pripadé latky 3175 dostacujici mnohem nizsi koncentrace, ktera je pravdépodobné
niz§i nez 0,95 umol/l azaroven vyssi nez 0,19 umol/l (1x 1Cs). Na zakladé téchto
vysledkll je mozné fict, Ze inhibitory 2674, 3087, 3088 i 3175 jsou schopny aktivovat
vnitini mitochondrialni apoptotickou drdhu, jejiz soucasti jsou pravé kaspasy 3 a 7. Pro
potvrzeni byl vramci imunoblottingu detekovan Stépny fragment proteinu PARP-1
(CPARP-1), ktery je substratem kaspasy 3 a je ji specificky $tépen na produkt o velikosti
89 kDa.

Kromé substratu kaspas, proteinu PARP-1, byly metodou western blotting
detekovany proteiny p53 a Mcl-1 souvisejici s apoptosou ataké proteiny, které jsou
substraty transkripénich CDK, pfedev§im RNAPIIL Imunodetekci byla potvrzena schopnost
latek indukovat apoptosu. Detekce cPARP-1 korelovala ve vSech ptipadech se zvySenou
aktivitou kaspas. Navic ovlivnéné bunky vykazovaly v zavislosti na davce snizeni hladiny
antiapoptotickeého faktoru Mcl-1 a také zvySeni hladiny proteinu p53, o némz je znamo, Ze
je aktivovan a stabilizovan inhibitory CDK (MacCallum et al., 2005; Kotala et al., 2001).
Ostatnimi detekovanymi proteiny byla celkovd RNA polymerasa II a jeji postranskripéné
fosforylované formy v pozicich Ser2 a Ser5. Hladiny obou fosforylovanych forem RNAPII
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Vv zéavislosti na koncentraci klesaji. Pokles hladin fosforylovanych forem RNAPII mtize byt
zpusobeny piimou inhibici CDK7 a CDKO, stejné jako je tomu v pfipadé kontrolni latky
2204. V tvahu je ale nutné vzit také negativni zpétnovazebné mechanismy, kdy po
ovlivnéni bun¢k latkami muze v jejich disledku dojit ke sniZzeni exprese CDK9 (Bettayeb
et al., 2008).

Inhibice konkrétnich CDK studovanymi inhibitory byla testovana jiz dfive
v Laboratofi ristovych regulatort, kdy byly stanoveny hodnoty 1Cso mimo jiné pro inhibici
komplexi CDK2/cyklin E, CDK7/cyklin H/MAT1 a CDK9/cyklin T1. Tyto hodnoty 1Cs
udéavaji koncentraci inhibitoru, pii které dojde k 50% poklesu aktivity sledovaného
enzymu. Z hlediska inhibice komplexu CDK2/cyklin E se jako nejucinngjsi jevi inhibitor
s oznacenim 3087, jehoz ICsq pro tento komplex je pouze 0,009 umol/l. Inhibi¢ni aktivity
ato 0,128 umol/l. Kontrolni latky, 1404 a 2204, vykazuji pro komplex CDK2/cyklin E
shodnou inhibi¢ni aktivitu 0,04 umol/l (Bettayeb et al., 2008; Jorda et al., 2011). To
znamena, ze vSechny studované pyrazolopyrimidinové inhibitory kromé 3088 jsou v tomto
ohledu uc¢inngjs$i. Na druhou stranu, inhibi¢ni aktivita dinaciclibu byla pro komplex
CDK2/cyklin E stanovena na 1 nmol/l (Abdullah et al., 2011), tento inhibitor je tedy 10x
uéinngj§i nez nejucinngjsi studovany inhibitor 3087. Komplex CDK2/cyklin E je
Vv bunikach nezbytny pro fosforylaci RB proteint a pro pfechod bunék z G; faze bunétného
cyklu do S faze. Pii jeho inhibici tedy dochazi k zastaveni bunééného cyklu v G; fazi.
Inhibi¢ni aktivita testovanych latek byla sledovdna i v pfipadé transkripénich CDK,
konkrétné¢ CDK7 a CDKO9. Nejvyssi inhibi¢ni aktvitu pro komplex CDK7/Cyklin H/MATI1
vykazoval inhibitor s nejhor$im cytotoxickym tc¢inkem a to 3088, ICsy pro tento komplex
byl 0,8 umol/l. Inhibi¢ni aktivity zbylych tii latek 2674, 3087 a 3175 se pohybovaly
vrozmezi 1 - 2,8 umol/l. VSechny hodnoty ICsp byly ale vyssi nez v piipadé kontrolni
latky 1404, jeji ICsp pro komplex CDK7/Cyklin H/MATI je 0,16 umol/l (Jorda et al.,
2011), aktivita testovaného inhibitoru 3088 je tedy 5x nizsi nez u této kontrolni latky.
Inhibiéni aktivita kontrolni latky 2204 (Bettayeb et al., 2008) je srovnatelna s latkami
2674, 3087 a 3175. Pro posledni komplex CDK9/Cyklin T1 se inhibi¢ni aktivity inhibitord
pohybuji v rozmezi od 0,07 pmol/l pro 3087 do 0,25 pmol/l pro inhibitor 3175. Uginnost

inhibice tohoto komplexu je vysoka a srovnatelna s obémi kontrolnimi latkami (Bettayeb et
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al., 2008; Jorda et al., 2011). Vyssi aktivitu v inhibici této transkripéni CDK ale vykazuje
dinaciclib a to pouze 4 nmol/l (Abdullah et al., 2011).

Jak CDK7 tak CDK9 se v komplexu s pfislusnymi cykliny podili na regulaci
transkripce ato prostfednictvim fosforylace CTD RNAPII. Fosforylace této domény
umoziuji regulovat jednak iniciaci transkripce a posléze také jeji elongaci. Inhibice CDK7
a CDK9 tak vede k zastaveni transkripce, ¢imz dochazi ke snizeni hladin proteint
s antiapoptotickym uc¢inkem jako je tfeba Mcl-1 a v bufikach dochazi k indukci apoptosy
(Bosken et al., 2014). Kinasové inhibi¢ni testy potvrzuji piedpokladany mechanismus
ucinku, ktery byl stanoven na zakladé metody western blotting, a sice ze Ctyfi testované
inhibitory 2674, 3087, 3088 a 3175 jsou specifické inhibitory CDK, které se podili na
zastaveni buné¢ného cyklu inhibici CDK2 a jsou také schopné prostiednictvim inhibice

transkripénich CDK indukovat apoptosu.
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7 ZAVER
Byly sledovany ucinky ¢tyi novych pyrazolopyrimidinovych inhibitorai CDK na
nadorovou bunécnou linii G361 odvozenou od maligniho melanomu. Pro tuto bunécnou
linii jsou inhibitory cytotoxické, zjisténé hodnoty ICsy Se pohybuji Vrozmezi od 0,15
do 3,05 umol/l. Cytotoxicita je dana schopnosti inhibitord indukovat apoptosu ato
prostiednictvim aktivace vnitini mitochodridlni apoptotické drahy. Jeji soucasti jsou
kaspasy 3 a 7, jejichz aktivita byla po ovlivnéni bun¢k inhibitory nékolikanasobné zvysena.
Imunodetekci byly sledovany zmény v hladindch proteini souvisejicich s apoptosou
a inhibici CDK a na zaklad¢ téchto zmén byl navrzen mechanismus ucinku studovanych
inhibitort. Jelikoz zmény hladin téchto proteind vykazuji podobny trend, jako byl jiz
pozorovan v piedchozich experimentech s inhibitory podobnych struktur, bylo usouzeno,
ze vSechny Ctyfi testované inhibitory s ozna¢enim 2674, 3087, 3088, 3175 jsou stejn¢ jako
kontrolni latky 1404 a 2204 uc¢inné a specifické inhibitory CDK, zejména pak CDK2
a transkripnich CDK7 a CDKO. V porovnani s inhibitory podobnych struktur, od kterych
jsou tyto nové slouCeniny odvozeny, vykazuji ucinek v nékolikandsobné niz§ich

koncentracich a jsou tedy jejich u¢inngjsi variantou.
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Ac-DEVD-AMC
AKT
AP-1
ARF
ATP
BAD
Bcl-2
B-RAF
BSA
CAK
CD4"
CD8"
CD80
CD86
Cdc25
CDK
CDKN2A
clAP
CIP/KIP
CKI
cPARP-1
CTD
CTL
CTLA-4
Cyc
DMEM
DMSO
DNA
DTT
EDTA
EGFR

9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-methylcoumarin

viz PKB

Activator protein 1

Alternate reading frame

Adenosine triphosphate
Bcl-2-associated agonist of cell death
B-cell CLL/lymphoma 2

v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B
Bovine serum albumin
CDK-activating kinase

Cluster of differentiation 4

Cluster of differentiation 8

Cluster of differentiation 80

Cluster of differentiation 86

Cell division cycle 25
Cyklin-dependent kinase
Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A

Cell inhibitor of apoptotic proteins

CDK interacting protein/Kinase inhibitory protein

Cyclin-dependent kinase inhibitor
Cleaved PARP-1

C-terminal domain

Cytotoxic T-lymphocytes

Cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4
Cyclin

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxide
Deoxyribonucleic acid

Dithiothreitol
Ethylenediaminetetraacetic acid

Epidermal growth factor receptor
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EGTA Ethyleneglycoltetraacetic acid

Elk-1 ETS domain-containing protein Elk-1

ER Estrogene receptor

Erk Extracellular signal-regulated kinase

FGFR Fibroblast growth factor receptor

Fos FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog
gp100 Glycoprotein 100

Grb2 Growth factor receptor-bound protein 2

GTP Guanosin triphosphate

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid
HER2 Human epidermal growth factor receptor 2

HGFR Hepatocyte growth factor receptor

IAP Inhibitor of apoptotic proteins

ICs0 50% inhibitory concentration

IGF1R Insulin-like growth factor 1 receptor

INK4 viz CDKN2A

Jun Jun avian sarcoma virus 17 oncogene homolog
MAPK Mitogen-activated protein kinase

MART1 Melanoma antigen recognized by T-cells 1

Matl Menage a trois-1

Mcl-1 Myeloid-cell Leukemia 1

MDM2 Murine double minute 2

MEK Mitogen-activated protein kinase kinase

MITF Microphthalmia-associated transcription factor
ML-IAP Melanoma inhibitor of apoptosis

MRNA Messenger ribonucleic acid

mTOR Mammalian target of rapamycin

mTORC MTOR complex

Myc Myelocytomatosis oncogene

Mytl Myelin transcription factor 1

NF-xB Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells

PARP-1 Poly(ADP-ribose) polymerase 1



PBS
PDGFR
PDK-1
PI3K
PIP-2
PIP-3
PIPES
PKB
PMSF
P-TEFDb
PTEN
RAS
RB
RING
RIPA
RNA
RNAPII
RTK
SDS
SDS-PAGE
shRNA
SIRNA
SOS
TBS
TEMED
TFIIH
TRIS
uv
VEGFR
Weel
XAF1
XIAP

Phosphate buffered saline

Platelet derived growth factor receptor
Phosphoinositide-dependent kinase 1
Phosphatidylinositide 3-kinase
Phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate
Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate
Piperazine-1,4-bis(2-ethanesulfonic) acid
Proteinkinase B

Phenylmethylsulphonyl fluoride

Pozitive transcription elongation factor b
Phosphatase and tensin homolog

Rat sarcoma

Retinoblastoma protein

Really interesting new gene
Radioimmunoprecipitation buffer
Ribonucleic acid

RNA polymerase I1

Receptor Tyrosin-kinase

Sodium dodecyl sulphate

Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel elocetrophoresis
Small hairpin RNA

Short interfering RNA

Son of Sevenless

Tris-buffered saline
Tetramethylethylenediamine
Transcription factor 11H
Tris(hydroxymethyl)aminomethane
Ultraviolet

Vascular endothelial growth factor receptor
Weel-like protein kinase
XIAP-associated factor 1

X-linked inhibitor of apoptotic proteins
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