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Cile prace

Teoreticka ¢ast

Cilem teoretické Casti prace bylo seznameni s problematikou a vypracovani literarni
reSerSe na téma regulace bunééného cyklu a role cyklin-dependentnich kinas, konkrétné
CDK4/6 a jejich vyznam pro onkologicky vyzkum. Dale se zaméfit na problematiku
inhibice CDK4/6 a charakterizaci selektivnich CDK4/6 inhibitora.

Experimentalni ¢ast

Cilem experimentalni casti bylo prostfednictvim biochemickych a molekularné
biologickych metod charakterizovat ucinky testovanych latek na nadorovych bunéénych
liniich. Soucasti experimentalni prace bylo také ovéfit kombinacni efekt testovanych
latek s endokrinni a anti-HER?2 terapii na nadorovych liniich odvozenych od karcinomu

prsu.



1 UVOD

Eukaryotické buniky béhem své existence podléhaji procesu zvany bunécny cyklus.
Cyklus sestava ze 4 fazi: G1, S, G2 a M a je Casové vymezen generacni dobou. Cely
proces zacina aktivaci regulacnich komplexii a je zakonCen bunénym délenim,
béhem néhoz dochdzi ke wvzniku dvou dcefinych bunék. Pokud hovofime
o jiz diferencovanych bunkach podléhajici klasickou mitézu, jsou nové vzniklé buiky
morfologicky stejné a obsahuji totozny pocet chromozomu (Schafer, 1998). Z divodu
zachovani integrity pivodni DNA musi byt cely proces pfisné regulovan. Tuto funkci
v burikach zajistuji z velké casti cyklin-dependentni kinasy (CDK).

Deregulace v aktivit¢ CDK vedou k nekontrolované proliferaci a jedna se o jeden
z vyznamnych patologickych procesi v souvislosti s nadorovou transformaci
(Malumbres et al., 2014; Yuan et al., 2021). B€hem onkogeneze dochazi u vétsiny typa
nadort velmi Casto k hyperaktivaci komplexu CDK4/cyklin D nebo nadmérné expresi
cyklinu D, coz ma za nasledek snazsi zahajeni S faze. Tato vlastnost se ukazala vyhodnou
pro protinadorovou terapii, nebot’ se nadorové buriky prostfednictvim hyperaktivace
CDK4/cyklin D stavaji citlivéjsi vici inhibici v porovnani s netransformovanou tkani.

Inhibice CDK4/6 je proto povazovana za slibnou strategii protinadorové terapie (Diehl
etal., 1997; Peyressatre et al., 2015). Mezi chronologicky prvni vyvinuté latky s inhibi¢ni
aktivitou patfi tzv. pan-CDK inhibitory se schopnosti inhibovat vice kinas rodiny CDK.
S ohledem na jejich nizsi selektivitu, i¢innost a nezadouci toxicitu se jako lé¢iva ovSem
neuplatnily. Stfedem zajmu se staly nov¢jsi inhibitory s vyrazné vys$sSi selektivitou
vuci CDK4 (Yuan et al., 2021). V soucasné dobe¢ jsou pro 1écbu nadorovych onemocnéni
schvaleny Ctyfi ATP-kompetitivni selektivni inhibitory CDK4/6: palbociclib, ribociclib,
abemaciclib a trilaciclib. Casty problém jejich terapeutického pouziti je viak de novo
vznikajici 1ékova rezistence. Proto je nezbytné stale vénovat prostredky a usili pro vyvoj

novych l1€Civ rezistenci pfekonavajicich (Adon et al., 2021).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Karcinom prsu

Karcinom prsu patii mezi solidni nadorova onemocnéni s vysokou incidenci. Odhaduje
se, ze prave jedna z osmi Zen je béhem svého zivota postizena karcinomem prsu (Buchler,
2017). Nadorova onemocnéni prsu lze rozdé€lit na invazivni a neinvazivni. V piipadé
neinvazivnich nadoru se jedna Casto o adenomy a fibroadenomy, které nejsou ohrozujici
na zivoté. Nejcast€jsi diagnozou v piipadé€ invazivnich typu je tzv. invazivni non-special
type (NST, dfive duktalni typ), tvorici témef 70 % vSech nové diagnostikovanych
ptipadt. Lobularni invazivni karcinom prsu tvofi okolo 10-20 % pfipada. Specialni
situaci je pagetova choroba, pii niz dochazi k pfeméné submamilarnich mlékovodi
na neinvazivni nebo invazivni typy (Watkins, 2019). Ackoliv incidence karcinomu prsu
obecné stoupa, mortalita ma v poslednich letech spiSe klesajici trend (Buchler, 2017).
Vyvoj onemocnéni muze byt ovlivnén fadou rizikovych faktort, které 1ze dale rozdélit
na modifikovatelné a nemodifikovatelné. Mezi nemodifikovatelné faktory se fadi
okolnosti s nejvyssim relativnim rizikem (Tab. 1). Modifikovatelné faktory naopak
zahrnuji rizika, jez mohou 1 nemusi mit vliv na vyvoj onemocnéni, jako ¢asnd menarche,
zivotosprava ¢i pfitomnost jinych chronickych onemocnéni.

Pro fadu specifickych typt karcinomu prsu existuji vlastni rizikové faktory (Buchler,
2017). Vyznamnym indikatorem chovani karcinomu je stav hormonalnich receptort
(Tab. 2). Tumory pozitivni na estrogenni a progesteronovy receptor maji obecné lepsi
prognézu. Dals§im prognostickym markerem je exprese tyrosin kinasového receptoru
HER?2, podilejiciho se na regulaci rastu a diferenciace epidermalnich bunék. Obecné jsou
HER2 negativni tumory spojovany s horsi prognozou a metastazovanim do lymfatickych
uzlin (Parise & Caggiano, 2017). Triple negativni karcinom prsu (TNBC) predstavuje
zbylych 10-20 % diagnostikovanych nadord a vyznacuje se velmi $patnou prognoézou.
Ta je spojena s komplikovanou lécbou v disledku absence hormonalnich receptort
pro estrogen, progesteron a HER2, které u jinych typu karcinomu, jejichz progrese je
zavisla na funkc¢nosti téchto receptorti, mohou slouzit jako terapeuticky cil. Obzvlaste
vysoké riziko existuje u nositelek genové mutace Brca (Watkins, 2019). VySsi riziko
vzniku onemocnéni je zde také spojeno s geopolitickym ptvodem a piitomnosti diabetu
v premenopauzalnim obdobi. I piesto, Ze se jedna o nejvice agresivni tumory, mohou mit

v pfipadé€ dosazeni kompletni odpovedi na chemoterapii pfiznivéjsi progndzu.



Na zakladé epidemiologickych dat 1ze pozorovat, ze existuje nesoulad mezi nékterymi
rizikovymi faktory karcinomu prsu pozitivnich na estrogenni receptor a pozitivnich
na HER2. Zeny s HER2 pozitivnim karcinomem jsou v praméru mladsiho véku
a soucasné zde existuje mensi spojitost mezi vznikem onemocnéni a hormonalnimi
faktory. U zen s ER pozitivnim karcinomem prsu je tomu naopak (Li et al., 2017).

Po stanoveni diagnoézy na zakladé vysledki radiologického, genetického,
endokrinologického a onkologického vysetfeni, je klicové zacit co nejdiive s vhodnou
1éCbou. Jednou z nedilnych soucasti 1écby je chirurgicka terapie, pfipadné provedeni
mastektomie a vySetfeni axilarnich uzlin (Zarubova, 2017). Dopliikovou 1écbou
po chirurgickém zakroku je adjuvantni radioterapie ¢i chemoterapie, redukujici riziko
recidivy onemocnéni v nasledujicich 10 letech az o 15 % (Soumarova, 2017).

Neinvazivni 1écba nadoru se nasledné odviji dle zakladnich charakteristik nadort
a v poslednich letech se vyvoj zaméfuje spiSe na konkrétni molekularni cile. Jedna
se pfedevsim o anti-HER2 terapii a cilenou 1é¢bu karcinomu prsu pozitivni na estrogenni
receptor prostiednictvim endokrinni terapie. Az 50-60 % karcinoml pozitivnich
na estrogenni receptory reaguje kladn€ na hormonalni terapii (Finek, 2017). V soucasné
dobé jsou vyuzivany dvé skupiny latek: selektivni modulatory estrogenniho receptoru

(tamoxifen) a inhibitory aromatasy (letrozol, anastrazol, exemestan).

Tabulka 1. Hlavni nemodifikovatelné rizikové faktory karcinomu prsu (Medscape [4. 2. 2022]).

Riziko Poznamka
Pohlavi Zeny maji 100x vyssi riziko nez muzi
Vék Riziko vzniku roste s vékem

Vrozené mutace Mutace v genech Brcal, 2, celozivotni riziko
v ptipadé Cowdenova syndromu (mutace
PTEN), mutace CHEK?2
Lobularni karcinom in situ 20-30% pripadua progreduje do invazivniho
karcinomu
Vice primych pribuznych s ca prsu V pripadé€ 2 ptibuznych prvniho stupné je
riziko aZ pétinasobné
Rodinna anamnéza ovarialniho karcinomu Pravdépodobné prekryv s rizikem vyskytu
onkogennich mutaci
Osobni anamnéza karcinomu prsu Pravdépodobné prekryv s rizikem vyskytu
onkogennich mutaci

Atypicka hyperplazie prsu Vyskyt ve 30 % pripadu po 25 letech sledovani

Velmi vysoka prsni denzita (>50%)
Expozice ionizujicimu zafeni

Riziko se zvySuje se stupném denzity
Riziko se zvySuje celoZivotné od 10 let
po expozici




Tabulka 2. Subtypy karcinomu prsu (ER = estrogenni receptor, PR = progesteronovy receptor,
HER?2 = lidsky epidermalni receptor 2, + pozitivni, - negativni) (Watkins, 2019).

Subtyp Imunohistochemie Prognoza Poznamka
Luminalni A ER*/PR*/HER2 Dobra Nejvice rozsiteny typ, nizsi
pravdépodobnost recidivy
Luminalni B ER*/PR*/HER2*/ Slusna Vyssi tendence recidivy
HER? pozitivni ER/PR/HER2* Spatna Pfistupnost anti-HER2 mAb

(trastuzumab), u vétSiny
se vyvine rezistence

Bazalni triple ER/PR/HER2- Spatna Nizsi veék, agresivni typ
negativni nadoru s vysokou mirou
recidivy

Konkrétné pro 1écbu metastatickych karcinomil prsu jsou pouzivany antagonisté
estrogenniho receptoru (fulvestrant). Pretrvavajicim problémem je vSak de novo
vznikajici rezistence. V ptipad¢ anti-HER2 terapie predstavuje nejvétSi piinos 1écba
prostfednictvim  monoklonalnich  protilatek trastuzumabem ¢i  pertuzumabem,
které mohou byt pouzity soucasné i pro 1ébu HER2 pozitivniho karcinomu zaludku
a nadoru slinnych zlaz (Sharma et al., 2010; Finek, 2017). Dalsi moznosti jsou konjugaty
protilatka-1écivo: ado-trastuzumab emtansin a fam-trastuzumab deruxtekan. Vysokou
ucinnost vykazuji také specifické kinasové inhibitory HER2 jako napiiklad lapatinib,
ucinny reverzibilni inhibitor ATP-vazebného mista tyrosinkinasovych domén HER2
a EGFR. V piipadé¢ TNBC karcinomu prsu s pozitivni mutaci Brca jsou moznosti 1é¢by
latky inhibujici poly(ADP-ribosa)polymerasu (PARP): olaparib, veliparib (Sharma et al.,
2010; Watkins, 2019).

Pro 1écbu casnych stadii karcinomu prsu je stale upfednostiiovana aplikace
neoadjuvantni chemoterapie za pouziti doxorubicinu nebo cytostatik ze skupiny taxant.
Pro 1écbu metastazujiciho karcinomu prsu byla dlouhou dobu strategii 1é¢by systémova
chemoterapie a hormonalni terapie. Na rozdil od ¢asnych stadii karcinomu prsu jeis dnes
dostupnymi terapeutiky metastazujici karcinom povazovan za velmi obtizné 1éCitelny
(Fisusi & Akala, 2019). Velky vyznam zde ma koncept kombinované terapie, poskytujici
vyhody jako Sance na vy§si ucinnost, snizeni toxicity a omezeni vzniku lékové rezistence.
Diky tomu se kombinovana lécba stala v klinické praxi jiz konvencnim postupem. Velkou
zasluhu na tom nesou pokroky v oblastech organické syntézy, bunécéné biologie
a proteomiky. Za velmi uspésnou je povazovana lécba kombinujici endokrinni terapii
s inhibitory cyklin-dependentni kinasy 4/6, coz jsou latky inhibujici progresi bunécného

cyklu nadorovych bunék (Deng et al., 2018).
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2.2 Bunécny cyklus

Bunécény cyklus je posloupnost komplexnich procestt vedoucich od vzniku nové bunky
bunécnym délenim po jeji nasledujici rozdéleni na 2 dcefiné burky, které obsahuji
identicky pocet chromozomi. Cely proces je kontrolovan fadou regulaénich proteint,
z nichz klicovou funkci zastavaji cyklin-dependentni kinasy (Malumbres et al., 2014).
Morfologicky 1ze cyklus rozdélit na interfazi a mitotickou fazi, ktera zahrnuje profazi,
metafazi, anafazi a telofazi. Interfaze sestava z jedné syntetické a dvou ,,gap* fazi.

G1 a G2 faze vytvareji buitkam prostor pro piipravu na kritické procesy déleni bunék,
a to replikaci DNA a mitozu (Schafer, 1998). V prabehu téchto fazi buiika vnima rizné
vnitini 1 okolni signaly, na zakladé nichz se rozhoduje, zda cyklus zahgji ¢i v ném bude
pokracovat. B€hem probihajici G1 faze ma burika moznost rist, syntetizovat proteiny,
opravovat poskozeni genomu a pfipravovat se na syntézu DNA (Morgan, 1997). Zatimco
replikace a mitdza probihaji ve vétsin€ bun€k stejné, vstup do G1 faze a jeji prabeh je
zavisly na bunécném typu a probiha za odlisnych podminek pod vlivem riznych signalt
a vyvojovych programu. Vstup do G1 je podminén aktivaci cyklin-dependentni kinasy 4.

V S fazi dochazi k syntéze DNA a pro jeji zahajeni je taktéz nutna regulace
prostfednictvim CDK (Massagué, 2004). Po dokonceni replikace v S fazi, vstupuje buiika
do G2 faze, ktera vytvari prostor pro pifipravu builky na mitdézu. Builka syntetizuje
proteiny odpovédné za kondenzaci chromozomt, tvorbu mitotického aparatu a destrukci
jaderného obalu. V G1 i G2 fézi se nachazi dva kontrolni body zabraujici vstupu do dalsi
faze, pokud nema buiika dokoncenou tu predeslou (Schafer, 1998). V ptipadé pfijeti
antimitotickych signali nebo absence mitogenni signalizace, opousti burika cyklus

a vstupuje do klidového stadia GO (Malumbres & Barbacid, 2001).

2.2.1 Kontrolni body

Kontrolni bod je strukturné-funkcni systém bunécného cyklu, ktery posuzuje spravnost
dokoncenych procesti a schopnost buiiky zahajit nasledujici fazi. Bunéény cyklus je
regulovan biochemickymi mechanismy tak, aby nadchéazejici udalosti byly podfizené
predeslému procesu, napiiklad musi byt dokoncena replikace pfed iniciaci mitdzy
(Johnson & Walker, 1999). Soucasné je zastaveni bunécného cyklu zavislé na mnoha
faktorech, naptiklad velikosti buiky, stavu nutrientd nebo defektech v molekule DNA.
V prabéhu cyklu musi buinka pro dokonCeni piekonat tfi kontrolni body. Prvni

kontrolni bod se nachazi v Gl fazi, pokud vtomto bodé neméa buika dostateCné
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podminky pro pruchod cyklem, pfechazi do klidové GO faze. V této fazi se nachazi
za fyziologickych podminek vétsina diferencovanych bunék, kdy nékteré podstoupi
mitozu pouze parkrat béhem jednoho roku (Schafer, 1998). Kontrolni bod v G1 fazi je
fizen proteinem p53, ktery funguje jako klicova komponenta pro rozpoznani poskozenych
casti DNA. V reakci na zjisténé poskozeni indukuje expresi inhibi¢niho proteinu p21,
ktery zastavuje aktivitu cyklin-dependentni kinasy 2 odpov&dné za progresi cyklu
do S faze (Johnson & Walker, 1999). V opa¢ném piipadé dochazi k aktivaci pfislusné
cyklin-dependentni kinasy, coz vede k progresi cyklu a replikaci DNA.

Druhy kontrolni bod se nachdzi v G2 fazi a rozhoduje o vstupu buiky do mitdzy.
I zde zastavaji dilezitou funkci CDK, které jsou aktivovany fosforylaci (Schafer, 1998).
V ptipadé zjisténi posSkozeni DNA zde dochazi k zastaveni bunééného cyklu. Posledni
kontrolni bod se nachazi na konci metafaze a zajist'uje revizi vazby vSech chromozomu
na kinetochorové mikrotubuly déliciho vieténka. Timto zpisobem zajistuje spravny

rozchod chromozomu v anafazi (Johnson & Walker, 1999).

2.2.2 Regulace bunécného cyklu

Kli¢ovou funkci v regulaci cyklu zastavaji cyklin-dependentni kinasy tvofici aktivni
heterodimerni komplexy s cykliny. CDK jsou fazeny do enzymové skupiny transferas
(EC 2.7.11.22). Jedna se o Ser/Thr proteinkinasy, jejichz aktivita je regulovana nékolika
zpusoby; fosforylaci, defosforylaci, vazbou cyklinu a lokalizaci komplexu CDK/cyklin
v buiice (Malumbres & Barbacid, 2001). Cyklinové podjednotky reguluji aktivitu
komplextt CDK/cyklin prostfednictvim své periodické syntézy a destrukce béhem cyklu
(Johnson & Walker, 1999).

2.2.3 Cyklin-dependentni kinasy

V lidském genomu je kddovano 20 riznych CDK, ucastnicich se celé tady dulezitych
bunéénych procesu. Na zaklad€ evolucnich studii 1ze cyklin-dependentni kinasy rozdélit
do 8 podskupin (Liu & Kipreos, 2000). Samostatnou skupinu tvoti CDK?2, zahrnujici také
CDKI1 a CDK3. Druhou skupinu pak tvoii CDK4 a CDKO, které jsou strukturné
1 funkéné homologni. Nejpocetnéjsi je CDKS skupina, do niz patii CDK14, CDK15,
CDK16, CDK17, CDK18 a CDKS5 (Obr. 1). Tyto skupiny CDK s pfislu§nymi cykliny
funguji jako klicové regulatory bunécného cyklu. Zbyvajici skupiny CDK20, CDK?7,



CDKS38, CDK10 a CDK11 a skupina CDK9, do niz patii dadle CDK12 a CDK13, se ucastni
regulace transkripce (Obr. 1). Mimo rodinu CDK byla identifikovana také vzdalenéjsi
skupina proteini oznacovana jako CDK-like (CDKL), do niz patii proteiny CDKLI,
CDKL2, CDKL3, CDKL4 a CDKL5 (Malumbres et al., 2009).

Kromé regulace bunécného cyklu a transkripce CDK zastavaji rtizné funkce
v procesech diferenciace, pfijmu zivin a apoptdzy (Rickert et al., 1996). Nékteré z téchto
proteinkinas zastavaji i1 vice kli¢ovych funkci. Naptiklad CDK7 je podjednotkou
transkripcniho faktoru TFIIH, kde je zahrnuta v procesu iniciace transkripce fosforylaci
Ser5 rezidua C-termindlni domény RNA polymerasy II a soucasné také aktivuje jiné
CDK, pusobi tedy jako CDK aktivacni kinasa (CAK) (Guo & Stiller, 2004).

CDK4, CDK6 a CDK2 fidi ptechod butiky z G1 do S faze. CDK4 a CDK6 koordinuji
procesy ranné G1 faze, zatimco aktivita CDK2 je vyzadovana pro ukonceni G1 a zahajenti
S faze. CDK4 a CDKG6 vytvaii aktivni komplexy s cykliny typu D (cyklin D1, D2, D3),
které fosforyluji podiizené substraty, jako protein RB (Johnson & Walker, 1999). Tyto
dvé kinasy jsou strukturn€¢ 1 funkén€ homologni, jejich rozdilnost a detailn&jsi
charakterizace byla popsana na experimentech in vivo. Zatimco funkce CDK4 je kriticka
pro vyvoj pankreatickych B-bunék a hypofyzy, CDK6 je esencidlni pro hematopoezi
(Malumbres & Barbacid, 2001). Dalsi odlisnost obou kinas se objevuje v porovnani
tvorby komplext s chaperony za neaktivniho stavu. V nepfitomnosti cyklinu typu D tvofi
CDK4 a CDK6 komplex s HSP90 a cdc37. Obé kinasy se lisi ve vazebné afinité
k chaperontim, ktera se nasledné odrazi na ochoté interagovat s inhibicnimi proteiny
a cyklinem D. Zatimco CDKG6 se projevuje slabou afinitou, afinita CDK4 k chaperonim
je vysoka a jeji vytésnéni z komplexu je méné snadné nezli v pripadé CDK6 (Nebenfuehr
et al., 2020).

CDK2 je aktivovana cykliny typu E béhem piechodu G1/S a cykliny typu A v priabéhu
S faze. Aktivni komplex CDK2/cyklin E se podili na udrzovani proteinu RB
v hyperfosforylovaném stavu a ucastni se tak pozitivni zpétné vazby na aktivitu
transkrip¢nich faktor E2F (Lehner & O'Farrel, 1989). Na prechodu mezi fazemi G1 a S
dochazi k expresi cyklinu A, jehoz vysoka hladina pretrvava béhem S faze. V pozdni
S fazi cyklin A asociuje s CDK1, jejiz kinasova aktivita je nezbytna pro ukonceni S faze.
Soucasné ma funkci negativniho zpétnovazebného regulatoru E2F (Walker & Maller,
1991; Hinds ef al., 1992).

V G2 fazi se nachazi druhy kontrolni bod, ktery je aktivovan poskozenim DNA a brani
bunkam pred vstupem do mitdzy. Je regulovan predevsim komplexy CDKI1 s cykliny A,
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Obrazek 1. Lidska rodina proteinit CDK a CDK-like (Pfevzato a upraveno z Malumbres et al.,
2009).

B1 a B2. Fosforylovanymi substraty téchto komplext jsou cytoskeletarni proteiny,
jaderné pory, proteiny jaderné laminy a histon HI1. Pro ukonCeni mitdzy je nutna

degradace cyklint typu A i B (King et al., 1994).

2.2.4 Regulace aktivity CDK

Struktura kinas sestdva ze dvou hlavnich komponent: N-terminalni oblasti bohaté
na B-listy s jednim a-helixem a C-terminalni casti, bohaté na a-helixy, mezi nimiz lezi
aktivni misto. Souc¢asti C-terminalni oblasti je aktivacni segment citlivy k fosforylaci.
Jak jiz bylo zminéno, k aktivaci kinas dochazi po vazbé cyklinu na CDK (Pavletich,
1999). Cyklin interaguje s obéma laloky kinasy a iniciuje strukturni zmény. Obecné
dochazi k vyznamnym konformacnim zménam v CDK, zatimco struktura cyklinu
se téméf nemeni. Interakce s C-koncovym helixem kinasy proti specifické Sroubovici
v cyklinu, vede k reorientaci helixu, rotaci v ose tohoto segmentu a indukci konformacni
zmeény v ATP-vazebné doméné. Posun aktivaéniho segmentu C-konce z katalytického
mista zpfistupni threonin (napi.: T161 u CDKI1 nebo T160 u CDK2) pro fosforylaci
prostiednictvim CAK (Echalier et al., 2010). Fosforylace poté pusobi jako stabilizator

aktivni formy kinasového heterodimeru.



Oblast rozhrani CDK/cyklin je specificka pro kazdy typ kinasy s cyklinem. Napftiklad
CDK2/cyklin A se vzajemné dotykaji v N i C-koncovych oblastech, oproti tomu interakce
CDK4/cyklin D je omezena na N-koncovou oblast. Cyklin typu D navic nevynucuje
vznik aktivni konformace a dokonce i v jeho pfitomnosti je ATP-vazebné misto CDK4
stale uzaviené a nedostupné substratim (Day et al., 2009; Malumbres, 2014). Nékteré
kinasy naopak nevyzaduji pro aktivaci fosforylaci v aktivaénim segmentu a mohou
pfijmout aktivni konformaci 1 na zéklad€ jinych interakci (Echalier et al., 2010).
Naptiklad CDKS5, ktera se podili v post-mitotickych neuronech na extenzi neuritt, tvorbé
synapsi, diferenciaci nebo autofagii, je aktivovana spiSe specifickymi aktivatory p35
a p25 nez cykliny. Aktivace je indukovana Ca”* ionty a zavisla na kalpainu (Peyressatre
et al., 2015).

Dalsi regulacni oblasti je G-smycka na N-konci, bohatd na glycinova rezidua.
Obsahuje Thr a Tyr, jejichz fosforylace kinasami Weel a Mytl vede k deaktivaci proteinu,
napfiklad pfi poskozeni DNA. Inhibi¢ni fosforylace obecné nezplisobi zasadni zmény
ve struktufe, ale inhibuji aktivitu CDK prostfednictvim snizeni afinity kinasy
k podiizenym substratim. Nasledna defosforylace fosfatasou cdc25 indukuje opétovnou
reaktivaci a progresi bunééného cyklu (Boutros, 2007). CDK regulujici bunéény cyklus
jsou negativné¢ regulovany dalsimi skupinami malych proteind, napt. INK4
a CIP/KIP (Jeffrey et al., 2000). Inhibicni proteiny jsou v proliferujicich burikach
exprimovany v nizkych témét nedetekovatelnych hladinach a zvySeni jejich exprese je
obvykle znamkou pfitomnosti stimult inhibujicich cyklus.

Inhibiéni proteiny INK4 specificky interaguji s monomerni formou CDK4. Interakce
vede ke znemoznéni vytvorfeni vazby mezi CDK a cyklinem D a deformaci ATP-vazebné
domény, ¢imz zabratiuji aktivaci cyklinem a soucasn¢ i CAK (Blain, 2008). Skupina
INK4 zahrnuje proteiny pl5, p16, p18 a p19. Vyznamnym regulatorem aktivity CDK4/6
je plo6, jehoz funkce je zalozena na regulaci proteinu RB (Malumbres, 2014).
V RB deficientnich buiikach, dochazi ke zvyseni exprese p16 zptsobené zpétnovazebnou
smyckou. Kdy je za fyziologickych podminek exprese p16 regulovana vazbou proteint
skupiny polycomb na genovy lokus pl6. Dochéazi knéaslednému umlceni genu
prostfednictvim methylace Lys27 histonu H3. Proces regulace zahrnuje také protein RB,
ktery je soucasti podjednotky komplexu histon lysinmethytransferasy (Kotake et al.,
2015). ZvySena exprese plo vSak nema zadny vliv na potlaceni proliferace,
protoze proliferacni aktivita bunék jiz neni zavisla na aktivaci komplexu CDK4/cyklin D

(Lukas et al., 1995 b).



Proteiny ze skupiny CIP/KIP interaguji s podjednotkou CDK i cyklinu a jsou tedy
schopné inhibovat komplex kinasy v heterodimerni formé, coz poskytuje dalsi uroveil
regulace (Pavletich, 1999). Do této skupiny patii protein p21, jehoz funkci je mimo
potvrzené interakce s komplexy CDK/cyklin také inhibovat syntézu DNA
prostfednictvim interakce s PCNA, elonga¢nim faktorem pro DNA polymerazu o (Li
et al., 1994 a). Exprese inhibi¢niho proteinu p21 je zavisla na p53. Buiiky s deficientnim
p21 ztraci schopnost regulovat svou proliferacni aktivitu v reakci na poskozeni DNA.
Dalsi zastupci proteint této skupiny jsou proteiny p27 a p57, zastavajici totoznou
inhibi¢ni funkei jako p21. Narozdil od p21, jehoz exprese je prokazana ve vSech bunkach,

je exprese proteint p27 a p57 spise tkanove specificka (Johnson & Walker, 1999).

2.2.5 Cyklin dependetni kinasa 4

Gen pro CDK4 je ulozen na chromozomu 12 (12q14.1). Tento gen podléha konstitutivni
expresi, liSici se svou intenzitou v raznych tkanich. Nadméma exprese byla zjisténa
v reprodukénich organech, zejména v déloze (Genecards [2. 2. 2022]). Prepisem mRNA
vznika monomerni protein o délce 303 AMK zbytki. Kinasa CDK4 ma typickou
dvojlalo¢natou strukturu, zahrnujici 5 vlaken B-listu a jeden a-helix (PISTVRE)
na N-konci (1-96 AMK) a prevazné helikalni C-konec (97-303 AMK). ATP-vazebna
doména se nachdzi ve Stérbiné mezi obéma doménami. Cyklin typu D interaguje
s PISTVRE helixem (Obr. 2).

Jak jiz bylo zminéno v pfedeslych kapitolach, CDK4 zastava kliovou funkci
v regulaci bunééného cyklu v ranné G1 fazi. Vyznamnym substratem kinasy je protein
RB, nachazejici se v pocatku G1 faze v hypofosforylovaném stavu. Tehdy RB asociuje

do komplexu snékolika proteiny a to, transkripnimi faktory typu E2F

a s histondeacetylasami. Komplex RB/HDAC se vaze na promotory gent a stabilizuje
uzavienou konformaci chromatinu (Day et al., 2009). Aktivitou komplexu CDK4/cyklin
D1 dochazi fosforylaci Ser780 a Ser795 rezidui RB. Fosforylace vede k disociaci
inhibi¢niho komplexu a uvolnéné faktory E2F mohou indukovat expresi cyklinu E (Nigg,
1993). Obdobnou biochemickou funkci, jako RB, plni v buiikach dva pfibuzné proteiny:
pl07 a p130 (Baker & Reddy, 2012). Dal§imi substraty CDK4 jsou proteiny SMAD3,
cdtl, FOXM1 a PRTMS. V porovnani s ostatnimi proteiny CDK je pocet substratt CDK4

relativné nizky a soucasné ne€kolik ztéchto proteini jsou substraty i jinych CDK

(Matsuura et al., 2004).
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Komplexni funkce CDK4 v mnohobunécnych organismech byly zkoumany
prostiednictvim mutantnich mysich modeld. Protoze je prechod buiiky do dalsi faze cyklu
zavisly na sekvenéni aktivaci jednotlivych CDK, bylo zpocatku predpokladano,
ze ztrata aktivity CDK bude mit zasadni vliv na progresi bunécného cyklu, pokud nedojde
ke kompenzaci ucinku jinou kinasou. Tento pfipad byl sledovan napiiklad na modelech
CDKI1 mutantd, kdy ztrata aktivity kinasy vedla k embryonalni letalit¢ mysi ve stadiu
blastocysty (Diril et al., 2012). Naopak CDK2, 4 nebo 6 deficientni mysSi zastaly
zivotaschopné a nebyl piili§ ovlivnén probihajici bunécny cyklus, pravé z davodu
funk¢énich kompenzacnich mechanismt jinych CDK. Soucasné tyto studie nevylucuji vliv
jednotlivych CDK na vyvoj onemocnéni souvisejicich sbunéénym cyklem,
protoze CDK2 a CDK4 mutanti sice vykazovali obvyklou progresi bunéného cyklu pres
S fazi, ale vysledkem byly linie s deficientni proliferacni aktivitou, vykazujici vysokou
hladinu fosforylovaného RB (Baker & Reddy, 2012). Mutace mély také vyznamny dopad
na trovni komplexnich organismii. Mysi modely s deficientni CDK4/6 po urcité dobé
vyvoje podléhaly rozsahlé anémii. Na CDK4 defektnich fenotypech byly pozorovany
projevy podobné diabetu, snizeni velikosti a po¢tu B-bun¢k Langerhansovych ostrivki,
souCasn¢ modely vykazovaly sterilitu a neurologické defekty.

Zviteci modely navic ukazaly souvislost mezi deficienci CDK4 a progresi rakoviny
mlécnych zlaz (Barriére et al., 2007) Ptiblizn€ u 50 % testovanych CDK4 deficientnich
mys$i doslo k rozvoji adenokarcinomu mlééné zlazy, ktery dale progredoval v invazivni
typy nadorti. Po nasledné charakterizaci byla v bunkach zjisténa nadmérma exprese

cyklinu D1 (Mclntosh et al., 1995; Weinstat-Saslow et al., 1995).

A a5 Helix

1
Obrazek 2. Krystalova struktura komplexu lidské CDK4 s cyklinem D1. A: celkovy pohled;
B: interakce mezi helixem PIVSTRE CDK4 a cyklinem DI, aminokyseliny zapojené
do interakce jsou vyznaleny Sedé, Cervené jsou vyznaCeny rezidua nahrazena substituci
alkenylovanymi aminokyselinami (Pfevzato z: Bouclier et al., 2020).
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2.2.6 Cyklin D

Cyklin D je kodovan genem Ccndl, jehoz umisténi na chromozomu je 11q13.3. Gen
obsahuje 5 exonl jejichz alternativnim sestfihem vznikaji rizné varianty cyklinu D1, D2
nebo D3 o piiblizné délce 295 AMK zbytkt. Soucasti genu jsou sekvence kodujici
funkéni domény budouciho proteinu jako vazebna doména na protein RB a tzv. cyklin-
box, coz je CDK vazebna doména (Hosokawa & Arnold, 1998; Genecards [2. 2. 2022]).
Exprese cyklinu D je obvykle indukovana ristovymi faktory, vCetné IGF-I, kyselinou
lysofosfatidovou nebo muze byt iniciovana po steroidni stimulaci androgeny (Fu et al.,
2003). Hormonalni stimulace muze byt v urCitych bunécnych typech zpisobena také
gastrointersticinalnimi hormony (Albanese ef al., 1999).

Kromé interakce s kinasami CDK4/6 bylo zjisténo, ze cyklin D je zprostfedkovatelem
jinych regulacnich funkci, nezavislych na vazbé CDK. Konkrétni varianta cyklinu D1
funguje jako integrator extracelularnich signalé od ranné po stiedni G1 fazi. Uastni se
regulace aktivity riznych transkripénich faktorti a proteint fidicich acetylaci histonti
a proteini odpoveédnych za remodelaci chromatinu (Wang et al., 2004). Vazbou
na odpovidajici HDAC reguluje bunécnou proliferaci a diferenciaci bunék, a to zavisle
1 nezavisle na aktivit¢ CDK. Cyklin D1 se podili na regulaci diferenciace kosternich
myeloblastt, klka epitelu tenkého stieva a adipocyti.

Po stimulaci bunék I1-6 asociuje cyklin D1 s aktivacni doménou proteinu STAT3,
coz vede k jeho inaktivaci nezavisle na interakci s CDK. Tento proces mé nasledné vliv
na adhezi a mobilitu bunék (Bienvenu et al., 2001). Pravé regulace adheze a migrace
bunék muaze mit zasadni vliv na tumorgenezi, coz koreluje s faktem, ze tumorgeneze
spojena s brzkym vznikem metastaz je velmi Casto spojovana praveé s nadmeérnou expresi
cyklinu D1 v transformovanych burikach (Lin er al., 2000). Deregulovana exprese je

Casto stimulovana onkogennimi signaly jako RAS, SRC nebo B-katenin (Fu et al., 2004).

2.2.7 Vyznam CDK4 v onkologii

V mnozstvi preklinickych a klinickych studii bylo prokazano, ze vznik nadorového
onemocnéni je z velké Casti dusledkem poruch v regulaci bunécného cyklu, vedoucich
k neomezené proliferaci a neschopnosti bun¢k podstoupit apoptézu (Baker & Reddy,
2012). Vétsina nadorovych onemocnéni vykazuje abnormality v draze CDK4/cyklin D/
INK4/RB. Zejména se jedna o hyperaktivni stav CDK4, k némuz dochazi v disledku

nadmérné exprese pozitivnich regulatort (vCetné cyklinii D) nebo inaktivace inhibitort
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skupiny INK4 a CIP/KIP. Mimo to byly popsany bodové mutace v genu
pro CDK4 a jeho chromozomalni translokace. Ptikladem je mutace R24C, odpovédna
za vznik rezistence k CDK inhibitorim. Tato mutace byva casto identifikovana
u melanomu, karcinoma plic a lymfoma z plastovych bunék (Deshpande et al., 2005).
Casty vyskyt amplifikaci nebo nadmérné exprese CDK4 byly detekovany u celé fady
nadort: gliomd, sarkomi, lymfomd, leukémii i rakovin prsu. Kombinace nadmérné
exprese a amplifikace byva Casto detekovana u karcinomua délozniho Cipku, karcinoma
prsu a lymfoma z plastovych bunék. V riznych typech nadorovych onemocnéni byla
doposud charakterizovana cela fada jednobodovych mutaci v genu pro CDKA4.
Tyto mutace se objevuji v riznych variantach. Mezi mutace s nejvyssi Cetnosti bylo
zatazeno 38 rtiznych jednobodovych mutaci a 25 missense mutaci v N-terminalni doméné
CDK4, konkrétn€ v reziduich 2, 9, 10, 23, 24, 31, 35 a 43.

Vibec nejvice Casto dochazi k mutacim genu pro cyklin D. Nejcastéji detekovanym
defektem je translokace t(11;14)(q13;q32) do blizkosti oblasti kodujici t€zky fetézec
imunoglobulinu, coz vede ke konstitutivni expresi proteinu v buitkach mnohocetného
myelomu, B-lymfocytarni leukémie a chronické lymfocytarni leukémie (Peyressatre
et al., 2015). Dalsi abnormality s Castou incidenci jsou amplifikace a ruzné
jednonukleotidové  polymorfismy. Vyznamnym polymorfismem je A870G,
zpusobujici chybny sestfih mezi exony 4 a 5. Dusledkem je translace pokracujici
do intronu 4 a exprese zkracené verze proteinu, ktery je schopen tvofit aktivni komplex
s CDK4, ale postradd normalni C-terminalni konec, jehoz fosforylace je kliCova
pro jaderny transport a degradaci cyklinu proteazomalni drahou v cytoplazmé (Lin et al.,
2006). Jeho ztrata tak zpusobuje akumulaci proteinu v jadie, coz prispiva onkogennim
vlastnostem. Polymorfismus A870G byva Casto detekovan v karcinomech prostaty a prsu.
Amplifikace genu pro cyklin D jsou potom detekovany v riznych typech nadorovych
onemocnéni nejcastéji vSak hlavy a krku (Dickson et al., 1995; Diehl et al., 1997).

2.3 Inhibitory CDK4

Objasnéni funkce CDK jako klicovych regulatori bunécného cyklu pfispélo k vyvoji
cilené 1écby né€kterych nadorovych onemocnéni. Za zvlaste slibné terapeutické cile jsou
dnes povazovany CDK4 a CDKG6, a to pravé z divodu cetného vyskytu mutaci
a deregulaci na trovni exprese a aktivity té€chto kinas u riznych typt lidskych malignit

(Krystof & Strnad, 2001). Zmény na urovni kontroly bunééného cyklu v G1 fazi vedou
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k zesileni onkogennich procesti v transformovanych burikach, genomové nestabilité
a nekontrolované proliferaci (Mclnnes et al., 2004). Soucasné celd fada nadorovych
bunék je 1 pfes Cetné mutace zavisla na aktivité¢ kinas CDK4 a CDKG6 a jejich inhibice
vede v transformovanych buikach k zastaveni progrese bunécného cyklu vedouci
k senescenci nebo programované bunécné smrti.

Posledni tfi desetileti bylo vénovano znacné usili vyvoji latek, inhibujicich aktivitu
CDK4 a CDK®6. Nejprve byly za timto ucelem zkoumany a purifikovany prirodni latky
vykazujici inhibicni aktivitu. Mezi pfirodni latky s prokdzanou CDK4 inhibicni aktivitou
patii alkaloid staurosporin, dale pak molekuly vykazujici soucasné¢ CDK1, CDK4
a CDKD9 inhibi¢ni aktivitu, flavon P276-00 a aminopyrimidinové indoly (merioliny)
(Peyressatre et al., 2015). Postupem casu se spektrum CDK4 inhibitort rozsifilo
o nizkomolekularni syntetické inhibitory, inhibi¢ni peptidy, razna peptidomika
a bifunk¢ni molekuly PROTAC (Adon et al., 2021). Na zakladé mechanismu ucinku
1ze tyto latky rozdélit na ATP-nekompetitivni, vazici se mimo aktivni misto a latky ATP-
kompetitivni, mimikujici svou vazbou ATP, substratové kompetitivni latky, molekuly
zalozené na protein-proteinové interakci a allosterické inhibitory.

ATP-kompetitivni CDK4 inhibitory se vazi do aktivniho mista proteinu a napodobu;i
tak funkci pfirozeného inhibi¢niho proteinu p16, coz vysvétluje zvysenou citlivost bunék,
které pl6 neexprimuji (Peyressatre et al., 2015). Zpocatku setrvaval problém
se selektivitou ATP-kompetitivnich latek zdavodu vysoce konzervované
aminokyselinové sekvence v ATP-vazebném mist€¢ kinas rodiny CDK (Obr. 3),
proto mimo ATP-kompetitivnich inhibitorti byly navrzeny i jiné alternativni strategie
inhibice (Mclnnes et al., 2004). Jednou z nich je vySe zminéna nekompetitivni inhibice.
Inhibitory ptisobi nezavisle na vazbé€ p16 a neni tedy u nich predpokladan t¢inek podobny
CKI. Mezi tyto inhibitory patfi 3-ATA: 3-aminothioakridon a derivaty chrysinu,
allosterické regulatory aktivity kinas CDK2, CDK4 a 6 (Peyressatre et al., 2015).
Nekompetitivni inhibitory jsou obecné selektivn€jsi kvili vysoké rozdilnosti rozhrani
raznych CDK s cykliny.

Inspirace ve struktufe inhibi¢nich proteini vedla k navrhu peptidovych sloucenin,
konkurujicich nebo narusujicich specifického rozhrani CDK/cyklin. Na zaklad€ znalosti
sekvence pl6 interagujici s CDK4 byly vytvoreny cyklické hexapeptidy odvozené
od C-terminalni domény s motivem PRGPRP (Kotake ef al., 2015). Peptidové inhibitory
odvozené od p21 a p27 byly pivodné vytvoreny za GCelem vazby na CDK2/cyklin

rozhrani, avsak jejich inhibi¢ni funkce byla prokazana také pro CDK4.
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Spolecné s rozvijejicimi se metodami molekularniho modelovani a novymi poznatky
z krystalografickych analyz komplexi CDK/cyklin byla postupem casu vyfeSena otazka
selektivity ATP-kompetitivnich slouc¢enin (Kotake er al., 2015). Na zaklad¢ znalosti
struktur CDK?2, CDK4 a CDK6 byl vytvofen model ATP-vazebného mista téchto tfi
kinas. V komplexnim modelu struktur bylo mozné provést srovnani a z vyslednych
odlisnosti v odpovidajicich pozicich pak identifikovat rezidua zodpovédna za selektivitu
k CDK4/6 (Obr. 3). Prestoze je vétSina AMK rezidui v ATP-vazebném misté prevazné
konzervativni, bylo popsano pét konkrétnich AMK shodnych pro CDK4 a CDKG6,
ale odliSnych od CDK2 (Shafiq et al., 2012). Vyvoj vysoce selektivnich ATP-
kompetitivnich inhibitori ukazal pozdgji velmi slibné ucinky, proto jiz nékolik inhibitort

proslo klinickym testovanim a bylo schvaleno pro 1é¢bu nadorovych onemocnéni.
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Obrazek 3. Srovnani AMK sekvence ATP-vazebného mista kinas CDK2, CDK4 a CDKG®.
A: strukturni motivy kinas CDK2 (zelen¢), CDK4 (modfe), CDK6 (Cervené), B: odpovidajici
sekvence AMK vazebného mista, vyznacena jsou rozdilna rezidua odpovédna za selektivitu
(Pfevzato od Shafiq et al., 2012).
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2.3.1 Prvni generace ATP-kompetitivnich inhibitoru

Inhibice CDK byla jiz od pocatku povazovana za velmi perspektivni cestu 1écby
nadorovych onemocnéni. Mnohé z prvnich latek vSak nebyly piili§ selektivni, proto jsou
oznacovany také jako pan-CDK inhibitory. Vétsina téchto latek selhala ve fazi klinického
testovani, z Casti pro nedostacujici 1éCebny ucinek, ale také z divodu relativné vysoké
toxicity pro netransformované butiky (Malumbres et al., 2009). V soucasné dobé
lze ATP-kompetitivni CDK inhibitory dle chronologie a specifity ucinku rozdélit
na inhibitory prvni, druhé a tfeti generace.

Nejvice zkoumanou latkou prvni generace inhibitord byl semisynteticky analog
rostlinného alkaloidu rohitukinu, flavopiridol (Yuan et al., 2021). Inhibitor vykazoval
inhibi¢ni ufinky na CDKI, 2, 4, 6, 71 9 a ackoliv indukoval silnou inhibi¢ni aktivitu
v in vitro modelech, in vivo u¢inek byl podstatné nizsi, nez se zpocatku predpokladalo
a s ohledem k vysoké hematotoxicité byly klinické testy ukonceny. DalSim piikladem
inhibitoru prvni generace je seliciclib (roscovitin), ktery vykazoval inhibi¢ni ucinek
na CDK1, CDK2 a CDKS5 (Whittaker et al., 2004). Seliciclibu, na rozdil od flavopiridolu,
nebyla prokdzana hematotoxicita a doposud probihaji dvé klinické studie pro lécbu
Cushingovy choroby a pokrocilych solidnich tumort (Obr. 4). S vyvojem zkoumani
téchto latek se soubézné ménil pohled na jejich Ucinek (Asghar et al., 2015). Zpocatku
se predpokladalo, ze je seliciclib relativné selektivni inhibitor CDKI1, 2 a 5. Nasledné
ziskana data vSak ukazala, ze mimo zminéné kinasy seliciclib inhibuje také CDK7

a CDKO.

OH
HgC

5o
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o

Flavopiridol Seliciclib Dinaciclib

Obrazek 4. Strukturni vzorce pan-CDK inhibitorii prvni generace: zleva flavopiridolu,
seliciclibu a inhibitoru druhé generace: dinaciclibu.
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2.3.2 Druha a tieti generace inhibitoru

Nova generace inhibitorti byla vyvinuta s cilem zvysit selektivitu a snizit nespecifické
ucinky latek. Mezi vyznamné inhibitory této skupiny patii dinaciclib, coz je inhibitor
CDKI1, 2 a CDKS vykazujici slabou inhibiéni aktivitu pro CDK4/6 a CDKO9 (Parry et al.,
2010). Ve srovnani s flavopiridolem mél dinaciclib vyrazngjs$i inhibicni ucinek
na fosforylaci RB, replikaci DNA a navic byl méné toxicky pro netransformovanou tkan.
Dinaciclib se nachazi ve druhé fazi klinického testovani pro 1é¢bu akutni myeloidni
leukémie a triple negativniho karcinomu prsu v kombinaci s epirubicin hydrochloridem
(Fry et al., 2004). Jiz byla dokonCena tfeti faze klinického testovani v kombinaci
s rituximabem pro 1é¢bu chronické lymfocytarni leukémie.

Ve srovnani s nespecifickymi inhibitory nedochazi pfi 1écbé selektivnimi CDK4
inhibitory k inhibici CDK, regulujicich cyklus nenadorovych bunék. Prostfednictvim
knock-out modela bylo prokazano, ze CDK4/6 nejsou nezbytné pro vyvoj zdravych
fibroblastt, pravé diky existenci kompenzacnich mechanismua. Stejné tvrzeni neplati
pro nadorové buriky, které jsou zavislé na signalizaci RB. V dusledku ztraty p16, zvySené
exprese cyklinu D ¢i hyperaktivace komplexu CDK4/6 s cyklinem D se stavaji nadorové
buriky citliveéjs§imi vici selektivni inhibici CDK4/6 (Yuan et al., 2021). Proto se jedna
o relativné bezpeCnou a ucinnou lécebnou strategii nadorovych onemocnéni, majici
minimalni vedlejsi €inky na nenddorovou tkan. Prostfednictvim chemického screeningu
bylo zji§téno, ze pyrido[2,3-d]pyrimidin-7-onové derivaty s 2-aminopyridinovym
postrannim fetézcem v poloze C2 jsou vysoce selektivni pro inhibici CDK4/6. Naslednou
optimalizaci struktury byl vytvoren inhibitor tfeti generace, palbociclib (Fry et al., 2004).
Inhibiéni tcinek byl prfedpokladan na vSech liniich s pfitomnosti funkéniho proteinu RB,
¢imz byla sou¢asné prokéazana biologicka specifita ucinku.

Paralelni usili ve vyvoji novych selektivnich slouc¢enin dalo vzniknout dal§im dvéma,
FDA schvalenym inhibitoram, abemaciclibu a ribociclibu, jejichz struktura je zalozena
na skeletu 7H-pyrrolo(2,3-d)pyrimidinu (Ribociclib) a 6-(pyrimidin-4-yl)-1H-
benzo[d]imidazolu (Abemaciclib). VSechny tii latky maji podobny strukturni motiv
(Obr. 5), zcela odlisny od ptvodnich pan-CDK inhibitora (Obr. 4). I pfesto, ze v dobé
vzniku palbociclibu je§té nebyla presné znama struktura CDK4/6, bylo predpokladano,
ze latky se vazi do ATP-vazebné kapsy (Asghar et al., 2015). V prubéhu klinickych testt
byl pozorovan vyrazny pokles zavaznych vedlejSich acinkd ve srovnani s pan-CDK

inhibitory.
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Nejvice vyuzivanym markerem pro hodnoceni citlivosti nadord vuci CDK4/6
inhibitoriim je charakterizace drahy CDK4/CDK6/RB/p16/INK4A (Yuan et al., 2021).
Funk¢ni protein RB je nezbytny pro inhibicni aktivitu selektivnich CDK4/6 inhibitort
a jeho ztrata ¢i mutace vedouci k funkénim zménam je pfimym markerem rezistence
k ucinku latek. Ztrata RB vede v butikach ke zvySeni exprese p16 inhibi¢niho proteinu,
jehoz zvySené hladiny jsou detekovany napfiklad u malignit zpisobenych lidskymi
papilomaviry, schopnymi inaktivovat RB u karcinoma délozniho hrdla (Carozzi et al.,

2008).

2.3.2.1 Palbociclib

Palbociclib (Obr. 5) patii do skupiny pyridopyrimidind. Jedna se o reverzibilni
nizkomolekularni inhibitor CDK4/6 tieti generace (VanderWel et al., 2005; Guha, 2012).
Palbociclib je silny a selektivni inhibitor CDK4 a komplexti CDK4/6 s cyklinem D1,
pfi¢emz jeho toxicita je velmi nizka. Palbociclib vykazuje poloviéni inhibi¢ni aktivitu
na komplexu CDK4/cyklin D1 v hodnot& 11 nmol 1! (Tab. 3), hodnota IC50 pro komplex
CDK4/cyklin D3 je rovna 9 nmol-1"!. Inhibitor vykazuje také silnou inhibi¢ni a selektivni
aktivitu na homologni CDK6 v komplexu s cyklinem D2 rovnéz v nanomolarnich
hodnotach (Tripathy ef al., 2017). K selektivité a u¢innosti inhibitoru na CDK4 pfispélo
vneseni acetylové skupiny na C6 a 2-aminopyridinovy fetézec do polohy C2. Vneseni
methylové skupiny na C5 naopak zpusobilo snizeni selektivity palbociclibu viici CDK1
a CDK2 (VanderWel et al., 2005; Liu et al., 2018 a).

Inhibice CDK4/6 palbociclibem snizuje fosforylaci Ser780, Ser795 a Ser807/811
rezidui proteinu RB, coz vede k zastaveni bunécného cyklu v Gl fazi v buikéch
s funkénim RB. Kromé poklesu fosforylace RB indukuje inhibice CDK4/6 pokles
fosforylace i pfibuznych proteint p110, p107 a p130 (Roskoski, 2016). Vyjma proteinu
RB se na regulaci bunécného cyklu podili dalsi substrat CDK4, transkripcni faktor
FOXM1, odpovédny mimo jiné za potlaceni bunécného starnuti. Akutni inhibice CDK4/6
indukuje senescenci spojenou se zvysenou aktivitou P-galaktosidasy a aktivaci drah
pS3/p21 a pl6 (Anders et al., 2011). Navic bylo zji§téno, ze inhibice palbociclibem ma
vliv na aktivaci proteazomu prostiednictvim snizené hladiny ECM29 (Miettinen et al.,
2018). Ackoliv je palbociclib vysoce selektivni, v ramci proteomického profilovani byla

zjisténa interakce s lipidovymi kinasami PIK3R4, PIK3CD, PIPSK2C a PIP4K2A/B/C,
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které jsou soucCasti drahy zavislé na fosfatidylinositolu a ucastni se tak aktivace
signaliza¢ni kaskady proteinkinasy B (AKT) (Sumi ez al., 2015).

S funkci palbociclibu interferuje inhibicni protein p27, jehoz funkci za normalnich
okolnosti je modulace aktivity CDK2/cyklin A, E. Mimo inhibi¢ni funkce byla zjisténa
allostericka regulace jaderného transportu CDK4/cyklin D. Protein vazbou na komplex
CDK4/cyklin D indukuje konformacni zmény spojené s poklesem vazebné afinity
palbociclibu k CDK4. Dochazi k oto¢eni Phe93 v fetézci S5 a Ala33 v B3 opacnym
smérem, proto je znemoznéno vzniku vazby s methylem na C5 a acetylem na C6
pyridopyrimidinového fetézce palbociclibu. In vitro studie ukéazaly, Ze trimerni komplex
CDK4/cyklin D/p27 vykazuje snizenou citlivost k inhibici (Guiley et al., 2019).

Vyznamné bunécné ucinky palbociclib vykazuje pii inhibici homologni CDK6
na indukci apoptozy nadorovych bunék T-lymfocytarni leukémie. Za béznych podminek
komplex CDK6/cyklin D3 fosforyluje dva klicové enzymy glykolyzy
6-fosfofruktokinasu a pyruvatkinasu. Fosforylace mé& na enzymy inhibi¢ni ucinek
a dochazi ke zpomaleni probihajici glykolyzy skrze presmérovani meziprodukta
do pentosafosfatového cyklu, coz podporuje produkci redukovaného NADPH
a glutathionu, podilejicich se na regulaci hladiny ROS. Inhibice komplexu CDK6/cyklin
D3 palbociclibem snizuje fosforylaci enzymu a jejich zvySena aktivita vede k vycCerpani
NADH a glutathionu. V diasledku vysoké hladiny ROS nadorové buriky podstupuji
apoptézu (Wang et al., 2017).

Palbociclib  naSel uplatnéni v 1é€bé mnoha néadorovych  onemocnéni
od hematologickych malignit az po pokrocilé a metastatické solidni tumory. V prabéhu
preklinickych studii bylo zji§téno, ze slibn€ interaguje s jinymi molekularné cilenymi
¢inidly. Prozatim nejvétsi pokrok byl zaznamenan v 1é€b€ luminalniho metastatického
karcinomu prsu. Kombinace palbociclibu s endokrinni terapii u pacientek
s metastatickym karcinomem prsu pozitivhim na estrogenni nebo progesteronovy
receptor vykazovala vysokou synergii v in vitro i in vivo modelech. Inhibice CDK4/6
v kombinaci s inhibitorem aromatasy letrozolem statisticky vyznamné prodlouzila dobu
do progrese onemocnéni (Dange et al., 2017). Na zakladé vysledku klinickych studii byl
palbociclib roku 2015 schvalen FDA v kombinaci s letrozolem pro 1écbu metastatického
ER*/HER2" karcinomu prsu (Bilgin et al., 2017). Soucasné byl palbociclib shledan
ucinnym pro kombinacéni terapii s fulvestrantem a v roce 2016 schvalen FDA pro 1écbu
ER*/HER2" pokrocilého metastatického karcinomu prsu zen s progresi onemocnéni

po predchozi neuspésné endokrinni terapii (Iwata et al., 2017; Liu et al., 2018 b).
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Palbociclib byl také testovan v monoterapii RB pozitivnich pokrocilych solidnich
tumort, kolorektalniho karcinomu s mutaci RAS, kozniho melanomu a non-
Hodkingovych lymfomt. Vysledky studii ukazaly slibnou klinickou ucinnost
a omezenou toxicitu (Schwartz et al., 2011; Teh et al., 2016). Dalsi uspéSnou
aplikaci palbociclibu  predstavuje 1é€ba mnohocCetného myelomu v kombinaci
s bortezomibem a dexamethasonem (Niesvizky et al., 2015). V poslednich letech
se vyzkum zaméfuje na testovani ucinku CDK4/6 inhibitord u karcinom plic. V ramci in
vivo studii na mySich modelech bylo zjisténo, ze kombinace inhibitori EGFR
s palbociclibem vyrazné snizuje proliferaci, angiogenezi a soucasn¢ indukuje apoptozu
nadorovych bunék v porovnani se samotnou 1écbou gefitinibem (Liu et al., 2016; Liu
et al., 2017). V soucasné dob¢ je palbociclib ve fazi pre-klinického testovani pro 1écbu
primarnich glioblastomi s deregulovanou aktivitou kinas CDK4/6. Stavajicim
problémem pro klinické vyuziti je pfestup pres hematoencefalickou bariéru (Liu et al.,
2017). In vivo bylo zjisténo, ze je palbociclib substratem P-glykoproteinu, ktery je
odpovédny za eflux a omezeni vstupu a distribuce latky do invazivnich oblasti (Liu et al.,

2018 a).

2.3.2.2 Ribociclib

Dal§im vysoce uc€innym, selektivnim CDK4/6 inhibitorem je ribociclib (Obr. 5).
Strukturné je ribociclib podobny palbociclibu: klicové substituenty v poloze C2 a C7
zustavaji stejné, ale na rozdil od palbociclibu je ribociclib tvofen pyrrolo[2,3-
d]pyrimidinovym jadrem (Rader et al., 2013). V ramci chemoproteomickych studii
inhibi¢ni aktivity na bunéénych liniich karcinomu plic bylo zjisténo, ze ribociclib
vykazuje vys$si selektivitu vac¢i CDK4/6 nez palbociclib, dokonce i pii vysSich
koncentracich inhibitor interaguje s niz§im poctem nespecifickych cili, mezi nimiz byly
identifikovany izoformy CAML2a/B/y/d a kinasa TTK, kterda je inhibovana
i palbociclibem (Sumi et al., 2015; Hafner et al., 2019). Hodnota IC50 ribociclibu
na komplexu CDK4/cyklin D1 je 10 nmol-I"' (Tab. 3), zatimco hodnoty na komplexy
CDK1 a CDK2 se pohybuji v koncentracich o tfi fady vysSich. Na bunéénych liniich byla
pozorovana dalsi odlisnost ucinku téchto dvou inhibitord majici souvislost se ziskanou
rezistenci. Zatimco v liniich rezistentnich na palbociclib byla zjisténa vysoka hladina
exprese cyklinu E, rezistence na ribociclib se projevila spise naristem hladiny E2F (Doi

etal., 2017).
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Ribociclib je vysoce u€inny napfi¢ riznymi typy nadorovych onemocnéni, vyznamné
vysledky vykazuje v kombinaci s endokrinni terapii. Klinicka data ukazuji, ze 1é¢ebna
kombinace s letrozolem vyrazné zvysila primémou dobu pieziti a zastavila rist nadort
u pacientek s visceralnimi metastazemi, proto byla v roce 2017 schvalena FDA (Tripathy
et al., 2017). Pozitivni klinické vysledky ukéazaly také kombinace s tamoxifenem
a fulvestrantem a triple-kombinace ribociclib:letrozol:everolimus (inhibitor mTOR)
nebo alpelisib (inhibitor PI3K) u diive 1é€enych pacientek s progredujicim ER pozitivnim
karcinomem prsu s mutaci v draze PI3K/AKT/mTOR (Juric et al., 2016).

Nadéjnou kombinaci je pouziti ribociclibu s inhibitorem RAF (encorafenib)
a MEK (binimetinib) pro 1é€bu melanomu s mutaci RAF. Protoonkogenni kinasa RAF je
vyznamnou slozkou drahy mitogenem-aktivovanych proteinkinas podfizenych RAS.
K této kombinaci vedla motivace Casté deregulace drahy RAS vedouci k nadmeérné
expresi cyklinu D. Klinické testy ukéazaly, ze kombinace ribociclibu s binimetinibem
vedla k vyrazné regresi nadoru ve srovnani s monoterapii MEK inhibitory. Lécba
zpusobila prodlouzeni primérné délky preziti a potlacila vyvoj rezistence u nadorovych
modelt (Tripathy et al., 2017). Vyrazné zvySena exprese cyklinu D je také
charakteristicka pro neuroblastom. Casto byva tato deregulace zptisobena onkogenni
aktivaci kinasy ALK, vedouci az k osmindsobné vy§s§i expresi cyklinu D v burikach
neuroblastomu oproti jinym typtim malignit. Tato skutecnost Cini buiiky neuroblastomu
zvlasteé citlivé k inhibici CDK4/6 ribociclibem, ktery zptsobil regresi nadoru pacientu

s neuroblastomem jiz v nanomolarnich koncentracich (Molenaar et al., 2008).

2.3.2.3 Abemaciclib

Ackoliv je inhibi¢ni mechanismus ucinku abemaciclibu ve srovnéni s palbociclibem
a ribociclibem stejny, chemicky je tento inhibitor odlisSny (Obr. 5). Jeho struktura je
odvozena od 2-anilino-2,4-pyrimidinu, pficemz v poloze C2 pyrimidinu se nachazi
((4-ethylpiperazin-1-yl)methyl)pyridin-2-ylovy fetézec a v poloze C5 atom fluoru. Druhy
fluor se nachéazi na C4 benzimidazolu (O'Leary et al., 2016). Abemaciclib vykazuje
inhibi¢ni uCinky vici CDK4 na niz§i koncentracni urovni nez palbociclib
a ribociclib (Tab. 3), ale soucasné je abemaciclib méné selektivni a v koncentracich
nad 0,3 pmol-I"! interaguje s fadou dalsich molekularich cili (kinasy PIM1, DYRK,
HIPK, TTK), coz ma za nasledek zvySenou cytotoxicitu a navozeni G2/M bloku (Hafner
etal.,2019). V roce 2017 byl abemaciclib schvalen pro 1écbu ER"/HER2" metastatického
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karcinomu prsu progredujictho po netspé€$né endokrinni terapii v kombinaci
s fulvestrantem. V roce 2021 byl schvalen pro lécbu ER*/HER2" karcinomu prsu
s vysokym rizikem recidivy v kombinaci s tamoxifenem nebo inhibitorem aromatasy.

Abemaciclib byl u¢inny v burikach kolorektalniho karcinomu a melanomu pozitivnich
na mutaci v RAS s vyvinutou rezistenci vici vemurafenibu. Vysokou odezvu vykazuji
také linie nemalobunééného karcinomu plic a glioblastomt (O Leary et al., 2016; Royce
et al., 2022). Existuji studie poukazujici na rozdil mezi absorpci abemaciclibu
a palbociclibu pfes hematoencefalickou bariéru. Abemaciclib je schopen naruSenim
efluxniho ptisobeni P-glykoproteinii senzibilizovat buriky vykazujici nadmérnou expresi
téchto prenaseCi (Sanchez-Matinez et al., 2011). Dusledkem je dobra distribuce
pres hematoencefalickou bariéru, coz umoziiuje inhibi¢ni aktivitu vac¢i primarnim
nadorim CNS a mozkovym metastazim.

Abemaciclib vykazuje vyssi selektivni G€inek k CDK4 nez CDK6, navic je u ng¢j
prokazana schopnost inhibice CDK9 (O’'Leary et al., 2016). Oproti palbociclibu
a ribociclibu mé abemaciclib mirngjsi vedlejsi ti€inky z hlediska hematotoxicity, naproti
tomu jeho specifickym vedlejSim ucinkem je gastrotoxicita a zvySena hladina
aminotransferas, coz muze znacit negativni vliv abemaciclibu na funkci jater (Gelbert

et al.,2014; Tadesse et al., 2017).
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Obrazek S. Strukturni vzorce schvalenych CDK4/6 inhibitorti: zleva palbociclibu, ribociclibu
a abemaciclibu.



Tabulka 3. Srovnani hodnot IC50 selektivnich inhibitori CDK4/6 na enzymovych komplexech
CDK/cyklin (Tripathy et al., 2017).

Hodnoty IC50 (nmol-1'") Palbociclib Ribociclib Abemaciclib
CDK4/cyklin D1 11 10 2
CDK6/cyklin D1, 2, 3 16 39 10
CDKl/cyklin B >10 000 >10 000 1627
CDK2/cyklin A, E >10 000 >10 000 504
CDK5/p25 >10 000 >10 000 355
CDKO/cyklin T Neuvedeno Neuvedeno 57

2.3.2.4 Trilaciclib

Trilaciclib (G1T28) je relativné nové schvaleny CDK4/6 inhibitor vykazujici silnou
antineoplastickou a chemoprotektivni aktivitu. Inhibitor byl popsan vroce 2016
a pro odvozeni struktury bylo zadkladem pyrrolo[2,3-d]pirimidinové jadro, obdobné jako
tomu bylo u ribociclibu (Obr. 6). Ke schvaleni ufadem FDA doslo v unoru roku 2021
jako chemoprotektantu kostni dfené pied negativnim t¢inkem chemoterapeutické 1écby
metastatického malobunééného karcinomu plic (Powell & Prasad, 2021).
Hematopoetické buriky jsou k ucinku chemoterapie zvlaste citlivé a v dasledku jejich
poskozeni dochazi k dlouhodobé myelosupresi, coz ¢ini organismus nachylny k infekcim
a krvaceni.

V soucasné dobé¢ se trilaciclib nachéazi ve II. fazi klinického testovani v kombinaci
s gemcitabinem a karboplatinou pro 1écbu triple negativniho karcinomu prsu a ve III. fazi
pro lécbu metastatického kolerektalniho karcinomu (Ammazzalorso et al, 2021).
Ve III. fazi klinického testovani je také zkouman ucinek trilaciclibu u metastatického

karcinomu moc¢ového méchyte v prubehu 1é¢by chemoterapii (Weiss et al., 2019).

2.3.3 Inhibitory v klinickém testovani

Vzhledem k vysoké efektivité 1écby CDK4/6 nizkomolekularnimi inhibitory ve srovnani
s minimem vedlejSich ucinkd, je stale vyzvou hledani novych jesté selektivnéjSich
inhibitora (Li et al., 2014). Ackoliv 1é¢ba schvalenymi inhibitory s sebou pfinasi mnoho
vyhod, vétSina latek stile vykazuje nespecifické interakce. V souCasné dobé jsou
pro lécbu nadorovych onemocnéni schvaleny ctyfi ATP-kompetitivni  selektivni

inhibitory CDK4/6: palbociclib, ribociclib, abemaciclib a trilaciclib (Ammazzalorso
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et al., 2021). Ve fazi klinického testovani se nachazi fada dalSich latek, které jsou bud’
selektivnimi inhibitory CDK4/6 nebo vykazuji duélni inhibi¢ni tc€inky. Pfikladem latek
s dualnim ucinkem jsou inhibitory lerociclib, ON123300 a AMG925, u nichz byla mimo
selektivity k CDK4/6 prokazana inhibi¢ni aktivita na onkogenni kinasu FLT3. Mutace
v této kinase vedou k vyvoji maligniho onemocnéni akutni myeloidni leukémie (Zhang

et al.,2014; Bisi et al., 2017).

2.3.3.1 Lerociclib

Lerociclib (G1T38) je vysoce selektivni CDK4/6 inhibitor, ktery byl vyvinut v roce 2017.
Svou chemickou strukturou je témér totozny s trilaciclibem (Obr. 6). Jedinou odliSnosti
je koncovy substituent na piperazinu, kde ma trilaciclib navazan methyl
a lerociclib ma ve stejném misté navazan isopropyl (Bisi et al., 2017). Tato zména vedla
ke zméné farmakokinetickych vlastnosti a umoznéni peroralni aplikace latky,
nikoliv vSak k naruseni selektivity.

Lerociclib vykazoval vin vitro modelech inhibi¢ni u¢inek na RB pozitivnich
nadorovych liniich B-bunécné leukémie (MV4-11), ER" karcinomu prsu (MCF-7)
a bunécnych liniich lymfomt. Mimo specifickou inhibici CDK4/6 byl prokazan také
inhibi¢ni Gc¢inek na konkrétni mutace FLT3 [D835V a ITD] na liniich akutni myeloidni
leukémie, nikoliv v§ak na nemutovanou formu proteinu. In vivo studie ukézaly vyrazny
inhibic¢ni efekt na rast HER2" mySich xenografti karcinomu prsu (Bisi et al., 2017).
V souCasné dobé se nachazi ve II. fazi klinického testovani pro 1écbu ER*/HER2"

metastatického karcinomu prsu v kombinaci s fulvestrantem nebo letrozolem
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Obrazek 6. Chemicka struktura CDK4/6 inhibitora: zleva trilaciclib 2021 schvalen FDA,
lerociclib a SHR-6390 ve fazi klinického testovani.
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(Ammazzalorso et al., 2021). Paralelné probihajici klinické studie se zabyva prospésnosti
1é¢by nemalobunééného karcinomu plic s EGFR mutaci lerociclibem v kombinaci

s osimertinibem (Tan et al., 2019).

2.3.3.2 SHR-6390

SHR-6390 (dalpiciclib) je CDK4/6 selektivni inhibitor strukturné podobny abemaciclibu
(Obr. 6). Inhibitor prokazal vysoky inhibi¢ni u€inek na fosforylaci RB v in vitro modelech
linii MCF-7/TR karcinomu prsu rezistentni k tamoxifenu a linii BT-474 rezistentni
k trastuzumabu. V kombinacni terapii vykazoval synergicky ucinek s fulvestrantem
na bunécné linii MCF-7 a vramci in vivo modeli prokazal ucinnost na regresi
xenoimplantovaného nadoru MCF-7 v kombinaci s inhibitorem aromatasy letrozolem
(Long et al., 2019). V souCasné dobé probihd paralelné cela tfada klinickych studii
dalpiciclibu, at' uz kombinaci s jinou latkou nebo samostatné jako monoterapeutika.
Aktualné se latka nachézi ve II. fazi klinického testovani pro 1écbu pokrocilych solidnich
tumort, pro monoterapii také probihaji experimentalni 1é¢by melanomu. V kombinaci
s dalsimi inhibitory je dalpiciclib testovan pro 1é¢bu ER*/HER2" pokrocilého karcinomu
prsu v kombinaci s famitinibem, dale pro preoperacni 1écbu karcinomu prsu
s anastrazolem a v kombinaci s pyrotinibem pro 1é¢bu HER2" karcinomu Zaludku

(Ammazzalorso et al., 2021).

2.3.4 Modulatory stability CDK

Ackoliv nizkomolekularni selektivni inhibitory CDK4/6 vykazuji vysokou ucinnost,
riziko vzniku ziskané rezistence vyvolava obavy ze snizeni efektivity. Relativné novou
strategii pro prekonani nékterych omezeni malych kompetitivnich inhibitorti predstavuji
heterobifunkéni molekuly PROTAC (proteolysis targeting chimera) zacilené
na indukovanou proteolyzu (Konstantinidou et al., 2019). Molekuly PROTAC obsahuyji
ligand pro cilovy protein CDK4 nebo CDK6 (obvykle kompetitivni inhibitor) a soucasné
ligand pro E3 ligasu, které jsou vzajemné spojeny linkerem.

Narozdil od béznych nizkomolekularnich inhibitor(, kde dochazi pouze k reverzibilni
inhibici, bifunkéni molekuly PROTAC se jednak vazi na cilovy protein svou Casti
s inhibi¢ni aktivitou, druhd cast molekuly s ligandem se vaze na E3 ligasu, ¢imz dojde

k vytvoteni ternadrniho komplexu kinasa:PROTAC:ligasa. Nasleduje ubikvitinace
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a degradace cilového proteinu v proteazomu. Molekula PROTAC je nasledné uvolnéna
a cely proces se opakuje, funguje v podstaté jako katalyzator. Pro vyvoj PROTAC jsou
nejvice vyuzivany ligandy E3 ligas von Hippel-Lindau (VHL), cereblona (CRBN)
a MDM2 ve spojeni s nizkomolekularnimi selektivnimi inhibitory palbociclibem,
ribociclibem a abemaciclibem (Ammazzalorso et al., 2021). Struktura PROTAC zasadné
ovliviiyje selektivitu, stabilitu a konformaci vysledného komplexu s CDK4 nebo CDKG6.
Zatimco pouziti ribociclibu se neprojevilo jako velmi efektivni, PROTAC molekuly
obsahujici palbociclib a abemaciclib vykazovaly specifickou CDK4/6 degradacni aktivitu
(Obr. 7). Doposud bylo vytvoreno mnozstvi chimérnich molekul s pomalidomidem,
ligandem pro CRBN, degradacni ucinnost vSak vykazaly i molekuly nesouci ligand
pro VHL (Anderson et al., 2020). Dulezitou komponentou pro funkénost molekuly je
struktura linkeru. V nékolika studiich bylo paralelné zjisténo, ze délka a rigidita linkeru
ma zésadni vliv na Ginnost a vazebnou afinitu vytvotfenych molekul. Pro uchyceni
inhibitoru CDK4/6 je nejvhodn&j§i variantou pouziti amidovych, thiazolovych
¢i methylovych skupin, které neovlivni aktivitu inhibitoru. Na druhé strané linkeru
se nejvice osvédcila aminoskupina jako kotvici skupina pro ligand E3 ligasy,
coz dokazuje zasadni vliv flexibility v této Casti (Su et al., 2019; Khan et al., 2020).

U mnohych kombinaci jiz byla potvrzena vysok4 ucinnost in vitro na nadorovych
liniich. Za zminku stoji degradator, jehoz struktura je zalozena na palbociclibu
a pomalidomidu propojenymi linkerem obsahujicim thiazolovy kruh (Obr. 7A). Molekula
selektivné a ucinné degraduje CDK4 a 6, coz by mohlo byt prospé$né také pro potlaceni
rezistence vzniklé v disledku nadmémmé exprese CDKO6. Studie na nadorovych liniich
ukdézaly, ze latka degraduje CDK4 a 6 v linii triple-negativniho karcinomu prsu MDA -
MB-231 s tiéinnosti v jednotkach nmol 1" (Zhao & Burgess, 2019). Dal§i vyzkumna
skupina vytvorila sérit chimérickych molekul palbociclibu s pomalidomidem,
které se vzajemné liSily v délce flexibilniho linkeru s atomy kysliku (Obr. 7B). Molekuly
s del§im linkerem selektivné degradovaly CDK6 v bunécné linii karcinomu pankreatu
MiaPaCa2 s degrada¢ni ucinnosti 100 nmol-1"' (Rana et al., 2019). Za zminku také stoji
série chimérickych molekul palbociclibu, abemaciclibu, ribociclibu s pomalidomidem
propojené alkylovym nebo PEG linkerem (Obr. 7C). Tyto konjugaty taktéz vykazovaly
predpokladanou aktivitu k CDK4 a 6, ackoliv molekuly obsahujici abemaciclib
vykazovaly nespecifickou degradacni aktivitu na CDK9 (Jiang et al., 2019).
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Obrazek 7. Konjugaty PROTAC vytvorené konjugaci palbociclibu s pomalidomidem (7A, B)
a abemaciclibu s pomalidomidem (7C).

2.4 Rezistence k CDK4/6 inhibitorum

Moznou komplikaci 1é¢by je nartst rezistentnich populaci nadorovych bunék, ktery byl
pozorovan ve vzorcich nadorové tkané pacienti po dlouhodobé expozici inhibitoram
CDK4/6. Tato rezistence muze vzniknout celou fadou molekularnich mechanismi,
podporujicich preziti a proliferact bunek. Na zakladé provedeni genomickych analyz
vzorkd progredujici nadorové tkané bylo mozné identifikovat nekteré faktory odpoveédné
za vznik. U pacientek s ER"/HER2" karcinomy prsu 1é¢enych kombinaci hormonalni
terapie s inhibitory CDK4/6 byl detekovan vyrazny narast exprese CDK6 a cyklinu E1

Casto spojeny s mutacemi v RB. Bylo zisténo, ze tato zmeéna byla iniciovana

27



prostiednictvim represe drahy rastového faktoru TGF-P v dusledku exprese specifické
miRNA (Cornell et al., 2019). Nartst exprese cilového proteinu v bunécnych populacich
vedl ke snizeni senzitivity k 1é€bé. Nadmérna exprese CDK4 naopak nebyla pii vzniku
rezistence pozorovana. Jednim z moznych vysvétleni mize byt rozdil v citlivosti
komplexii CDK6/cyklin D3 a CDK4/cyklin D1 k inhibitoraim (Yang et al., 2017).
Navic dochazelo k utlumeni exprese estrogenniho a progesteronového receptoru, jejichz
ztrata byla Casto detekovana soubézné se zesilenou signalizaci zavislou na androgennim
receptoru.

Zasadnim a velmi u¢innym rezistencnim mechanismem bunék je de novo mutace genu
pro RB nebo jeho uplna ztrata. NejCasteji detekované mutace byly v exonech 8, 3, 19
a 22 po dlouhodobé 1éc¢bé palbociclibem. Dlouhodoba expozice ribociclibu vedla
nejCastéji ke vzniku rezistencni mutace genu pro RB vexonu 19 (p.Met695fs*26)
(Condorelli et al., 2018). Uplna ztrata RB jako primarniho cile kinas mtze byt zptisobena
vlivem nadmémné exprese transkripcnich faktori E2F. Brzka adaptace na CDK4/6
inhibitory omezuje schopnost bun€k vyvolat uplné a stabilni zablokovani bunééného
cyklu v G1. V souvislosti s transkripénimi faktory E2F je také hladina exprese cyklinu
El a E2, ktera ptimo ovliviiuje citlivost bunék k CDK4/6 inhibitoram (Scaltriti et al.,
2011). V klinické praxi je navic nadmérna exprese tohoto cyklinu spojovana s horsi
prognozou napii¢ spektrem riiznych nadorovych onemocnéni.

Dulezitym mechanismem ziskané rezistence je ztrata nadorovych supresort
a zvySena aktivace onkogennich drah. Velmi Casto dochazi v rozvijejicim se tumoru
ke ztrat€é nadorového supresoru PTEN (Adon et al., 2021). Neptitomnost PTEN vede
k hyperaktivaci kinasy AKT, pfimo odpoveédné za stabilizaci komplexu CDK4/cyklin D
a zvySeni aktivity CDK2. AKT fosforyluje Thr157 reziduum proteinu p27, coz narusi
jeho transport do jadra, kde se za béznych podminek protein podili na inhibici CDK2
(Costa et al., 2020). Jeho zvySena lokalizace v cytoplazmé tedy vede k hyperaktivaci
CDK2, soucasn¢ tvori trikomplex s CDK4 a cyklinem D, ktery je odolny vici CDK4
inhibitoram (kapitola 2.3.2.1). ZvySena exprese PTEN naopak snizuje aktivitu AKTday
a indukuje apoptozu nadorovych bunék.

Rada studii ukézala, Ze rezistence miize byt zptisobena mutaci komponent signalnich
drah nesouvisejicich s pfimou regulaci CDK4/RB (Obrien et al., 2020). Ptikladem je
ztrata nadorového supresoru FAT1, vedouci k inaktivaci drahy Hippo (Obr. 8). Suprese
Hippo ovliviyje prostrednictvim faktori YAP/TAZ expresi a lokalizaci CDKG6 v jadre.

Bunécéné linie s potlacenou expresi FAT1 maji snizenou citlivost k inhibitoraim CDK4
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a vyzaduji k zastaveni proliferace vyrazné vyssi koncentrace inhibitora (Li et al., 2018).
Po dlouhodobé expozici ribociclibu byla u fady vzorka pozorovana amplifikace FGFR1,
ktera skrze aktivaci MAPK vede ke zvySeni exprese cyklini typu D i E. Zmény
v mikroprostiedi nadort také Casto vedou ke zvySené expresi Myec, fidici metabolismus
glukosy a aminokyselin (Xu et al., 2020). ZvySena exprese vede k pfeprogramovani
metabolismu a aktivaci mTOR.

Dosud byly diskutovany pouze pfipady vzniku de novo rezistence v dusledku
dlouhodobé expozice inhibitorim. Cela fada nadorovych linii vSak vykazuje
tzv. pfirozenou rezistenci, ackoliv maji tyto linie pfitomen funkéni protein RB.
Tato problematika byla studovana na bunécnych liniich triple negativniho karcinomu
prsu. U nékterych linii byla zjisténa naptiklad zvySena lysozomalni biogeneze vedouci

k sekvestraci CDK4/6, ktera pravdépodobné podporuje rezistenci (Fassl et al., 2020).

2.4.1 Mozné pristupy k omezeni vzniku rezistence

Béhem mnohych preklinickych i klinickych studii bylo prokazano, ze velmi uc¢innym
nastrojem pro potlaceni vzniku lékové rezistence je kombinovani inhibice rtznych
molekularnich drah, vykazujici synergické ucinky. Ziskana rezistence po monoterapii
CDK4/6 inhibitory je spojena se ztratou zavislosti cyklu na RB a aktivaci drahy
PI3BK/mTOR (Obrien et al., 2020). Ziskanou rezistenci je mozné potlacit podanim

selektivniho inhibitoru PI3K/mTOR. V dnes$ni dobé€ jsou jiz znamé trojkombinacni
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Obrazek 8. Schéma mechanismu vzniku rezistence k CDK4/6 inhibitoram (Pfevzato z: Xu

et al., 2020).
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terapie CDK4/6:ER:PI3K u ER*/HER2" karcinomu prsu, schopné zabranit rozvoji
rezistencnich mechanismu k endokrinni terapii i inhibitoraim CDK4/6.

V liniich ER*/HER2" karcinomu prsu také casto dochazi k deregulaci FGFR.
Nadorové bunky podrobené dlouhodobé expozici CDK4/6 inhibitorim maji casto
receptor FGFR hyperaktivovan, coz miize vyrazné ovlivnit proliferaci a rist nadoru.
V preklinickych studiich jsou testovany trojkombinace latek inhibujicich ER:CDK4/6:
FGFR1 (Adon et al., 2021). Dosavadni vysledky ukazuji, ze tato kombinace zpusobila
regresi nadoru a do budoucna s ni 1ze pocitat jako se slibnou prevenci vzniku rezistence
zavislé na FGFR1.

Po dlouhodobé inhibici CDK4/6 muze dojit ke kompenzaci nadmérnou expresi
cyklinu D1 a tim k sekvestraci endogennich inhibitori p21 a p27. Protein p2l
fyziologicky inhibuje aktivitu CDK?2 a v piipad¢ jeho inaktivace dochazi k progresi cyklu
fizené aktivitou komplexu CDK2/cyklin E. V pfipadé vzniku rezistence zpusobené
aktivaci c-MYC, vedouci k hyperaktivaci komplexu CDK2/cyklin E, je moznosti 1é¢by
dualni inhibice CDK2 a CDK4/6 (Adon et al., 2021).

2.5 Nové syntetizované latky pro zpracovani diplomové prace

Vyvoji novych latek s inhibi¢ni aktivitou vac¢i CDK se dlouhodobé vénuji
také na nékolika pracovistich Pfirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci
(napt. Laboratof rastovych regulatori, Katedra experimentalni biologie, Katedra
organické chemie). Mezi velmi aktivni a selektivni inhibitory CDK patii napftiklad 3,5,7-
trisubstituované pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny vykazujici ucinnou inhibici CDK2, 7 a 9
(Jorda et al., 2011; Jorda et al., 2019) nebo imidazo[1,2-c]pyrimidinony, které jsou
vysoce specifické k CDK2 (Jansa et al., 2021). Publikované vysledky popisuji nejen
biochemickou ti¢innost a selektivitu vii¢ci CDK a ostatnim proteinkinasam, ale také ucinky
latek na nadorovych liniich.

V ramci aktualné feSeného vyzkumného projektu byla navrzena a pfipravena série
doposud nepopsanych heterocyklickych derivatd, znichz byly vybrany pro blizsi
charakterizaci uCinku dv€ kandidatni slouceniny, MT-PPC14-4B a MT-PPC20-4B
(Krystof er al., nepublikované vysledky). Obé latky vykazovaly specifickou inhibicni
aktivitu na komplexu CDK4/cyklin D1, pfi¢emz latka MT-PPC14-4B se jevila jako vice
selektivni (Tab. 4). Méfeni cytotoxicity na nadorovych liniich ukazaly, ze slouceniny

vykazuji ristovou inhibicni aktivitu,

30



Tabulka 4. Cytotoxicita studovanych latek na bunéénych liniich a inhibicni efekt na enzymech.

Inhibitor GI50 (umol-1'") IC50 (umol-11)
MV4-11 K562 MCEF-7 CDK2/E  CDK4/D1
MT-PPC14-4B 4,31 17,05 18,74 4,58 0,082
MT-PPC20-4B 2,45 7,11 8,78 11,09 0,416
Palbociclib 1,14 2,28 3,2 9,11 0,014

zvlasté citliva vici tcinku obou latek byla linie MV4-11 odvozena od akutni myeloidni
leukémie. Dle ziskanych vysledkl na liniich vykazovala latka MT-PPC20-4B vyssi miru
cytotoxicity ve srovnani s latkou MT-PPC14-4B (Tab. 4).
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3 PRAKTICKA CAST
3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

2-Merkaptoethanol 97% (Serva, Némecko), 4',6-diamidin-2-fenylindol: DAPI (Thermo
Fisher Scientific, USA), 7-hydroxy-3H-fenoxazin-3-on-10-oxid sodna sul (Sigma-
Aldrich, USA), akrylamid (VWR, USA), aprotinin (Sigma-Aldrich, USA), bovinni
sérovy albumin: BSA (VWR, USA), bromfenolova modf (Sigma-Aldrich, Rakousko),
Coomasie-brilliant blue (Sigma—Aldrich, USA), dekahydrat tetraboritanu sodného
(Sigma-Aldrich, USA), dihydrogenfosfore¢nan  draselny  (Lachema, CR),
dimethylsulfoxid: DMSO (PanReach AppliChem, Némecko), dithiothreitol: DTT
(Roche, Némecko), dodecylsiran sodny: SDS (Lach-Ner, CR), ECL substrat: peroxid
vodiku a luminol (Thermo Fisher Scientific, USA), ethanol 96% (Lach-Ner, CR),
fenylmethylsulfonylfluorid: PMSF (Sigma—Aldrich, Cina), fetalni bovinni sérum: FS
(Biowest, Francie), fluorid sodny (Lach-Ner, CR), formaldehyd (Penta, CR),
glutaraldehyd (Lach-Ner, CR), glycerol (Lach-Ner, CR), glycin (Sigma—Aldrich, USA),
hexakyanozeleznatan draselny (Penta, CR), hexakyanoZelezitan draselny (Penta, CR),
hydrogenfosfore¢nan sodny (Penta, CR), hydroxid sodny (Penta, CR), chlorid draselny
(Lachema, CR), chlorid hofe¢naty (Lachema, CR), chlorid sodny (Penta, CR), kultivaéni
médium RPMI 1640 (Biowest, Francie), kultivaéni médium DMEM (Sigma—Aldrich,
USA), kyselina ethylendiamintetraoctova: EDTA (Sigma—Aldrich, Cina), kyselina
ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N‘ N*-tetraoctova: EGTA (Sigma—Aldrich,
USA), kyselina chlorovodikova 35% (Lach-Ner, CR), kyselina trihydrogenfosfore¢na
85% (Penta, CR), kyselina octova 99% (Lach-Ner, CR), kyselina 2-hydroxypropan-1,2,3-
trikarboxylova (Penta, CR), L-glutamin (Sigma—Aldrich, USA), leupeptin (Sigma-—
Aldrich, USA), n-butanol (Lach-Ner, CR), N NN N*-tetramethylethylendiamin:
TEMED (BioRad, USA), N* N‘-methylenbisakrylamid (Sigma-Aldrich, Cina), nonidet:
P 40 (Fluka, Svycarsko), orthovanadi¢nan sodny (Sigma-Aldrich, USA), penicilin
(Sigma—Aldrich, USA), peroxodisiran amonny (BioRad, USA), propidium jodid (Sigma—
Aldrich, USA), proteinovy detekéni marker: Spectra Multicolor Broad PageRuler
Prestained Protein Ladder 10-250 kDa (Thermo Fisher Scientific, USA), Ponceau S
(Serva, Némecko), streptomycin (Sigma—Aldrich, USA),
tris(hydroxymethyl)aminomethan: TRIS (Serva, Némecko), triton-X-100 (Sigma-
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Aldrich, USA), trypsin (Thermo Fisher Scientific, USA), tween-20:
polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Sigma—Aldrich, USA), X-gal (Thermo Fisher
Scientific, USA).

3.1.2 Roztoky

e barvici roztok pro B-gal esej: 5 mmol-1"! hexakyanozeleznatan draselny; 5 mmol-1'!
hexakyanozelezitan draselny; 2 mmol-1" chlorid hofe¢naty; 150 mmol-1"' chlorid
sodny; 1 mg.ml™! X-gal v citrat-fosfore¢nanovém pufru (pH 6)

e blokovaci pufr: 5% (w/v) BSA; 0,1% (v/v) Tween 20 v TBS

e blottovaci pufr: 25 mmol-1"! TRIS; 192 mmol-1"! glycin v dHO

e Bradfordovo ¢inidlo: 0,01% (w/v) Coomasie-Brilliant blue; 4,7% (v/v) ethanol,
8,5% (v/v) kyselina fosforecna v dH,O

o citrat-fosforeénanovy pufr (40 mmol-1"'; pH 6): 0,1 mol 1! kyselina 2-hydroxypropan-
1,2,3-trikarboxylova; 0,2 mol-1"! heptahydrat fosfore¢nanu sodného v dH,0

e DAPI barvici roztok: 0,1 ug-ml~! DAPI v PBS

e ECL roztok: 1:1 luminol a H20O2

e clektrodovy pufr: 25 mmol-1"' TRIS; 192 mmol I glycin; 0,1% (w/v) SDS v dH>O
(pH 8,3)

e fixacni roztok: 0,2% (v/v) glutaraldehyd; 1,85% (v/v) formaldehyd v PBS

e kultivacni médium DMEM s 10% FS: 10 g praskového média v 1 1 sterilni dH>O;
doplnéno: 10% (v/v) FS; penicilin 100 U-ml~!; streptomycin 100 pg-ml~'; 2 mmol-1™!
L-glutamin

e kultivacni médium RPMI 1640 s 10% FS: 10 g praskového média v 1 [ sterilni dH>O;
doplnéno: 10% (v/v) FS; penicilin 100 U-ml ~!; streptomycin 100 pug-ml™'; 2 mmol-1™!
L-glutamin

e lyza¢ni pufr RIPA: 20 mmol-1-! TRIS (pH 7,4); 100 mmol 1! NaCl, 2 mmol-1"! EGTA;
5 mmol-I"' EDTA; 0,2% (v/v) nonidet P-40 (pH 7.4); 1 mmol-I™! DTT; 1 mmol-17!
PMSF; 1 mmol-1"! vanadi¢nan sodny; 1 mmol-1"" NaF; 2 pg-ml™' leupeptin;
0,5 pg-ml™! aprotinin v dH,0

e lyza¢ni pufr W: 10 mmol-1"! HEPES; 5 mmol-1"! KCI; 1,5 mmol-I"! MgCly;
1 mmol-1"! EDTA; 1 mmol-1"" EGTA; 0,5% (v/v) nonidet P 40 (pH 7,4) 1 mmol-I'!
PMSF; 1 mmol-1"" DTT; 2 pg'ml! leupeptin; 0,5 pg-ml! aprotinin; 1 mmol-I'!
vanadi¢nan sodny; 1 mmol-1"! NaF v dH,O
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e odbarvovaci roztok: 0,1% (v/v) SDS v dH20

e permeabilizacni roztok: 0,2% (v/v) triton X-100 v PBS

e promyvaci fosfatovy pufr PBS: 137 mmol-1"! NaCl; 2,7 mmol-1"! KCI; 10 mmol-1"!
NaxHPO4; 2 mmol-1"! KHPO4 (pH 7,4) v dH20

e Ponceau S: 0,2% (w/v) Ponceau S; 1% (v/v) kyselina octova v dH>O

e resazurin: 0,0625 mg-ml"! sodné soli 7-hydroxy-3H-fenoxazin-3-on-10-oxidu v PBS

e SDS vzorkovaci pufr: 0,3 mol-1"! TRIS (pH 6,8); 50% (v/v) glycerol; 10% (w/v) SDS;
5% (v/v) 2-merkaptoethanol; 0,05% (w/v) bromfenolova modt v dH>O

e TBS: 137 mmol-I"' NaCl; 20 mmol-1"! TRIS (pH 6,8) v dH,O; pH upraveno
koncentrovanou HCI na hodnotu 7,6

e TBS-T 20: 137 mmol-1"' NaCl; 20 mmol-1"' TRIS; 0,05% (v/v) Tween 20 v dH,O

3.1.3 Seznam pouzitych protilatek

Imunodetekce proteini byla provedena s pouzitim primarnich protilatek (Tab. 5)
a sekundarnich protilatek, konjugovanych s kienovou peroxidasou (Tab. 6). Redici pomér
byl u primérnich protilatek 1:500, u sekundarnich protilatek je tento pomér uveden

v tabulce 5. Protilatky byly fedény v blokovacim pufru.

Tabulka 5. Prehled pouzitych primamich protilatek (pivod: R = kralik, M = mys).

Protein M; antigenu Protilatka Typ (klon; Vyrobce
(kDa) zdroj)
Bcl-2 26 Anti-Bcl-2 M; mAb Sigma-Aldrich
CDK2 34 Anti-CDK2 78B2; R; mAb Cell signaling
CDK4 34 Anti-CDK4 DCS156; mAb Cell signaling
CDK6 36 Anti-CDK6 DA4S8S; R; mAb  Cell signaling
Cyklin A2 49 Anti-cyklin A2 BF683; M; mAb  Cell signaling
Era 68 Anti-ERa F10; M; mAb Santa Cruz
HER2 185 Anti-HER2 D8F12; R Cell signaling
HER3 185 Anti-HER3 D22C5; R Cell signaling
Mcl-1 42-43 Anti-Mcl-1 D35A5; R; mAb  Cell signaling
PCNA 30 Anti-PCNA10 mAb; IgG2 Cell signaling
RB 110 Anti-total RB 4H1; M Cell signaling
pRB Ser780 110 Anti-pRB S780 D59B7; R; IgG Cell signaling
pRB Ser807/811 110 Anti-pRB D20B12; R; IgG  Cell signaling
S807/811
RNA polymerasa II 516 Anti-RNA pol.Il 3ES; krysa Millipore
fosfoRNA pol .1l 516 Anti-pRNA pol.Il M Millipore
Ser5 S5
plé 16 Anti-pl16 D7CIM; R Cell signaling
a-tubulin 55 Anti- a-tubulin DMIA; IgG1 Sigma-Aldrich
B-aktin 56 Anti- B-aktin C4; M; mAb Santa Cruz
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Tabulka 6. Prehled pouzitych sekundamich protilatek (Px = polyklonalni).

Protilatka Typ Vyrobce apivod  Redici pomér
Swine anti-rabbit swine anti-rabbit Ig; Px Cell signaling 1:1000
Rat anti-mouse rabbit anti-mouse Ig; Px Cell signaling 1:1500
Goat anti-rat Goat anti-rat Ig; Px Merck 1:2000

3.1.4 Testované inhibitory

V diplomové praci byl zkouman bunécny ucinek a selektivita latek MT-PPC14-4B a MT-
PPC20-4B (hodnoty inhibi¢ni aktivity Tab. 4). Latky byly syntetizovany v roce 2019
doc. RNDr. Petrem Cankarem Ph.D. (Katedra organické chemie Prirodovédecka fakulta,
Univerzita Palackého v Olomouci). Zasobni roztoky latek byly uchovavany pii 4 °C.
Pro srovnani ucinku latek byl pouzit CDK4 inhibitor palbociclib (CAS 571190-30-2),
jehoz zasobni roztok byl uchovan pii -20 °C. Pro ovéfeni kombina¢niho ucinku
testovanych latek na ER* karcinomu prsu byly pouzity fulvestrant (CAS 129453-61-8)
a tamoxifen (CAS 10540-29-1). Kombinac¢ni ucinek testovanych latek s anti-HER2
terapii byl stanovovan za pouziti RTK inhibitoru lapatinibu (CAS 388082-78-8). Zasobni
roztoky latek byly fedény v DMSO pred uskute¢nénim experimentu tak, aby vysledna

koncentrace DMSO v médiu s zivymi butikami neptesahla 0,1 % (v/v).

3.1.5 Bunécné kultury

Pro vypracovani experimentalni ¢asti byly pouzity modelové nadorové linie nesouci

odlisné genové mutace a fyzio-patologické charakteristiky (Tab. 7).

Tabulka 7. Prehled pouzitych nadorovych bunéénych linii.

Nazev Tkanovy puvod Charakteristika

AUS565 Adenokarcinomu prsu SKBR3 HER2*/ER/AR"

BT474 Invazivni karcinom prsu HER2*/AR*/ER

BT549 Invazivni karcinom prsu Mutace PTEN/RB/p53
DU145 Metastazujici karcinom prostaty Mutace RB/p53/STK1

MDA-MB-468 Adenokarcinom prsu HER2/AR/ER/RB-

MCE-7 Invazivni karcinom prsu ER*/ HER2/p53/p16
MV4-11 Akutni myeloidni leukémie Mutace FLT3-ITD/PIK3CA/p53
SKBR3 Adenokarcinom prsu ER/HER2*/AR*

T47D Duktalni karcinom prsu AR*/ER*/PR*
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3.1.6 Pristrojové vybaveni

e CCD chemiluminiscenéni kamera LAS-4000 (FujiFilm, Japonsko)

e centrifuga BR4i (Jouan, USA)

e centrifuga 5702 (Eppendorf, Némecko)

e CO; inkubator (Sanyo, Japonsko)

e fluorescen¢ni mikroskop IX 51 (Olympus, Japonsko)

e laminarni box s vertikalnim proudénim vzduchu (Alpina, Polsko)

e magnetickd michacka s ohfevem Arex 6 (Velp Scientifics, Italie)

¢ mikrodesti¢kovy fluorimetr Fluoroskan Ascent (Thermo Labsystem, USA)

¢ mikrodestickovy fluorimetr Tecan infinite 200 pro (Life Sciences, Rakousko)
¢ minicentrifuga 5702R (Eppendorf, Némecko)

e odsavaci pumpa FTA2i (Biosan, Loty§sko)

e opticky mikroskop TMS (Nikon, Japonsko)

e pipetor (BrandTech Scientific, USA)

e pH metr se sklenénou elektrodou (XS instruments, Italie)

e pritokovy cytometr BD FACS VERSE™(Becton-Dickinson Company, USA)
e predvazky laboratorni (Kern, Némecko)

e souprava pro vertikalni elektroforézu: Mini Protean Tetra Cell (BioRad, USA)
e souprava pro western blotting: Mini Trans-Blot Module (BioRad, USA)

e spektrofotometr UV-1800 (Shimadzu, Japonsko)

e termocyklér MJ Mini (BioRad, USA)

e termostat blokovy (Kleinfeld labortechnik, Némecko)

e tiepacka vifiva Vortex mixer (Velp Scientifics, Italie)

e tiepacka s kyvavym pohybem MiniRocker MR-1 (Biosan, LotySsko)

e ultrazvukova vana (VWR, USA)

e vodni lazen (GFL, Némecko)

e zdroj pro elektroforézu a western blotting (E-C Apparatus Corporation, USA)

3.1.7 Programy

BD FACSuite™ Software (Becton-Dickinson Company, USA), Combenefit 2.02
(Slashdot Media, USA), DP Controller, ImageJ, ModFit LT 5.0 (Verity Software House,
USA), Multi2.2 (Image reader Las-4000) (FujiFilm, Japonsko), Origin.
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3.2 Metody

3.2.1 Prace s bunéénymi kulturami

Bunécné linie byly kultivovany v inkubatoru za stabilnich podminek 5% COa, teploty
37 °C. Linie byly podle specifickych pozadavka na kultivaéni podminky udrZzovany
ve sterilnim RPMI nebo DMEM médiu s 10% FS. Dle rychlosti ristu jednotlivych linii
byly kultury pasazovany 2-3x tydné€. U adherentnich linii bylo provedeno
pred pasazovanim uvolnéni trypsinem s EDTA a nasledné rozsuspendovani v Cistém
médiu. Pasazovani a ovlivilovani bunék bylo provadéno za sterilnich podminek
v laminarnim boxu.

Pocet buné€k pouzitych v experimentu byl vzdy pfizpisoben typu experimentu,
velikosti kultiva¢ni nadoby, typu bunék a jejich velikosti. U suspenzni linie MV4-11
byl pocet bun€k prepocitan na objem kultivacniho média, buriky adherentnich linii byly
fedény sohledem k povrchu kultivaéni nadoby. Ovlivnéni suspenznich bunéek
bylo provedeno pfidanim pfipraveného roztoku latky ptimo k buiikdm. Adherentni linie
byly ovlivnény nasledujici den (po pfisednuti na dno kultivacni nadoby) tak, ze bylo
vyménéno kultivaéni médium za médium s pfedem nafedénou latkou. Po ovlivnéni

byly buiiky dale inkubovany s latkou po dobu zéavislou na konkrétnim experimentu.

3.2.2 SDS-PAGE a western blotting s imunodetekci

Pro analyzu proteini (western blot) byly buriky kultivovany na Petriho miskach
(© 9,6 cm, kultivaéni povrch 60 cm?). Pfipraveny roztok latky v DMSO byl nafedén
do 10 ml kultiva¢niho média. Po uplynuti inkubacni doby byly buiky sklizeny do pfedem
vychlazenych zkumavek na ledu a centrifugovany 8 min, 1000 g, piit 4 °C.
Bylo provedeno 2x promyti v PBS a nasledné byly buriky ulozeny do hluboko mraziciho
boxu (-80 °C).

Zamrazené pelety bunék byly vytazeny na led a ponechany volné€ rozmrznout.
Nasledné byl k peletu ptidan cerstvé piipraveny lyzacni pufr s inhibitory proteas
a fosfatas. Pelet byl inkubovan na ledu s lyza¢nim pufrem po dobu 30 minut, béhem nichz
byl 3x rozsuspendovan. Po uplynuti stanovené doby byly bunécné lyzaty sonikovany
v ultrazvukovym homogenizatorem (30 s, 3 cykly, 40% intenzita) a centrifugovany

30 min, 14 000 g, pfi 4 °C.
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Po centrifugaci byl supernatant prenesen do nové mikrozkumavky za soufasného
zméfeni objemu. Nasledné byla stanovena celkova koncentrace proteini metodou
dle Bradforda (Bradford, 1976) a srovnana koncentrace proteinii ve vSech vzorcich,
podle nejnizsi naméfené hodnoty pfidanim lyzacniho pufru. K lyzatim byl napipetovan
vzorkovaci pufr SDS (5x) a po promichani byly vzorky zahfivany 5 minut pifi 95 °C,
centrifugovany v minicentrifuze a uchovany pii teploté -20 °C.

Separace proteint byla provedena diskontinualni SDS-PAGE. Elektroforéza probihala
za denaturujicich podminek v polyakrylamidovém gelu o tloust'ce 1 mm, slozeného z 5%
zaostfovaci ¢asti v kombinaci s 10%, 12,5% nebo 15% délici ¢asti. Zpocatku probihala
separace proteint pii napéti 80 V a po vstupu vzorkt do déliciho gelu bylo zvySeno napéti
na hodnotu 120 V. Separované proteiny byly po ukonceni elektroforézy pieneseny z gelu
na nitrocelul6zovou membranu (velikost pora 0,45 um) metodou western blottingu.
Ptenos probihal po dobu 3 hodin za stalého chlazeni a konstantniho proudu 270 mA.
Prenesené proteiny byly obarveny v roztoku Ponceau S, nasledné¢ byla membrana
promyta v destilované vodé a vysusena.

Proteiny byly vyfezany z membrany podle markeru molekulovych hmotnosti
a nafezané prouzky membran byly odbarveny v TBS. Po odbarveni byly membrany
hodinu blokovany v roztoku 5% BSA v TBS-T na tfepacce. Zablokované membrany byly
vysuSeny na filtraCnim papife a preneseny do vlhké komurky, pfevrstveny primarni
protilatkou. Inkubace s primarni protilatkou probihala pfes noc v lednici pii 4 °C.
Nasledujici den byly membrany promyty v TBS a TBS-T a inkubovéany hodinu
se sekundarni protilatkou. Po ukonceni inkubace byly membrany znovu promyty v TBS
a TBS-T. Promyté membrany byly vysusSeny na filtracnim papife a polozeny na desticku,
kde byly prevrstveny chemiluminiscencnim substratem ECL pro detekci proteind.
Membrany byly inkubovany s ECL roztokem po dobu 5 min a nasledné probihala detekce
chemiluminiscen¢niho signalu pomoci CCD kamery LAS4000.

3.2.3 Termodenaturace proteinu

Metoda termodenaturace (CETSA) byla v prubéhu zpracovavani diplomové prace
optimalizovana pro pouziti na adherentnich liniich. Postup byl provadén nejprve
dle originalnich protokolt, kdy byly buiky pred sklizenim a lyzaci inkubovany po dobu
1 hodiny s vysokou koncentraci latky tak, aby se docililo saturace cilovych proteint

v bunice (Molina et al., 2013; Jafari et al., 2014; Huber et al., 2015). Na zakladé
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nepublikovanych vysledkt bylo zjisténo, ze inkubacni doba je pro pouzité adherentni
linie nedostate¢na a musely byt provedeny optimaliza¢ni zmény. Aby se vSak piedeslo
aktivaci proteazomu, ktera nasledné muze ovlivnit hladinu detekovaného proteinu
v burice, nebylo mozné pouzit delsi inkubacni ¢asy. Aktivace proteazomu s naslednou
degradaci peptidovych substrati byla jiz dfive popsana v bunécnych lininich karcinomu
prsu MCF-7 a T47D po ovlivnéni CDK4/6 inhibitory palbociclibem a ribociclibem,
proto bylo cilem se ji touto zménou v postupu vyvarovat (Miettinen et al., 2018). Teplotni
denaturace byla tedy provedena v bunéfném lyzatu za pfitomnosti inhibitord proteas
a fosfatas ve stabilizujicich podminkach lyza¢niho puftu.

Pro analyzu termostability proteind byly buriky kultivovany na Petriho miskach
(@ 9,6 cm, kultivaéni povrch 60 cm?). Z diivodu nasledné alikvotace bun&eného lyzatu
a naro¢nosti na mnozstvi, bylo vzdy pouzito mnozstvi bunék alespon ze 4 misek.
Neovlivnéné buriky byly sklizeny obdobné jako pro analyzu metodou western blotting
popsanou v kapitole 3.2.2.

Nasledné byly bunky rozmarazeny na ledové tfisti. S ohledem na mnozstvi peletu bylo
pfidano adekvatni mnozstvi lyza¢niho pufru obsahujici inhibitory proteas a fosfatas,
po provedeni sonikace a centrifugace (30 min, 14 000g, pti 4 °C) byl preveden
supernatant do Cisté mikrozkumavky. Po zméfeni objemu byl rozdélen do nékolika
mikrozkumavek, do kontroly bylo pfidano DMSO. K dalsi ¢asti lyzatu byly pfidany
testované latky v takové koncentraci, aby doslo k navazani latky na vSechny cilové
proteiny nachézejici se ve vzorku a soucasné nepifesahla koncentrace DMSO ve vzorku
1%, z tohoto divodu byly latky nafedény v lyzacnim pufru. Po pfidani latek byly lyzaty
inkubovany 30 minut na ledu, béhem nichz byly nékolikrat rozsuspendovany.

Jesté pfed ukonCenim inkubace byly lyzaty znovu rozsuspendovany a rozdéleny
v jednotném objemu do PCR mikrozkumavek, ¢imz bylo docileno shodné koncentrace
proteini ve vSech vzorcich. PCR stripy byly vlozeny do termocykléru,
v némz byl pfedem nastaven pozadovany teplotni gradient (ten se pro ruzné proteiny lisil).
Protokol termodenaturace proteint sestaval ze tii fazi: predehtati po dobu 1 min na teplotu
25 °C, nasledné denaturace v nastaveném teplotnim gradientu po dobu 3 min a zavére¢né
chlazeni po dobu 1 min na teplotu 20 °C. Béhem zahftivani doslo k denaturaci proteint
v zavislosti na pouzité teploté a soucasné pritomnosti latky, u niz byl predpoklad,
ze po vazbé do aktivniho mista proteinu bude stabilizovat nativni konformaci.
Po vychladnuti byly PCR vzorky centrifugovany 30 minut pfi 14 000g a 4 °C. Béhem

centrifugace doslo k peletaci denaturovanych proteind ze vzorki. Po stoCeni byl
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supernatant s vysokou opatrnosti pfenesen do novych mikrozkumavek. Po tomto kroku
byl ke vzorkiim pfidan vzorkovaci pufr SDS (5x) a nasledovalo zahtati na termobloku
pi1 95 °C po dobu 5 minut.

Obdobné jako u metody western blotting v kapitole 3.2.2 byly nasledné proteiny
separovany SDS-PAGE, metodou western blot pfeneseny na nitrocelulézovou
membranu. Teplotni stabilizace proteini vlivem specifické vazby latky byla stanovena

imunodetekci s naslednou kvantifikaci intenzity imunofluorescence jednotlivych vzorkd.

3.2.4 Analyza bunééného cyklu priatokovou cytometrii

Pro analyzu bunétného cyklu byly buiky kultivovany na Petriho miskach
(@ 6 cm s kultivaénim povrchem 22,1 cm?). Pfipraveny roztok latky v DMSO byl nafedén
do 5 ml kultivaéniho média. Po skonceni inkubacni doby byly burky sklizeny
(trypsinizace, centrifugace 8 min, 1000 g, 4 °C) do vychlazenych zkumavek a jednou
promyty v PBS. Po druhé cetrifugaci byl odstranén promyvaci pufr a bunécny pelet byl
rozsuspendovan ve 100 pl PBS. Buiky byly nésledné zafixovany v 1 ml vychlazeného
70% ethanolu, ktery byl za stalého promichavani pfidavan po kapkach. Vzorky byly
pred samotnou analyzou uskladnény pfi -20 °C.

Zafixované buriky byly promichany na vortexu a po stoCeni (8 minut pii 1000 g
a4 °C) byly ptevedeny do PBS. Po druhém stoceni byly pelety rozsuspendovany v 50 pl
1% BSA v PBS s 0,1% Tweenem. Za stalého promichavani byla po kapkach ptidana
2 mol-1"! HCI s 0,5% Triton X. Buiiky byly v roztoku inkubovany 30 minut za laboratorni
teploty a nasledné centrifugovany a neutralizovany v roztoku Na>xB4O7.10H20 (pH 8,5).
Vzorky byly znovu zcentrifugovany a pelety rozsuspendovany v PBS. Nasledovalo
posledni stoCeni, po némz byl k burikdm pridan roztok filtrovaného PBS s propidium
jodidem o koncentraci 0,1 pg-ml™'.

Takto ptipravené vzorky byly ponechany inkubovat 30 minut ve tmé za laboratorni
teploty. Po uplynuti inkubacni doby byla provedena analyza bunécného cyklu
na pratokovém cytometru. Pro kvantifikaci zastoupeni bunék v jednotlivych fazich
bunécného cyklu bylo v kazdém vzorku analyzovano minimalné¢ 10 000 bunck.
Po excitaci pfi A = 535 nm byla méfena emise fluorescence PI pii A = 617 nm. Méfenim
bo¢niho rozptylu bylo mozné kvantifikovat pfipadné populace apoptickych bunék.
Celkova kvantifikace dat byla provedena v ModFit LT 5.0.
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3.2.5 Stanoveni cytotoxicity resazurinem

Buriky byly pro ucely méfeni cytotoxicity kultivovany v 96-jamkovych panelech.
Mnozstvi bunék bylo opét prizpisobeno kultivacnimu povrchu jamek, velikosti a typu
bunék. K burikam (80 pl suspenze bun¢k na jamku) byly po 24 hodinach pfidany
adekvatné zredéné testované latky (20 ul na jamku). Prvni sloupec Cistého média
bez bunék slouzil jako blank, do druhého sloupce bylo k buiikdm pifiddno médium
s DMSO (neovlivnéna kontrola). Nasledné byly buiky ovliviiovany v sestupnych
koncentracnich tadach latek, vzdy v triplikatech. Po 72 hodinach bylo pfidano 20 pl
roztoku resazurinu v PBS. Po dalSich 4 hodinach inkubace pii 37 °C ve tmé byla méfena
fluorescence na (excitace A = 544 nm/ emise A = 590 nm).

Pro posouzeni kombina¢niho efektu dvou latek (a,b) byly bunécné linie kultivovany
v 96-jamkovych panelech (60 ul na jamku). Po 24 hodinach byly pfidany natfedéné
koncentracni fady latky a ve vertikdlnim sméru a latky b v horizontadlnim smeéru tak,
ze koncentrace latky a rostla ve vertikalnim sméru a v prvnim fadku byla koncentrace
latky a rovna 0. Koncentrace latky b rostla v horizontalnim sméru a v prvnim sloupci byla
rovna 0. Diagonaln¢ tedy v hornim levém rohu se nachazela kontrola a v pravém dolnim
rohu mikrotitracni desky byla nejvyssi koncentrace obou latek a i b. Stanoveni
kombinacniho efektu bylo provedeno obdobné jako u méfeni cytotoxicity, tedy vzdy

v triplikatech po inkubaci s resazurinem po 72 hodinach.

3.2.6 Kvantifikace indukované senescence

Uznavanym markerem bunécné senescence je zvySena aktivita B-galaktosidasy. Detekce
jeji bunécné aktivity byla provedena na zakladé modifikace originalniho protokolu
(Dimri, 1995). Buiiky adherentni linie byly kultivovany v 6-jamkovych panelech
v mnozstvi 80-100 000 bunék na jamku tak, aby béhem 7denni inkubace nebylo dosazeno
plné konfluence. Buiky byly pfed ovlivnénim ponechany 24 hodin v inkubéatoru.
Nasledujici den bylo buiikdm cCisté médium vyménéno za médium s nafedénou latkou
¢i DMSO (kontrola). Ovlivnéné bunky byly kultivovany po dobu 7 dni, béhem této doby
jim bylo kazdy tfeti den vymé&néno médium za Cerstvé (s latkou v piipadé ovlivnénych,
s DMSO v piipadé kontroly).

Po ukonceni inkubace bylo médium odsito a jamky byly promyty sterilnim PBS
s nizkou koncentraci hofecnatych iontd. Nasledné¢ bylo PBS odsato a bunky byly

inkubovany po dobu 5 minut pfi laboratorni teploté s fixa¢nim roztokem formaldehydu
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a glutaraldehydu v PBS. Fixacni roztok byl odebran a buiiky byly 2x promyty s PBS.
Nasledné bylo PBS odsato a k buitkdm byl pfidan Cerstvé pfipraveny barvici roztok
obsahujici X-gal (pH 6). Posledni krok byl proveden za snizené intenzity osvétleni
v laminarnim boxu. Po pfidani roztoku byly panely utésnény parafilmem, aby nedoslo
k expozici preparatu CO2, byly obaleny do hlinikové folie a ponechany takto ve tmé
po dobu 16 hodin v inkubatoru pii 37 °C.

Po ukonceni inkubace byl odsat z jamek barvici roztok a po promyti s PBS byly bunky
permeabilizovany v roztoku 0,2% triton-X 100 v PBS na kyvacce po dobu 2 minut.
Nasledné byl roztok odsat a jamky byly promyty 3x s PBS. K buitkam bylo pfidano
500 pul roztoku DAPI a byla provedena inkubace po dobu 20 minut
na kyvacce ve tmé. Po ukonceni inkubace byly jamky promyty s PBS a preparat byl
hodnocen kvalitativné pod svételnym mikroskopem. Pro zjisténi podilu senescentnich
bunék ve vzorcich byl v programu Imagel] kvantifikovan pocet bunék pozitivnich

na enzym [-galaktosidasu proti celkovému poctu bunéénych jader bunék v zorném poli.

42



4 VYSLEDKY

4.1 Analyza bunécného cyklu

V ramci experimentalni ¢asti diplomové prace bylo cilem charakterizovat u¢inky dvou
nové syntetizovanych latek, které se po provedeni kinasovych testi jevily jako
potencionalné selektivni inhibitory CDK4/6 (Tab. 4). Na zakladé znalosti o0 mechanismu
pusobeni CDK4/6 inhibitorti byly navrzeny experimenty tak, aby bylo mozné srovnat
ucinky testovanych latek s komercné dostupnym CDK4/6 selektivnim inhibitorem
palbociclibem a soucCasné bylo mozné potvrdit selektivitu inhibi¢niho ucinku obou
testovanych latek MT-PPC14-4B a MT-PPC20-4B.

CDK4/6 inhibitory jsou charakteristické zastavenim bunécného cyklu v Gl fazi,
zpusobenym zablokovanim signaliza¢ni kaskady a fosforylace proteinu RB, pficemz
takto reaguji pouze buiiky s funkénim RB (Elmi er al., 2019). Pro tyto ucely byla
provedena analyza bunécného cyklu na liniich s funkénim RB. Jelikoz jsou CDK4/6
inhibitory ucinné v Sirokém spektru nadorovych linii, pro demonstraci ucinku byly
vybrany pravé dvé nadorové linie zcela odlisného charakteru. Analyza bunécného cyklu
byla provedena na nadorové linii odvozené od AML MV4-11 a linii karcinomu prsu
MCF-7. Buiiky byly na dobu 24 hodin ovlivnény latkami MT-PPC14-4B a MT-PPC20-
4B v koncentra¢ni fadé 0,2, 1 a 5 pmol-1"". Uginek latek byl srovnavan s palbociclibem,
ktery byl pouzit v koncentraci 1 umol 1. Latky pfi koncentraci 5 pmol-1"! dosahovaly
podobného ucinku jak na linii AML (Obr. 9A), tak u linie MCF-7 (Obr. 9B). Latka MT-
PPC20-4B byla na linii MV4-11 mnohem vice cytotoxickd nez latka MT-PPC14-4B
(Obr. 9A), coz koresponduyje s vysledky GISO na bunécnych liniich (Tab. 4). Soucasné
1ze na zaklade téchto vysledku potvrdit udaj IC50 na enzymovém komplexu CDK4/cyklin
D. Latka MT-PPC14-4B vykazovala spiSe cytostaticky ucinek, obdobné¢ jako palbociclib.

Z vysledkid na RB pozitivnich liniich bylo patrné, ze obé latky indukuji silny G1 blok,
pro potvrzeni selektivity latek na CDK4/6 byla tfeba provést analyzu cyklu RB
negativnich linii, které proliferuji nezavisle na aktivaci komplexu CDK4/cyklin D1
a nebyl u nich tedy predpokladan zadny inhibic¢ni efekt (Lukas et al., 1995 a). Latky byly
pro tyto ucely testovany na liniich karcinomu prsu BT549 a metastatického karcinomu
prostaty DU145. Ze ziskanych histogrami linie BT549 1 kvantifikaci rozlozeni
jednotlivych fazi bunéného cyklu u obou linii bylo ziejmé, ze latky nevykazuji zadny

cinek az do koncentrace 5 pmol-1"! (Obr. 10).
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Obrazek 9. Vysledky analyzy bunécného cyklu RB pozitivnich nadorovych linii.
A: Histogramy analyzy cyklu linie MV4-11 po ovlivnéni 24 hodin.
B: Histogramy analyzy cyklu linie MCF-7 po 24 hodinach, testované latky
MT-PPC14-4B a MT-PPC20-4B byly pouzity v koncentracich 0,2; 1 a 5 pumol-1".
Palbociclib (Pb) byl pouzit v koncentraci 1 umol-1"". C: Procentualni zastoupeni bunék
MV4-11 a MCF-7 ve fazich bunécného cyklu po 24 hodinach ovlivnéni uvedenou
koncentracni fadou latek.
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Obrazek 10. Vysledky analyzy bunécného cyklu na RB negativnich nadorovych liniich
karcinomu prsu BT549 a prostaty DU145. A: Histogramy analyzy cyklu linie BT549
po ovlivnéni 24 hodin, testované latky MT-PPC14-4B a MT-PPC20-4B byly pouZity
v koncentracni fadé 0,2; 1 a 5 umol-l!, palbociclib (Pb) byl pouzit v koncentraci
umol-1"'. B: Procentualni zastoupeni bunék BT549 a DU145 ve fazich bunééného cyklu
po 24 hodinach ovlivnéni uvedenou koncentra¢ni fadou latek.

4.2 Testované latky indukuji v liniich karcinomu prsu senescenci

Jiz diive byl prokazan vliv CDK4/6 inhibitor(i na navozeni senescentniho stavu bunék
karcinomu prsu a aktivaci drahy p16/pRB. V duasledku zvysené exprese CDK inhibi¢nich
proteinii ma v tomto sméru navozeni senescence negativni vliv na proliferaci nadorovych
bunék, které podléhaji autofagii (Capparelli et al., 2012; Valenzuela et al., 2017).

Mimo zvySenou hladinu exprese p16 lze senescenci detekovat prostiednictvim dalSich
markerd. V experimentalni Casti diplomové prace byly sledovany tfi senescencni
markery, a to zména morfologie ovlivnénych bunék a jejich schopnost proliferovat,
aktivita B-galaktosidasy, ktera je exprimovana v senescentnich burikach, a vySe zminéna

hladina exprese inhibi¢niho proteinu pl6. Z divodu provadéné fixace byl vybér
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nadorovych linii omezen na adherentni. Pro experimenty byla tedy vybrana bunécna linie
karcinomu prsu MCF-7 (Obr. 11), ktera byla pouzita také pro cytometrickou analyzu
(Obr. 9B) a RB pozitivni linie karcinomu prsu SKBR3 (Obr. 12). Obé tyto linie byly dale
pouzity pro sledovani ti¢inku kombinaci latek.

Buiky linie MCF-7 byly pro stanoveni zmén morfologie a aktivity B-galaktosidasy
ovlivnény jednotné testovanymi latkami i palbociclibem koncentraci 1 pmol-1"'. Buiiky
linie SKBR3 byly ovlivnény latkami MT-PPC14-4B a MT-PPC20-4B v koncentraci
2,5 umol-1"! a palbociclibem v koncentraci 1 pmol-1".. Déivod pouziti niz§i koncentrace
latek u linie MCF-7 byla vysokd bunécna toxicita vedouci k vyrazné lethalité,
znemoznujici tvorbu reprezentativniho preparatu. Buiky byly slatkami inkubovany
7 dni, po nichz byly nasledné zafixovany a nabarveny (kapitola 3.2.6). Pro stanoveni
zmeény v hladiny exprese p16 byly bunécné linie ovlivnény po dobu 70 hodin testovanymi
latkami o koncentracich 1 a 2,5 umol-1"! a palbociclibem v koncentraci 1 pmol-17".

Na obrazku 11 v casti 1 1ze vizualné srovnat morfologii oSetfenych bunék a aktivitu
enzymu (-galaktosidasy. Testované latky ve srovnani se standardem nemély vyrazny vliv
na indukci morfologickych zmén ani proliferaci. Zatimco v kultufe bun€k osetifenych
palbociclibem lze pozorovat zménu tvaru a velikosti bunék, vyrazny ubytek bunék
a silnou aktivitu B-galaktosidasy, u testovanych latek neni pozorovatelny rozdil ve tvaru
a mnozstvi bun€k oproti kontrole. Jedinym detekovanym markerem u linie MCF-7 je
aktivita P-galaktosidasy, ktera je ve srovnani s palbociclibem pfiblizné polovicni
(Obr. 11E). Ve vzorku oSetfenym palbociclibem byla detekovana aktivita enzymu
v 83,05 % (o =+ 8,9 %) analyzovanych bunék, zatimco ve vzorku s MT-PPC14-4B byla
42,7 % (c =+ 4,8 %) a MT-PPC20-4B byla 39,6 % (¢ =+ 4,3 %). V kontrolnim vzorku
byla naméfena aktivita enzymu v 1,2 % (c = = 0,8 %) analyzovanych bunék. Z tohoto
divodu byla provedena proteinova analyza pro zjiSténi hladiny exprese plo6
po 70hodinovém oSetieni palbociclibem a testovanymi latkami (Obr. 11F). Zmeény
v hladiné proteinu pl6 vSak nebyly detekovany, nebot’ linie MCF-7 ma tento gen
mutovan (Xu et al., 1994).

Experiment byl opakovan na linii karcinomu prsu SKBR3 s funkénim proteinem p16
Tentokrat byly latky pouzity v koncentracich 2,5 pmol-1"! a palbociklib v koncentraci
1 pmol-1"'. Z provedenych experimenti je v tomto piipadé patrné, ze latky obdobné jako
palbociclib zplisobily navozeni morfologickych zmén a zastavily proliferaci bunéek.
V preparatech po ovlivnéni testovanymi latkami MT-PPC14-4B, MT-PPC20-4B

i palbociclibem 1ze pozorovat velké buiky protahlého tvaru s deformovanymi jadry
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Obrazek 11. Senescence linie MCF-7 po 7dennim osetfeni palbociclibem a latkami MT-
PPC14-4B, MT-PPC20-4B. Latky byly pouzity v koncentraci 1 upmol-1'. Cast A-D
reprezentativni snimky pofizené z mikroskopu. A: kontrolas DMSO, B: butiky ovlivnéné latkou
MT-PPC14-4B, C: latka MT-PPC20-4B, D: palbociclib (Pb). 1: Snimky pofizené
v prochazejicim svétle, 2: DAPIL. Méfitko je 200 um. E: Kvantifikace senescentnich bunék
ve vzorku. F: Detekce p16 a Bcl-2 metodou western blottingu po 70 hodinach ovlivnéni latkami
o koncentracich 1 a 2,5 umol-1"". Detekce PCNA jako kontrola nanaseni vzorkau.
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Obrazek 12. Senescence linie SKBR3 po 7dennim oSetfeni palbociclibem a latkami MT-
PPC14-4B, MT-PPC20-4B. Latky byly pouzity v koncentraci 2,5 pmol-lI'. Cast A-D
reprezentativni snimky pofizené z mikroskopu. Méfitko je 100 um. A: Kontrola s DMSO,
B: bunky ovlivnéné latkou MT-PPC14-4B, C: MT-PPC20-4B, D: palbociclib (Pb). 1: Snimky
porizené v prochazejicim svétle, 2: DAPI. E: Kvantifikace senescentnich bunék ve vzorku.
F: Detekce pl6 a Bcl-2 metodou western blottingu po 70 hodinach ovlivnéni latkami
o koncentracich 1 a 2,5 pmol-1"'. Detekce B-aktinu jako kontrola nanaseni vzorkd.
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(Obr. 12). Morfologicky se ovlivnéné buiiky vyznamné li§i oproti kontrole a oproti
ovlivnénym bunkam linie MCF-7 (Obr. 11). Ve vSech tfech preparatech byla navic
detekovana silna aktivita B-galaktosidasy. Procentuélni zastoupeni senescentnich bunék
(pozitivnich na [-galaktosidasu) ve vzorku je pfitom obdobné jako v preparatu
zhotoveném z linie MCF-7 (Obr. 11E, 12E). Ve vzorku oSetfenym palbociclibem byla
detekovana aktivita -galaktosidasy v 84,6 % (c = £ 3,4 %) analyzovanych bunék, ve
vzorku s MT-PPC14-4B byla 52,5 % (6 = + 8,2 %) a MT-PPC20-4B byla 47,6 %
(c = = 10,3 %). V kontrolnim vzorku byla nameéfena aktivita enzymu v 2,7 %
(o ==+ 1,9 %) analyzovanych bun¢k.

Proteinova analyza linie SKBR3 po 70 hodinéach ovlivnéni latkami MT-PPC14-4B a
MT-PPC-20-4B v koncentracich 1 a 2,5 pmol-1"! a palbociclibem v 1 pmol-1"! ukazala,
ze testované latky zvysSuji hladinu exprese proteinu pl6 obdobné jako palbociclib
(Obr. 12F). V tomto ptipadé€ bylo prostiednictvim tfech pouzitych markerti prokazatelné

detekovana senescence indukovana testovanymi latkami.

4.3 Proteinova analyza po ovlivnéni inhibitory CDK4/6

Metodami pratokové cytometrie a stanovenim [-galaktosidasy byl nepfimo prokazan
CDK4 inhibi¢ni ucinek testovanych latek na nadorovych liniich. Ackoliv latky v obou
ptipadech vykazovaly obdobny efekt jako CDK4 inhibitor palbociclib, pouzitim téchto
metod nebylo mozné potvrdit specifitu a selektivitu latek. Proto byl studovan ucinek latek
MT-PPC14-4B a MT-PPC20-4B na fosforylaci proteinu RB v koncentracni fad¢ 0,2; 1
a 5 umol-1"! po 24 hodinach ovlivnéni (Obr. 13).

Spolecné s fosforylaci RB byla sledovana zmeéna hladiny cyklinu A souvisejici
se zastavenim bunécného cyklu v G1 fazi. Pro vylouc¢eni moznosti inhibice CDK7 byla
sledovana fosforylace RNA polymerasy II. U obou latek byla také sledovana hladina anti-
apoptickych proteinti Bcl-2 a Mcl-1. Uginky latek byly srovnavany opét s palbociclibem
pfi pouzité koncentraci 1 pumol-1"'. Analyza western blot byla provedena na dvou
nadorovych liniich karcinomu prsu, které byly pouzity 1 pro stanoveni senescence:
ER*/HER2 linii MCF-7 a ER/HER2" linii SKBR3 (Obr. 13).

Latky obdobné jako palbociclib zptsobily snizeni fosforylace proteinu RB,
coz koreluje s cytometrickou analyzou provedenou na RB pozitivnich butikach (Obr. 9),
kde byl detekovan G1 blok bun&&ného cyklu pii pouzité koncentraci 1 pmol-1"! na linii

MV4-11 a 5 pmol-1"! na linii MCF-7. Pokles fosforylace RB byl pozorovan Ser780
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Obrazek 13. Vysledky z imunodetekee proteint v liniich MCF-7 a SKBR3 po 24hodinovém
ovlivnéni latkami MT-PPC14-4B a MT-PPC20-4B a palbociklib (Pb). Pouzité koncentrace latek:
0,2, 1, 5 umol-1"! a standardu 1 umol 1. Detekce B-aktinu jako kontrola nanaseni vzorka.

a Ser807/811. Fosforylace RB na Ser780 je piimo odpovédna za disociaci inhibi¢niho
komplexu s transkripénim faktorem E2F a HDAC, takze detekovany koncentracné
zavisly pokles je dikazem inhibice komplexu CDK4/cyklin D1, ktery vede ke G1 bloku
bunééného cyklu (Obr. 9). Vyrazny pokles fosforylace rezidua Ser780 byl detekovan
u linie MCF-7 pii koncentraci 5 pmol-1"!, zatimco linie SKBR3 vykazovala vy$3i citlivost
bunék kcytostatickému ucCinku latek a pokles fosforylace byl detekovan
pfi koncentraci 1 pmol-1"!' a vyssi.

Fosforylace Ser807/811 ma kromé& funkce uvolnéni transkripéniho faktoru E2F také
dilezitou roli vramci udrzeni zivotaschopnosti buiiky, kdy protein ve svém
fosforylovaném stavu interaguje s antiapoptickym proteinem Bax (Antonucci et al.,
2014). Také v tomto piipadé byl pozorovan koncentracné zavisly pokles fosforylace,
obdobné jako tomu bylo u rezidua Ser780. V ramci kontroly celkové hladiny
u imunodetekce byla sledovéana i celkova hladina proteinu RB. Zde lze vidét také
koncentracné zavisly pokles, ktery je neobvykly, byl vSak jiz charakterizovan ve starSich
publikacich a muze mit souvislost s aktivaci proteazomu po dlouhodobém ovlivnéni
(Chen et al., 1997; Ramachandran et al., 2014; Miettinen et al., 2018).

Spolecné s fosforylaci RB byla pomoci imunodetekce sledovana hladina cyklinu A,
k jehoz expresi dochazi az na prechodu mezi G1/S fazi bunécného cyklu (Lehner

& O’Farrel, 1989; Walker & Maller, 1991). V souladu s provedenou cytometrickou
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analyzou byl pozorovan koncentraéné zavisly pokles exprese cyklinu A2 po ovlivnéni
obou latek i palbociclibem.

Pro stanoveni uCinku latek na bunéné linie byla také sledovana hladina
antiapoptického proteinu Bcl-2 a Mcl-1. Zatimco hladina proteinu Bcl-2 zastala
nezmeénena pii rostouci koncentraci latek, u proteinu Mcl-1 byl pozorovan mirny pokles
hladiny po ovlivnéni linie MCF-7 latkou MT-PPC20-4B pti koncentraci 5 pmol-1,
coz naznacuje pritomnost aktivnich kaspas. Oproti tomu latka MT-PPC14-4B vykazovala
spise cytostaticky ucinek obdobné jako palbociclib (Obr. 13).

Protoze k indukci apoptézy muze dojit vlivem inhibice CDK?7 byla sledovana hladina
fosforylace a celkova hladina RNA polymerasy II. K fosforylaci polymerasy pfispiva
aktivace CDK7, ktera je soucasti transkripniho faktoru TFIIH. V G1 fazi bunécného
cyklu je C-termindlni doména polymerasy Ser5 rezidua minimalné fosforylovana
a k hyperfosforylaci dochazi predevs§im az v M fazi. V piipad¢ inhibice CDK7 dochazi
k vyznamnému poklesu fosforylace (Bregman et al., 2000). Imunodetekci nebyla
pozorovana zadna vyrazna zmeéna fosforylace proteinu (Obr. 13). Celkové lze ucinek
latek zhodnotit spiSe jako cytostaticky, ktery je charakteristicky pravé pro vysoce
selektivni inhibitory CDK4.

4.4 Interakce MT-PPC14-4B s CDK4

Pro potvrzeni interakce malé molekuly s danym proteinem v burikach nebo v bunééném
lyzatu se v posledni dobé vyuziva sledovani zmény profilu teplotni denaturace
sledovanych proteini. Metoda je oznaCovana jako CETSA (cellular thermal shift assay).
Test se bézné provadi inkubaci zivych bunék s latkou, po niz nasleduje zahtati na vyssi
teploty a nasledné je analyzovana zména hladiny rozpustnych proteint (Jafari et el., 2014;
CETSA [2. 1. 2022]; Perkin Elmer [2. 1. 2022]). Pro nezavislé potvrzeni specifické
interakce latky MT-PPC14-4B (ktera se jevila jako vice selektivni) s CDK4 byla pouzita
metoda CETSA po tprave vychoziho protokolu (kapitola 3.2.3).

Bunéény lyzat linie MV4-11 byl po 30minutové inkubaci s latkou v koncentraci
50 umol-1"! rozdélen do PCR zkumavek a denaturovan ve dvou teplotnich gradientech.
Gradient 42-55,3 °C byl pouzit pro imunodetekci stabilizace kinasy CDK4 a z divodu

rozdilnosti teplotni stability jednotlivych proteint byl pro pozdéjsi imunodetekci kinas
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Obrazek 14. Zaznam zimunodetekce po provedeni termodenaturacni metody na MV4-11.
Termodenaturace v teplotnim gradientu 42-55,3 °C pro imunodetekci CDK4, teplotni gradient
45-59,1 °C pro imunodetekci CDK2 a CDK6. Vzorek s DMSO a po osetfeni latkou pii 30 °C
slouzil jako kontrola. Latka MT-PPC14-4B byla pouzita v koncentraci 50 umol-1. (-): kontrola
s DMSO, (+) vzorek s MT-PPC14-4B. Grafy znazoriuji kvantifikaci jednotlivych proteinu.

CDK2 a CDKG6 pouzit teplotni gradient 45-59,1 °C. Pro oba gradienty lyzatu s latkou byla
vytvorena také kontrolni fada bunééného Ilyzatu sDMSO (koncentrace
ve vzorcich nepfesdhla 1 %). Pro kontrolu nanaseni v kontrolnim a oSetfeném vzorku
ptred denaturaci, byl vytvoren nedenaturovany vzorek inkubovany pii 30 °C.

Vysledky termodenaturace bunééného lyzatu linie MV4-11 jsou zobrazeny na Obr. 14.
Vzorky byly nanaseny na gel v potadi teplot gradientu vzorku s testovanou latkou a k nim
piislusna kontrola s DMSO. Z vysledki muzeme zietelné vycist stabilizaci CDK4
pfi teplotach 43; 45 a 48,1 °C. Stabilizace byla také detekovana na strukturnim homologu
CDKG6 pii teplotach 45; 46,1; 48,5 a 52 °C. Oproti tomu nebyla zjisténa stabilizace CDK?2.
Vysledky z imunodetekce byly podrobeny kvantitativni analyze, ktera byla vyhotovena
pro vSechny detekované proteiny CDK2, CDK4 a CDK®6 (Obr. 14). Metodou se podatilo
prokazat specifickou vazbu latky MT-PPC14-4B na CDK4 a CDKG®6.

Studium teplotni stabilizace bylo nasledné€ provedeno na nadorové linii karcinomu
prsu MCF-7, s niz byly provedeny také kombinacni experimenty. Z davodu vys$si hladiny
proteinu CDK4 v této linii bylo nezbytné navysit koncentraci testované latky MT-PPC14-
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4B. Zaznam zimunodetekce porovnani hladiny proteinu CDK4 v linii MV4-11
a MCF-7 je soucasti Obr. 15. Bunécny lyzat MCF-7 byl inkubovan 30 minut s latkou MT-
PPC14-4B v koncentraci 150 pumol-1"!. Termodenaturace byla provedena v gradientu
teplot 45-58,1 °C. Pro srovnani stabilizace byla opét pouzita neovlivnéna kontrola
pii 30 °C a v teplotnim gradientu a dale kontrola vzorku s testovanou latkou pii 30 °C.
Latka i vtomto pfipadé vykazovala stabiliza¢ni ucinek specificky na protein CDK4.
V piipad€ imunodetekce CDK2 nebyla pozorovana zadna stabilizace.

Jelikoz bylo nutné pro termodenaturaci bunécného lyzatu MCF-7 pouzit trojnasobné
vyS$si koncentraci nez tomu bylou MV4-11, byla provedena analyza zavislosti stabilizace
proteinu na koncentraci pouzité latky. Bunéény lyzat byl rozdélen do 6 PCR zkumavek
a inkubovan s koncentra¢ni fadou latky MT-PPC14-4B a nasledné termodenaturovan
pfi jednotné teplote (49 °C). Latka byla nafedéna do lyzacniho pufru tak, aby v kazdém
vzorku vcetné kontroly byla vzdy stejna koncentrace DMSO. I zde byl analyzovan
kontrolni vzorek, ktery nebyl podroben teplotni denaturaci. Z provedené imunodetekce

CDK4 byl vytvoren graf zavislosti stabilizace na koncentraci latky (Obr. 16).

Termodenaturace lyzitu MCF-7 Srovnani hladiny CDK4 v liniich MV4-11 a MCF-7

MV4-11 | MCF-7| MV4-11| MCF-7

Teplota (°C) 30 45 46 48,1 51,2 55,6 58,1

Teplota (°C): 30 30 | 48,2 | 48,2
-+ -+ -+ -+ -+ -+ -+ AR DR U D
(o) < PR — |
CDK4 - o o an -
CDK2 |------——-—.; |
Stabilizace CDK4 v lyzatu MCF7 Stabilizace CDK2 v lyzatu MCF7
= 12 = 12
2 & 1
E E
T 08 = 0.8
S 06 g 06
E 04 g 04
5 02 5 02
& . N
30 45 46 481 512 556 581 30 45 46 48,1 51,2 55,6 58,1
5 4
Teplota (°C) Teplota (°C)

e Ctr] DMSO s M T-PPC14-4B 150 uM

Obrazek 15. Zaznam zimunodetekce po provedeni termodenaturaéni metody na MCF-7.
Termodenaturace v teplotnim  gradientu  45-58,1 °C  pro imunodetckci CDK4
a CDK2. Vzorek s DMSO a po osetieni latkou pfi 30 °C slouzil jako kontrola. Latka MT-PPC14-
4B byla pouzita v koncentraci 150 umol 1. (-): kontrola s DMSO, (+) vzorek s MT-PPC14-4B.
Srovnani hladiny proteinu CDK4 v bunéénych liniich MV4-11 a MCF-7. Grafy znazoriuji
kvantifikaci jednotlivych proteini.
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Obrazek 16. Zaznam zimunodetekce po provedeni termodenaturacni metody na MCF-7
pri teploté¢ 49 °C. Lyzat byl osetfen latkou MT-PPC14-4B v koncentracich 0; 18,7; 37.5; 75;
150 pmol 1. Tubulin jako kontrola nanaseni. Graf znazoriiuje kvantifikaci proteinu CDK4
v zavislosti na koncentraci latky.

4.5 Kombinac¢ni terapie s CDK4 inhibitory

Kombinacni terapie s CDK4/6 inhibitory piedstavuje vyhody ve smyslu vzijemné
synergie latek a potlaceni vzniku rezistence k endokrinni a anti-HER?2 terapii (Liu et al.,
2018 b; Szostakowska et al., 2018).

Prostfednictvim analyzy proteinti (western blot) byla provedena kontrola exprese
jednotlivych terapeutickych markerd u né€kolika linii karcinomu prsu. Exprese proteint
byla zjistovana v neovlivnénych butikach, diky ¢emuz bylo mozné vybrat vhodné
kandidatni linie, které byly pozdéji pouzity jako modely pro stanoveni kombinacniho
efektu. Mezi zji§tovanymi proteiny byly HER2 a HER3 receptory pro kombinovanou
inhibici lapatinibem s testovanymi MT-PPC14-4B a MT-PPC20-4B. Pro kombinaci
endokrinnich terapeutik s CDK4/6 inhibitory byla zjiStovana exprese estrogenniho
receptoru. U vSech linii byla také stanovovana hladina exprese nejen CDK4 a CDK6
ale i RB, bez n¢hoz by terapie nebyla ucinna.

Pro kombinacni terapii lapatinibem s inhibitory CDK4/6, linie adenokarcinomu prsu
SKRB3, jako jedina z analyzovanych spliiovala podminky pouziti jako vhodného modelu
HER2* bunék. (Obr. 17). Tato linie vykazovala expresi HER2 a androgenniho receptoru,
ale ne estrogenniho receptoru. V pfipadé kombinované inhibice CDK4/6 s antiestrogenni
terapii dané kritérium splnily bunééné linie duktalniho karcinomu T47D a metastatického

karcinomu prsu MCF-7 (Obr. 17), které byly pouzity jako modelové linie pro stanoveni
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kombinac¢niho efektu. Ob¢ linie vykazovaly expresi estrogenniho receptoru, priCemz
hladina receptoru u MCF-7 byla znatelné vyssi.

Po selekci modelovych linii bylo provedeno stanoveni hodnot GI50 inhibitorad MT-
PPC14-4B, MT-PPC20-4B a standardu lapatinibu a tamoxifenu. Hodnoty byly zjistény
na zakladé stanoveni cytotoxicit jednotlivych latek méfenim redukce resazurinu
po 72 hodinach ovlivnéni buné€k. Naméfené hodnoty fluorescence resofurinu byly
prevedeny do grafu zavislosti zivotaschopnosti bunék na koncentraci latky, z nichz byla
zjisténa hodnota GI50 (Tab. 8).

Kombinac¢ni ucinek latek byl stanoven méfenim cytotoxicity s detekci resazurinem.
Linie v mikrotitra¢ni desce byly ovlivnény kombinaci dvou latek (popis v kapitole 3.2.5)
a inkubovany po dobu 72 hodin. Celkova odezva na ucinek kombinace byla stanovena
ze ziskanych vysledkll cytotoxicit na bunéénych liniich samostatné a kombinované
inhibice. Prostfednictvim softwaru Combenefit bylo vytvofeno prostorové grafické
znazornéni celkového ucinku kombinace dvou latek na bunécnou linii. Vyhodou tohoto
zobrazeni oproti klasickému stanoveni kombinacniho indexu (Chou & Talalay, 1984) je
moznost pozorovani i mensich zmén ve vzajemném pusobeni dvou latek napfic Sirokym

spektrem pouzitych koncentraci.
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Obrazek 17. Srovnani exprese terapeutickych cilti pro kombinacni terapii v nadorovych
bunéénych liniich odvozenych od karcinomu prsu. Tubulin jako kontrola nanaseni.
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Tabulka 8. Cytotoxicita inhibitorti na nadorovych liniich vyjadifena hodnotou GI50 (umol 1.

Hodnota GI50 (umol-1")

MCEF-7 T47D SKBR3
Testovana latka ER* ER* HER2*
MT-PPC14-4B 17,5 14,3 13,5
MT-PPC20-4B 7,11 8,5 6,67
Fulvestrant Nedosazeno Nedosazeno -
Tamoxifen 29,5 28,3 -
Lapatinib - - 0,08

4.5.1 Kombina¢ni ucinek inhibitoru HER2 a CDK4/6

Meéfenim cytotoxicity po 72 hodinach bylo sledovano pusobeni latek MT-PPC14-4B
a MT-PPC20-4B v kombinaci s inhibitorem HER2 receptoru lapatinibem. Latky MT-
PPC14-4B a MT-PPC20-4B byly pouzity v koncentraéni fadé od 20 pmol-1"! s fedicim
faktorem 2. Inhibitor lapatinib byl pouzit v koncentra¢ni fadé od 0,8 pmol-1" taktéz
s fedicim faktorem 2. Grafické vyjadieni vysledk(i méfeni naznacuje, ze kombinace
nevykazovala signifikantni synergii pii ovlivnéni linie SKBR3 (Obr. 18). Celkovy efekt
se jevi spiSe jako aditivni. I tento vysledek analyzy vSak lze povazovat
za pozitivni, protoze lze u této kombinace prepokladat kyzeny efekt v potlaceni
rezistence. Navic uzitim fediciho faktoru 2 dochazi k vyraznému snizeni rozdilt
ve viabilitd bun&k mezi jednotlivymi jamkami mikrotitraéniho panelu. Redici faktor 2 byl

zvolen z divodu pokryti co nejsir§iho koncentra¢niho rozsahu.
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Obrazek 18. Kombinacni efekt latek MT-PPC14-4B a MT-PPC20-4B s lapatinibem na linii
SKBR3. Koncentrace latek MT-PPC14-4B a MT-PPC20-4B uvedeny v umol-1'; koncentrace
lapatinibu uvedena v nmol-1"!'; barevna skala zobrazuje ucinek latek na % viability bunék.
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4.5.2 Kombina¢ni ucinek tamoxifenu s CDK4/6 inhibitory

Stanoveni U¢inku kombinace testovanych latek bylo na ER* liniich provedeno nejprve
se selektivnim modulatorem estrogenniho receptoru, tamoxifenem (Obr. 19), nasledné
s antagonistou receptoru, fulvestrantem (Obr. 20). V obou piipadech byly testované latky
pouzity v koncentraéni fadé od 20 pmol 1" s fedicim faktorem 2, tamoxifen byl pouzit
v koncentraéni fadé od 10 pmol-1"! taktéz s fedim faktorem 2. Z vysledkti ¢asti A Obr. 19
na linii MCF-7 je patrné, Ze kombinace obou testovanych CDK4/6 inhibitort
s tamoxifenem vykazuje v nejvyssich koncentracich synergii. Oproti tomu na linii T47D

nevykazuje tato kombinace zadny vyrazny ucinek (Obr. 19B).
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Obrazek 19. Kombinacni efekt latek MT-PPC14-4B a MT-PPC20-4B s tamoxifenem na liniich
MCF-7 (A) a T47D (B). Koncentrace latek uvedeny v pmol-1"'; barevna $kala zobrazuje uéinek
latek na % viability bunék.
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4.5.3 Kombina¢ni ucinek fulvestrantu s CDK4/6 inhibitory

Kombinace testovanych latek s fulvestrantem vykazovala na obou ER™ liniich mirné
rozdily. Inhibitory CDK4/6 byly pouzity v koncentraéni fadé od 20 pmol-1"! a fulvestrant
byl pouzit v koncentracni fadé od 120 nmol-1"!, u vech latek byl fedici faktor roven 2.
Zatimco latka MT-PCC14-4B vykazovala v této kombinaci na liniit MCF-7 parcialné
antagonické ucinky pfi nizké koncentraci fulvestrantu, stejna kombinace se na linii T47D
projevila mirnou synergii v Sirokém rozsahu pouzitych koncentraci. Kombinace latky
MT-PPC20-4B s fulvestrantem se na zadné z linii neprojevila vyraznym efektem.
Celkové se tedy nejvice pfiznive jevila kombinace fulvestrantu s inhibitorem MT-PPC14-

4B (Obr. 20B) a kombinace tamoxifenu s obéma inhibitory (Obr. 19A).
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Obrazek 20. Kombinac¢ni efekt latek MT-PPC14-4B a MT-PPC20-4B s fulvestrantem na liniich
MCF-7 (A) a T47D (B). Koncentrace lateck MT-PPC14-4B a MT-PPC20-4B uvedeny
v umol-1""; koncentrace fulvestrantu v nmol-1"'; barevna $kala zobrazuje uc¢inek latek na %

viability bun¢k.
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S DISKUSE

Hlavnim cilem diplomové prace bylo blize charakterizovat ufinky nové ptipravenych
latek MT-PPC14-4B a MT-PPC20-4B, které v piedbézném testovani vykazovaly
vyznamny inhibi¢ni efekt viici CDK4/cyklin D (Tab. 4). Na zaklad¢ znalosti o bunécnych
ucincich CDK4 inhibitori byly navrzeny experimenty, jimiz bylo mozné prokazat
specifitu ucinku testovanych latek.

V duisledku inhibice CDK4 dochazi k zablokovani bunééného cyklu v Gl fazi
v nadorovych liniich s funkénim proteinem RB. Obé testované latky vykazovaly
predpokladany efekt v RB pozitivnich liniich (MCF-7, MV4-11) obdobné jako
palbociclib (Obr. 9), naopak nevykazovaly zadny ucinek na RB negativnich liniich
(BT549, DU145), coz primarné naznacuje selektivni inhibicit CDK4 (Obr. 10). Obdobny
ucinek byl jiz dfive popsan u vSech dosud schvalenych inhibitora CDK4 palbociclibu,
ribociclibu, abemaciclibu a trilaciclibu (Finn et al., 2009; Goel et al., 2018),
ackoliv naptiklad abemaciclib vykazuje pii pouziti vysSich koncentraci zastaveni
bunééného cyklu v kontrolnim bodé G2/M a také zvySenou cytotoxicitu na nadorovych
liniich. Tento jev muZze souviset s inhibici CDK1 a CDK2, jejichz aktivita je nutna
pro progresi cyklu pres S fazi. Navic ovlivnéni RB deficientnich linii palbociclibem
a ribociclibem nema zadny vliv na distribuci fazi bunécného cyklu, coz jen podporuje
teorii, ze zastaveni cyklu v G2/M po ovlivnéni abemaciclibem je indukovano nezavisle
na inhibici CDK4/6 (Hafner et al., 2019). Cytotoxické ucinky jsou pravdépodobné
zpusobeny mnozstvim dalSich molekularnich cila abemaciclibu, jako naptiklad CDK9,
DYRK, HIPK a PIM1 (Small ez al., 2017; Torres-Guzman et al., 2017). Interakci s CDK9
vykazovaly také molekuly PROTAC nesouci ve své struktufe pravé abemaciclib (Jiang
et al., 2019). Abemaciclib v§ak neni zdaleka jediny inhibitor CDK4 vykazujici niz§i
selektivitu, coz jen potvrzuje nezbytnost dikladného profilovani vSech vyvijenych
inhibitort.

Vyznamny pokrok ve studiu molekularnich cilt zajistila metoda teplotniho profilovani
proteomu bun¢k, ktera je zaloZena na studiu zmén v teplotni stabilité bunécnych proteint
a proteinovych komplexti indukovanych interakci s inhibitorem (Jafari et al., 2014).
Ve spojeni s hmotnostni spektrometrii doSlo k rozSifeni moznosti detekce dalSich
molekularnich cili do komplexniho spektra v ramci celého proteomu (Hafner et al.,
2019). Pomoci této metody byla napfiklad zjisténa nespecificka teplotni stabilizace

podjednotky 20S proteazomu v bunécné linii karcinomu prsu MCF-7 po ovlivnéni

59



palbociclibem, ktera je spojena se zvySenou aktivitou proteazomu v ovlivnénych buikach
(Miettinen et al., 2018). Tato aktivace je spojena s poklesem asociace ECM29
a proteazomu, coz indukuje zastaveni bunécné proliferace a pfispiva k navozeni
senescentniho stavu bunék. Soucasné bylo zjisténo, ze palbociclib nespecificky interaguje
s lipidovymi kinasami PIK3R4, PIK3CD, PIP5K2C, PIP4K2 a kinasou TTK,
s niz v men§i mife také interaguje abemaciclib a ribociclib (Kim et al., 2018; Hafner
et al., 2019). Ackoliv je ribociclib povazovan za selektivnéjsi inhibitor CDK4, vykazuje
niz§i ucinnost nez palbociclib (Uitdehaag et al., 2019). Dal§i molekularni cile ribociclibu
jsou kinasy CAMK2 a GAK (Sumi ez al., 2015). Vyssi selektivita inhibitorti je spojena
s cytostatickym ucinkem latek, ktery byl prokazan i v pfipadé¢ latky MT-PP14-4B stejné
jako u ribociclibu a palbociclibu. Nizsi selektivita a vyskyt vys$§tho mnozstvi
nespecifickych interakci se projevuje zvySenou cytotoxicitou latek, jako tomu bylo
v pfipadé€ linie MV4-11 po ovlivnéni latkou MT-PPC20-4B. ZvySena cytotoxicita latky
MT-PPC20-4B byla pozorovana rovnéz v piipadé stanoveni senescence na linii MCF-7,
zde lze tedy predpokladat interakci této latky s dalSimi bunécnymi cili. Vzhledem
k moznosti dalSich interakci mimo CDK4 a rozdilnosti nadorovych bunék ve svych
vnitinich metabolickych programech se tedy v komplexnim méfitku mechanismy uc¢inku
jednotlivych inhibitort CDK4 na jednotlivych bunécnych typech mohou lisit. Prikladem
1ze uvést interakci palbociclibu s CDK6 v nadorovych liniich T-lymfocytarni leukémie,
kde palbociclib vykazuje zvySenou cytotoxicitu a indukci apoptdzy v disledku inhibice
6-fosfofruktokinasy a pyruvatkinasy, ktera vede k vysoké hladiné ROS, zatimco v jinych
nadorovych liniich palbociclib vykazuje spiSe cytostaticky ucinek (Wang et al., 2017).
Vyznamny jev, k némuz dochazi v dusledku inhibice CDK4 je tzv. bunécna
senescence. Obecné k senescenci dochazi vlivem riznych stresovych situaci k vyraznému
poskozeni makromolekul, které je nevratné, ale souCasné¢ neni cCasto dostaCujici
pro indukci programované bunécné smrti (Llanos et al., 2019). Nejedna se tedy obecné
o prilis specificky marker, protoze bunétna senescence muze byt zptisobena fadou jinych
faktort. Fyziologicky mohou senescenci zpusobit epigenetické modifikace, zkraceni
telomer, poskozeni DNA nebo mitochondrialni dysfunkce, ze zastupct
nizkomolekularnich latek jsou to pravé CDK4/6 inhibitory, dale doxorubicin, bleomycin
nebo latky indukujici epigenetické zmény (Petrova et al., 2016). Lze vSak piepokladat,
ze senescence detekovana po ovlivnéni inhibitorem CDK4 je nejspise disledkem

inhibice.
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V prabéhu senescence dochazi k zablokovani bunécného cyklu, nejedna se vsak
o zastavu zpusobenou nedostatkem ristovych faktora, ale o aktivni blokaci zptisobenou
expresi proteint, které znemoziiuji prichod cyklem. Zasadni signalni drahy aktivované
v prubéhu senescence jsou p53/p21 a pl6/pRB (Nacarelli & Sell, 2017). Nékteré buriky
jsou v dusledku aktivace p53 podrobeny bunéfné smrti, ostatni zdstanou rezistentni
k apoptdze a dostanou se do senescentniho stavu (Knights et al., 2006; Capparelli et al.,
2012). Casto také dochazi k aktivaci antiapoptickych proteind (Bcl-2, Bcl-XL)
a proteinkinasy B (AKT).

Charakteristickym morfologickym znakem je zména velikosti a tvaru bunek, které jsou
vétsi a protahlejsi, specifickym znakem senescence je také zvySena aktivita enzymu
[-galaktosidasy a zvySeni hladiny inhibi¢niho proteinu p16 (Tominaga, 2015; Valenzuela
et al., 2017). Tyto charakteristické znaky byly pouzity jako detekéni markery
pro posouzeni vlivu studovanych latek na bunécné linie MCF-7 a SKBR3.
Dle predpokladu byla detekovana u obou bunéénych linii zvySena aktivita
[-galaktosidasy, nicméné zvySena hladina proteinu pl6 byla pozorovana pouze
v ovlivnénych burikach SKBR3 (Obr. 12). Bunécna linie MCF-7 se totiz vyznacuje
homozygotni deleci genu Cdkn2A/Ink4A, kédujici protein pl6 (Xu et al., 1994). ZvySeni
exprese pl6 bylo jiz dfive pozorovano po ovlivnéni bunécné linie SKBR3 selektivnim
modulatorem aktivity hERG, coz obdobné¢ jako v pfipadé inhibice CDK4 vedlo k poklesu
fosforylace RB a inaktivaci CDK1 (Lansu & Gentile, 2013). Soucasné je vedena diskuse
na téma ztraty RB a vysoké exprese pl6 ve spojitosti s rezistenci k inhibitorim CDK4.
Na nékolika liniich byla totiz potvrzena souvislost mezi silnou expresi p16, inaktivaci RB
a necitlivosti k palbociclibu (Li ef al., 1994 b; Finn et al., 2009), na druhou stranu vysoké
a stfedni hladiny p16 a exprese Cckn2A byly pozorovany v bunécnych liniich CAL120
a SKBR3, které jsou citlivé k u€inku palbociclibu, ale soucasné funkéni pl6 chybél
v buiikach DU4475 a HCC1806 vykazujicich rezistenci vici palbociclibu (Raspé et al.,
2017).

Mezi jednozna¢ny disledek inhibice CDK4 patii pokles fosforylace proteinu RB.
Po ovlivnéni testovanymi latkami MT-PPC14-4B a MT-PPC20-4B byl detekovan pokles
fosforylace dvou rezidui Ser780 a Ser807/811 (Obr. 13), které jsou za fosforylovaného
stavu pfimo odpoveédné za disociaci inhibi¢niho komplexu s E2F a HDAC a také interakci
s anti-apoptickymi proteiny (Antonucci et al., 2014). Zde vSak nelze stale hovofit
ve vztahu k inhibici k CDK4 o jednoznacné selektivité, protoze ve skute¢nosti mize byt

RB fosforylovan rovnéz kinasou CDK2, jak bylo zji§téno na liniit HCC1569 postradajici
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aktivacni fosforylaci Thr172 CDK4 (Raspé et al., 2017), ktera je pfimym markerem
citlivosti k inhibici CDK4 (Bockstaele et al., 2009). Bylo dokazano, ze ani bodové
mutace RB (706F, 707W) nevylucuji jeho fosforylaci (Otterson et al., 1999), jak bylo
pozorovano u linie BT20 nesouci mutaci RB (Raspé et al., 2017). Navic konkrétné CDK4
a CDK2 vykazuji vysoce konzervovany ATP-vazebny motiv, liSici se pouze v péti AMK
reziduich, pfimo odpovédnych =za selektivitu kinhibitorim (Shafiq, 2012).
V tomto ohledu tedy nelze vyloucit moznou inhibici CDK2, coz dokazuje fada predeslych
studii poukazujicich na moznost soucasné inhibice CDK2 i CDK4 (Jorda et al., 2015;
Jorda et al., 2019).

V piipadé latky MT-PPC20-4B byl pozorovan pokles antiapoptického proteinu
Mcl-1, coz muze znacit probihajici apoptozu (Bockstaele et al., 2009). Nedetekovanim
zmeén v hladin€ fosforylovaného Ser5 C-termindlni domény RNA polymerasy II vSak
bylo nepfimo prokazano, ze ackoliv latka vykazuje zvySenou cytotoxicitu, nejedna
se o ucinek spojeny s inhibici CDK7 (Bregman et al., 2000).

Pouzitim metody bunécné termodenaturace bylo poté mozné prokazat specifickou
interakci latky s CDK4. Pro experimenty byla pouzita pouze latka MT-PPC14-4B,
ktera se vzhledem k dosavadnim vysledkiim jevila jako vice selektivni. Méfenim bylo
prokazano, ze inhibitor zvysuje stabilitu CDK4 v bunéénych liniich MCF-7 a MV4-11
za zvySenych teplot, navic ma podobny tGcinek na strukturné€ a funkén€ homologni kinasu
CDKG6 v bunécné linii akutni myeloidni leukémie (Obr. 14, 15). Vyznamnou roli tato
interakce latky s CDK6 muze mit pro vztah kjeji schopnosti inhibovat CDKG6
v hematopoetickych nadorovych liniich, které obecné vykazuji vyznamnou zavislost
na signalizaci CDK6 (Scheicher et al., 2015). Moznost ucinné inhibice CDK4/6
v hematopoetickych nadorovych liniich byla souCasné prokazana cytometrickou
analyzou na nadorové linii MV4-11 (Obr. 9). Obdobny ucinek interakce CDK4
se selektivnim inhibitorem byl zaznamenan v termodenaturacni analyze proteomu bun¢k
MCF-7 po ovlivnéni palbociclibem. V této studii byl také potvrzen vliv palbociclibu
na teplotni stabilizaci CDK6, ovSem stabilizace se projevila v niz§i mire nez na CDK4
(Miettinen et al., 2018). Tento fakt muZze potencialné souviset se specifickym
mechanismem navozeni rezistence, ktery byl prednostné pozorovan v metastatickych
burikach karcinomu prsu, kdy v ramci desenzibilizace buiiky nadoru zacnou exprimovat
vice CDKGO, ktera dle vysledka studie pravdépodobné s inhibitorem interaguje méné
nez CDK4 (Adon et al., 2021). Navozeni rezistence k CDK4 inhibitorim muze probihat

i jinymi zpusoby a také se li§i v zavislosti na pouzitém léCivu. Bylo prokazano,
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ze dlouhodoba expozice palbociclibu vede ke zvysené expresi cyklinu E, zatimco pouziti
ribociclibu jako protinadorového terapeutika zpusobuje spiSe narust aktivity
transkrip¢nich faktora E2F.

Pravé vznikajici 1ékova rezistence je velmi diskutovanou problematikou lécby
nadorovych onemocnéni (Sumi et al., 2015). V piipadé karcinomu prsu je velka Cast
diagnostikovanych karcinomu prsu je zavisla bud’ na steroidni nebo HER2 signalizaci,
fidici v nadorovych bunkach procesy déleni a proliferace (Szostakowska et al., 2018).
Luminalni typy karcinomu jsou pozitivni na expresi estrogenniho nebo progesteronového
receptoru. Vétsina téchto nadord je v pocateCni fazi vysoce citliva k antiestrogenni
terapii, kterd je povazovana za ,zlaty standard“ lécby (Finek, 2017). Bazalni typy
karcinomt s nadmémmou expresi HER2 jsou vice problematické, ale vétSinou dobie
reaguji na lécbu anti-HER2 monoklonalnimi protilatkami (trastuzumab, pertuzumab).
Potiz vSak nastava ve vétSiné pripadi po dlouhodobé expozici endokrinni a anti-HER2
cilenou terapii, kdy vznikaji rezistentni populace, odpovédné za naslednou progresi
onemocnéni (Liu ef al., 2018 b). Mechanismy vzniku jsou zalozené bud na zménach
fenotypu z receptor-pozitivniho na receptor-negativni nebo mohou byt zptisobeny jinymi
molekularnimi mechanismy nezavisle na expresi receptoru.

Utinnym prostiedkem pro zamezeni vzniku rezistence je kombinovani dvou a vice
terapeutik s odliSnymi molekularnimi Gc¢inky. Nejvyssi potenci pro lé¢bu metastatického
karcinomu prsu prozatim zaznamenala anti-estrogenni terapie v kombinaci
se selektivnimi inhibitory CDK4/6. Bylo prokazano, ze inhibitory CDK4/6 (palbociclib,
ribociclib, abemaciclib) zvySuji miru odezvy a vyznamné prodluzuji dobu onemocnéni
bez progrese (Murphy, 2019), proto doslo k jejich schvaleni pro lé€bu karcinomu prsu
v kombinaci s nesteroidnimi inhibitory aromatasy. Abemaciclib byl navic schvalen FDA
jako monoterapeutikum pro 1écbu karcinomu prsu po predchozi netispéSné chemoterapii
nebo anti-estrogenni terapii a také v kombinaci s fulvestrantem (Sobhani et al., 2019).
Fulvestrant byl také schvalen také v kombinaci s palbociclibem nebo ribociclibem
(Walker et al., 2016; Syed, 2017). Ackoliv v pfipadé palbociclibu a ribociclibu byl
prokdzan podobny profil toxicity, je nutno brat ohledy na rozdilnosti schvalenych
CDK4/6 inhibitort v toxicité, farmakokinetickych vlastnostech a ucinnosti, ktera je
odlisna v pfipadé monoterapie a kombinace s dalsi latkou (Murphy, 2019). Celkovy
ucinek na razné podtypy karcinomu prsu tak muaze byt heterogenni. Tento efekt
se projevil ve vysledcich kombinace testovanych latek MT-PPC14-4B a MT-PPC20-4B

s tamoxifenem a fulvestrantem, kdy byl zaznamenan odliSny ucinek kombinaci latek
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na dvou ER" liniich MCF-7 a T47D. Zatimco kombinace inhibitort CDK4 s tamoxifenem
vykazovala synergii na linii MCF-7, na linii T47D byl vysledek téméf bez pozitivniho
efektu. Opacny pripad nastal pfi pouziti CDK4 inhibitort s fulvestrantem, kdy kombinace
na linii T47D vykazovala synergii a v pfipadé MCF-7 byl detekovan napfi¢ spektrem
pouzitych koncentraci misty antagonicky ucinek. Tyto vysledky mohou mit spojitost
s rozdilnosti vnitfniho programu a metabolismu pouzitych linii.

V souvislosti s HER2* karcinomy prsu bylo zjisténo, Zze aktivni komplex
CDK4/cyklin D ptimo zprostfedkovava rezistenci k anti-HER2 terapii, coz byl hlavni
predpoklad pro pouziti inhibitora CDK4 k potlaceni rezistence na monoklonalni
protilatky (Goel et al., 2016). In vitro studie na bunécnych liniich SKBR3 a BT474
rezistentnich na trastuzumab ukéazaly, ze kombinace lapatinibu s abemaciclibem
zpusobila kromé poklesu fosforylace RB také snizeni tuberinu (TSC2), disledkem cehoz
doslo kutlumeni aktivity mTORCI1. Prostfednictvim tohoto mechanismu dochazi
k uvolnéni zpétné vazby proti EGFR vedouci k resenzibilizaci nadoru k inhibici anti-
HER2/EGFR (Goel et al., 2016). Kombinace lapatinibu s abemaciclibem vykazovala
synergické ucinky, ve srovnani s publikovanymi daty testované latky MT-PPC14-4B
a MT-PPC20-4B vykazovaly v kombinaci s lapatinibem spiSe aditivni t¢inek s mirnou
synergii (Obr. 18). Lze vSak prepokladat pozitivni G€inek ve smyslu zamezeni vzniku
rezistence. Synergické ucinky rovnéz ukazala kombinace palbociclibu s pyrotinibem,
coz je pan-HER?2 inhibitor potlacujici signalizaci RAS/RAF/MEK/MAPK a PI3K/AKT.
Tato kombinace vykazovala protinddorovou aktivitu in vitro a in vivo s projevy indukce
silného G1 bloku a urychleného nastupu apoptozy (Zhang et al., 2019).

Kromé zminénych kombinaci CDK4 inhibitori na receptor-pozitivnich typech
karcinomu prsu byly publikovany vysledky u€innych kombinaci na triple-negativnich
karcinomech, které se vyskytuji jako minoritni procento ptipada (10-15 %), ale patii mezi
nejvice progresivni a obtizné 1éCitelné typy nadorovych onemocnéni (Jhan & Andrechek,
2017). Ackoliv maji obecné pacienti s TNBC ve srovnani s jinymi typy lepsi odpoveéd’
na systémovou chemoterapii, bez kompletni odpovédi stale zistava velké procento
piipadl, zde se tedy objevuje mozny pfinos cilené terapie. Synergickou inhibici
proliferace TNBC nadorovych linii (MB231, MB468, CAL148) zplsobila kombinace
palbociclibu s inhibitorem mTOR (MLNO0128) (Yamamoto et al., 2019). Nekteré
kombinace s inhibitory CDK4 jsou jiz ve fazi klinického testovani. Nedavno doslo
k dokonceni prvni faze kombinace epirubicin hydrochloridu s inhibitorem druhé generace

dinaciclibem a v pocateCni fazi testovani je kombinace trilaciclibu s gemcitabinem
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a ribociclibu s bicalutamidem, pro 1écbu TNBC pozitivnich na androgenni receptor (Jhan
& Andrechek, 2017). Bylo prokazano, ze inhibitor androgenniho receptoru potencuje
cytostaticky ucinek indukovany inhibitorem CDK4. Diky své vysoké ucinnosti je taktéz
pfipravovana klinickd studie pro vyuziti abemaciclibu jako monoterapeutika TNBC
nadort rezistentnich k chemoterapii.

Dosavadni vysledky in vitro a nasledné i1 klinickych studii ukazuji vyznam pouziti
inhibitord CDK4 pro 1é¢bu nadorovych onemocnéni at’ uz samostatné nebo v kombinaci
sjinym lé¢ivem. Vyvoj rezistenCnich mechanismt byl vSak pozorovan i v nadorech
vystavenych dlouhodobé expozici inhibitorim CDK4 (Condorelli et al., 2017; Yang
et al., 2017). Z divodu moznosti navozeni rezistence je soucasné€ na misté vénovat asili
vyvoji novych struktur ¢i jinych alternativ s vysokou ucinnosti a nizkou cytotoxicitou,

jakou nabizeji naptiklad molekuly PROTAC (Ammazzalorso et al., 2021).
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6 ZAVER

Prostiednictvim néekolika biochemickych a molekularné-biologickych metod byly
charakterizovany nékteré bunécné ucinky dvou pteridinovych derivath MT-PPC14-4B
a MT-PPC20-4B. Obe¢ latky jsou rizné selektivnimi inhibitory komplexu CDK4/cyklin
D a vykazuji rozdilnou cytotoxicitu na nadorovych liniich, coz bylo nasledn€ potvrzeno
fadou pouzitych metod. Latka MT-PPC20-4B se jevila jako vice cytotoxicka
a lze tedy prepokladat existenci dosud neidentifikovanych molekularnich cilt. Oproti
tomu latka MT-PPC14-4B vykazovala nizsi cytotoxicitu a obdobné jako klinicky
pouzivany inhibitor palbociclib vykazovala spiSe cytostatické ucinky. Testované
inhibitory v pribéznych in vitro testech vykazovaly charakteristické ucinky vlastni
selektivnim CDK4/6 inhibitorim, latka MT-PPC14-4B se navic projevila jako vysoce
selektivni na homology CDK4/6, kdyz byla vyloucena jeji interakce s CDK2. Ackoliv
byla potvrzena jeji selektivita, s ohledem na pocet dalSich cilt klinicky dostupnych
inhibitord (palbociclib, ribociclib, abemaciclib), bude tfeba provést navazujici
experimenty zamerené praveé na dal§i mechanismy Uc¢inku na bunécnych liniich mimo
CDK4/6 (Sumi et al., 2015; Miettinen et al., 2018; Hafner et al., 2019).

Pro obé¢ testované latky byl navic studovan vyznam pro pouziti v kombinaci s anti-
estrogenni a anti-HER?2 terapii. Jelikoz se jedna o jeden z hlavnich postupl pro zamezeni
vzniku 1ékové rezistence, je dalezité studovat ucinky riznych kombinaci 1é¢iv (Adon
et al., 2021). U pouzitych kombinaci byl po ovlivnéni studovan vliv na zivotaschopnost
bunék. Ackoliv kombinace nevykazovaly vyznamnou synergii, stale nelze vyloucit
pozitivni vliv na zamezeni vzniku rezistence. Navic tyto vysledky mohly byt ovlivnény
v dasledku  spiSe  cytostatického pusobeni latek, coz nabizi pfilezitost
pro detailngj§i studium ucCinku latek pfi samotném plisobeni a v kombinaci
¢i pro optimalizaci pouzitych postupti zaméfenych spise na schopnost bunék po ovlivnéni

proliferovat.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AKT
ALK
AMK
AML
APS
AR
ATP
Bcl-2
BRAF
BRCA
BSA
CAK
CAMK?2
CAML20,p3
Cdc25
CDK
CDKL
CETSA
clIAP
Cip/kip
CLK
c-MYC
CRBN
CYP3A
DAPI
DMEM
DMSO
DTT
DYRK
E2F
ECL
EDTA
EGFR
EGTA

ER+/-
FAT1
FDA
FGFRI1
FLT3
FOXM1
FS

RAC-alpha Ser/Thr-protein kinase
ALK receptor tyrosine kinase

Aminokyselina

Akutni myeloidni leukémie
Peroxodisiran amonny
Androgen receptor
Adenosintrifosfat

Bcl-2 apoptosis regulator

B-RAF proto-oncogene Ser/Thr kinase

BRCA DNA repair associated

Bovinni sérovy albumin

CDK activating kinase complex
Calcium/calmodulin dependent protein kinase II
Calcium-modulating cyclophilin ligand

Cell division cycle 25

Cyclin-dependent kinase

CDK-like kinase

Cellular thermal shift assay

Cytokine induced inhibitor of apoptosis

CDK interacting protein/ Kinase inhibitory protein
CDC-like kinase

Myc proto-oncogene

Cereblon

Cytochrome P450, family 3, subfamily A
4',6-diamidin-2-fenylindol

Dulbecem modifikované Eaglovo médium
Dimethylsulfoxid

Dithiotreitol

Dual specificity tyrosine phosphorylation regulated kinase
E2F transcription factor

Enhanced chemiluminiscent subtrate

Kyselina ethylendiamintetraoctova

Epidermal growth factor receptor

Kyselina
tetraoctova

ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N" /N"-

Estrogen receptor positive/ negative

FAT atypical cadherin 1

Americky ufad pro kontrolu potravin a 1é¢iv
Fibroblast growth factor receptor 1
Fms-related receptor tyrosine kinase 3
Forkhead box M1

Fetalni sérum
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GAK Cyclin G associated kinase

GSK Glykogen synthase-kinase

HDAC Histondeacetylase

HER?2 +/- Erb-b2 receptor tyrosine kinase 2 positive/ negative

hERG Potassium voltage-gated channel subfamily H member 2

HIPK Homeodomain interacting protein kinase 1

HR +/- Hormonreceptor positive/ negative

HSP90 Heat shock protein 90

Ig Imunoglobulin

IGF-1 Insulin like growth factor 1

-6 Interleukin 6

INK4 Cyclin dependent kinase inhibitor 4A

JAK Janus kinase

MAPK Mitogen-activated protein kinase

Mcl-1 Mcl-1 apoptosis regulator, Bcl-2 family member

Mdm-2 MDM2 proto-oncogene

MEK Mitogen-activated protein kinase kinase

miRNA Mikro RNA

mTOR Mechanistic target of rapamycin kinase

Myc MYC proto-oncogene

Myt I Myelin transcription faktor 1

NADPH Nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NST Non-special type

p(16,21,27,53) Protein 16, 19, 21, 27, 53

PARP Poly(ADP-ribose)polymerase

PBS Phosphate buffered saline

PCNA Proliferating cell nuclear antigen

PIM 1 Pim-1 proto-oncogene

PI3K Phosphatidylinositol-3-kinase

PIK3R1 Phosphoinositide-3-kinase regulatory subunit 1

PIK3CD Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit
delta

PIP5SK2C Phosphatidylinositol-5-phosphate 4-kinase type 2 gamma

PIP4K2 Phosphatidylinositol-5-phosphate 4-kinase type 2

PEG Polyethylene glycol

PMSF Fenylmethylsulfony] fluorid

PR +/- Progesterone receptor positive/ negative

PROTAC Proteolysis targeting chimera

PRTMS Arginin methyltransferase 5

PTEN Phosphatase and tensin homolog

RAM Rabbit anti mouse

RAS RAS proto-oncogene GTPase

RB RB transcriptional corepressor

ROS Reactive oxygen species
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RPMI 1640
SDS
SMAD3
SRC
STATS3
SULT2A1
SWAR
TBS
TBS-T
TEMED
TFIIH
TGF-B
TRIS

TTK

VHL

WEE I = Chkl
YAP/TAZ
v-H2A.X

Médium Roswell Park Memorial Institute 1640
Dodecylsiran sodny

SMAD family member 3

SRC proto-oncogene

Signal transducer and aktivator of transcription 3
Sulfotransferase family 2A member 1

Swine anti rabbit

TRIS-buffered saline

Promyvaci roztok TBS s tween-20

N, N, N’, N’-tetramethylethylendiamin
Transkrip¢ni faktor II H

Transforming growth factor-f3
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

TTK protein kinase

Von Hippel-Lindau tumor supressor

WEE I: G2 checkpoint kinase 1

Yes1 associated transcriptional regulator/ Tafazzin
H2A.X variant histone

83



