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CILE PRACE

Teoreticka ¢ast

Seznamit se s problematikou selektivni inhibice cyklin-dependentnich kinas, pfedevsim
inhibice cyklin-dependentni kinasy 4 a 6.

Vypracovat literarni reSersi na témata: vyznam inhibice cyklin-dependentnich kinas
(CDK), vyvoj a selektivita inhibitord cyklin-dependentnich kinas 4 a 6, molekularni

mechanismy pisobeni inhibitort a jejich vliv na bunéény cyklus.

Experimentalni ¢ast
Osvojit si metody: prace s bunéfnymi kulturami, oSetfovani bunék studovanymi
inhibitory, stanoveni koncentrace proteint, Western blotting, imunodetekce, pratokova
cytometrie.

Prozkoumat rozdily mezi znamymi inhibitory cyklin dependentnich kinas 4 a 6
a poukézat na dilezité vlastnosti, jez by mohly byt vyhodné pro potencialni 1écbu
hematologickych malignit. Na zaklad¢ efektii na buné¢né urovni popsat vyznam inhibice

vedlejSich cill studovanych latek a vybrat vhodné inhibitory k dal§imu testovani.



1 UVOD

Cyklin-dependentni kinasy (CDK) jsou diilezité regulacni enzymy, interagujici s proteiny
zvanymi cykliny. CDK katalyzuji fosforylaci dilezitych substratt, ¢cimz reguluji zasadni
biologické procesy, piedevsim buné¢ny cyklus a transkripci (Malumbres a Barbacid,
2001). CDK4 a CDKG6 zajist'uji kontrolu nad pfechodem z faze G1 do faze S bunécného
cyklu a jsou velmi intenzivné studovanymi cili (Choi a Anders, 2014).

Vzhledem Kk zasadni roli CDK probiha jiz tfi desetileti intenzivni vyvoj jejich
inhibitort. Diky strukturni odlisnosti CDK4/6 oproti ostatnim CDK byly vyvinuty vysoce
selektivni latky a tii z nich (Palbociclib, Ribociclib a Abemaciclib) byly pied nékolika
lety schvaleny jako 1é¢ebny pfistup viéi metastatickému karcinomu prsu (Chen et al.,
2016). Ve srovnani s konvenéni chemoterapii nebo endokrinni 1é¢bou piinaseji selektivni
inhibitory CDK4/6 vyrazné prodlouZeni doby preziti bez progrese a tolerovatelné vedlejsi
ucinky a toxicitu (Marra a Curigliano, 2019).

Vyvoj inhibitord CDK vsSak nadale pokracuje a existuje i né¢kolik dalSich slibnych
inhibitort CDK4/6, které¢ jsou Vv klinickém testovani. V literatufe byly popsany nékteré
odli$nosti mezi inhibitory CDK4/6 a vedlejsi cile, jez jsou kli¢ové pro bunky
hematologickych malignit, pfedev§im akutni myeloidni leukemie. Inhibice téchto cili
vSak u vétSiny nebyla potvrzena na bunétné urovni (Klaeger et al., 2017; Hafner et al.,
2019).

Teoretickd ¢ast predkladané prace se vénuje popisu role a vyznamu CDK4/6, vyvoje
inhibitort CDK4/6 a jejich selektivity. Na zakladé predchozich zjisténi bylo cilem
predklddané prace porovnat ucinky vybranych inhibitord na modelu bunék akutni
myeloidni leukemie (coz v dané §iii dosud neni k dispozici) a potvrdit inhibici nékterych

vedlejsich cild.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Cyklin-dependentni kinasy

Cyklin-dependentni kinasy (CDK) (EC 2.7.11.22) jsou skupinou serin/threoninovych
proteinkinas, jejichZ enzymova aktivita zavisi na vazbé oddélené podjednotky, cyklinu
(Cyc). Exprese cyklini se pii prichodu bunéénym cyklem periodicky méni, jak uz
napovida jejich nazev, ¢imz ovliviuji aktivitu CDK (Norbury a Nurse, 1992). CDK jsou
Klicovymi regulacnimi enzymy, které na zaklad¢ intracelularni i extracelularni
signalizace katalyzuji pienos fosfatu z ATP na substraty regulujici pfedev§im buné&ény
cyklus a transkripci (Malumbres a Barbacid, 2001).

Na zdklad¢ studia kvasinek, modelovych eukaryotickych organismi, bylo
identifikovano Sest riznych CDK (Cao et al., 2014). Naproti tomu v lidskych bufikach
bylo dosud objeveno 20 CDK (Liu a Kipreos, 2000). Kompletni soubor v§ech CDK

kodovany genomem urc¢itého organismu se nazyva CDK-kinom (Obr. 1).
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Obr. 1 Fylogeneticky strom znamych lidskych CDK. V horni ¢asti jsou zobrazeny vyvojové
vztahy CDK spojenych s bunéénym cyklem, ve spodni ¢asti CDK spojenych
s transkripci. Schematicky jsou vyobrazeny kinasové a dalsi domény jednotlivych
zastupct CDK (pievzato a upraveno z Malumbres, 2014).



Podle fylogenetické analyzy bylo navrzeno rozdéleni CDK do 8 podskupin,
reprezentovanych CDK1, CDK4 a CDKS5 (spojené s bunéénym cyklem) poté¢ CDK?7,
CDK8, CDK9, CDK11 a CDK20 (aktivaéni a transkripéni CDK) (Liu a Kipreos, 2000).
Rodina CDK4 zahrnuje pouze dva zastupce, CDK4 a CDK6, ¢asto oznaCované diky své
homologii jako CDK4/6 (Obr. 1). Jelikoz jedinou nezbytnou CDK pro savéi cyklus je
CDKI1, vytazeni CDK4/6 z funkce neni letalni, av§ak muze vést k porucham vyvoje
mléénych z1az nebo krvetvorby (Sherr a Roberts, 2004; Santamaria et al., 2007).

Podobné jako u ostatnich kinas je tercidrni struktura kinasové domény CDK
dvoulalo¢nata. Katalyticka kapsa s aktivnim mistem se nachazi mezi N-terminalnim
lalokem tvofenym piedevsim B-skladanymi listy a C-terminalnim lalokem bohatym na
a-helixy. Monomerni forma naprosté vétSiny CDK bez navazaného cyklinu je neaktivni
z ditvodu uzavieni katalytické kapsy tzv. T-smyckou, kterd zabraniuje enzymové reakci
(Obr. 2). Vazba cyklinu a fosforylace vedou ke zméné struktury a umoznuji aktivaci CDK
(Echalier et al., 2010).

CDK jsou dilezitymi regula¢nimi kinasami, které mimo funkce v ramci transkripce
a buné&cného cyklu ovliviiuji i translaci a apoptosu. Pii analyze jejich funkci bylo postupné
zjisténo, ze moduluji odpovéd’ na poskozeni DNA (Jirawatnotai et al., 2011), podileji se
na epigenetické methylaci DNA a histoni (Zeng et al., 2011) i proteasomové degradaci
proteint (D’ Angiolella et al., 2013). Jejich okrajovymi funkcemi je regulace diferenciace
a samoobnovy embryonalnich kmenovych bunék (Becker et al., 2006) nebo regulace

spermatogeneze (Mikolcevic et al., 2012).

Obr. 2 Dvoulalo¢nata struktura modelu CDK4 s dulezitymi strukturnimi motivy. T172 a T177
jsou aktivacni residua citliva na fosforylaci u CDK4, resp. CDK6 (pfevzato a upraveno
z Wood a Endicott, 2018).
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Pokud vezmeme v uvahu vSechny dulezité regulac¢ni funkce CDK, je ziejmé, Ze jejich
mutace a deregulace mohou vést k rozvoji mnohych onemocnéni. Proto je studium funkce
a regulace CDK =zasadni zpohledu vyvoje inhibitori a klinické 1é¢by nejen
onkologickych onemocnéni, ale i virovych chorob véetné HIV (Schang et al., 2002), nebo

parazitickych (prvokovych) onemocnéni (Walker et al., 2011).
2.2 Funkce cyklin-dependentnich kinas 4 a 6

Hlavnim cilem bunééného cyklu je zajisténi jedné uspésné replikace DNA (v S fazi)
arozdéleni identickych kopii chromosomil do dcefinych bun€k (v M fazi). Soucasti
buné&¢ného cyklu jsou tzv. kontrolni body, zabranujici ptechodu do dalsi faze, bez
uspésného dokonceni predchozi. Pti vstupu do faze G1 buiiky reaguji na extracelularni
signaly, na jejichz zakladé projdou dalsim bunéénym cyklem nebo vstoupi do klidového
stavu (GO). Na rozdil od ostatnich fazi buné¢ného cyklu je G1 faze u zdravych bunék
regulovana mitogeny a mize byt zablokovana ptitomnosti antiproliferaénich cytokind.
Rakovinné buniky unikaji této kontrole a vykazuji tendenci udrzet se v jednom bunéc¢ném
cyklu za druhym, jelikoz vystoupeni z bunééného cyklu vede k dozravani a konecné
diferenciaci, které jsou u rakovinnych buné¢k také naruseny (Pardee, 1989; Sherr, 1994).

Aktivni CDK4/6 spoustéji kaskadu vedouci k prichodu do S faze bunééného cyklu
a brani také vnitinim, bunéénym obrannym mechanismtim (senescenci a apoptose). Proto
jsou klicovymi uzly v signalni siti integrujici velké mnozstvi mitogennich signald, ¢imz
dokazou regulovat specifické transkripéni programy (Choi a Anders, 2014).

Vzhledem k sadé¢ aktiva¢nich i inhibi¢nich vstupnich signala (viz kapitola 2.2.1), je
v buiikdch zajist€na peclivd kontrola aktivity CDK4/6. CDK4/6 mohou pusobit
v signalnich a regula¢nich drahach dvéma zpisoby. Prvnim zplGsobem je piima
fosforylace proteinovych substrati a pienos signalu, tzv. cesta zavisla na kinasové
aktivité. Naopak regulace ve smyslu vazby ¢i vyvazani jinych proteind je oznaCovana
jako nezavisla na kinasové aktivité (Sherr a Roberts, 1999).

Ve vétSing pripadi fosforyluji CDK4/6, tak jako ostatni CDK, proteinové substraty na
serinovém nebo threoninovém residuu, po némz v sekvenci nasleduje prolin (tzv. motiv
S/T-P) (Songyang et al., 1994). Fosforylace katalyzovana CDK casto probiha na vice
mistech jednoho substratu. PfestoZze se Cclenové rodiny CDK pii rozpoznavani
fosforylac¢nich mist nelisi, identita a poCet substratt jednotlivych CDK je rizna. Vyjimku
tvoti pravé CDK4/6, jez disponuji vysokou mirou substratové selektivity (jako jediné

CDK spojené s bunécnym cyklem nefosforyluji histony) (Sherr a Roberts, 1999).
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Nejlépe charakterizovanymi pfimymi fosforylaénimi substraty CDK4/6 jsou Rbl
a jemu podobné proteiny — retinoblastomovému proteinu podobny protein 1 a 2 (RbL1
a RbL2). Proteiny Rb disponuji nékolika vazebnymi misty, kliCovymi pro tvorbu
multiproteinovych komplext, pfedevs§im s rodinou transkrip¢nich faktort E2F. Pokud
V bufice neni nastartovan bunéény cyklus, transkripéni faktory E2F jsou vazany na
promotory genil a reprimovany vazbou proteini Rb, skrze ptisobeni DNA methylas
a histon deacetylas. Toto umlceni transkripce (Vandel et al., 2001) je zvraceno aktivaci
CDKA4/6. Po fosforylaci Rb, RbL1 a RbL2 je totiz destabilizovana interakce s E2F
a zeslabena vazba histon deacetylas (Zhang et al., 2000). Diisledkem je uvolnéni proteint
Rb a dereprese gent, pfedtim blokovanych E2F. Geny transkribované pomoci E2F 1-3
kéduji proteiny tvotfici DNA-replikacni aparat a DNA-opravné komplexy. Jednd se
0 signalizaci vedouci k expresi genl spojenych s proliferaci, a jelikoz exprimované
proteiny zprostiedkovavaji ptechod z G1 do S faze (napft. cyklin E), je tato signalizace
oznacovana jako tzv. G1-S transkripéni program (Ren et al., 2002).

Nasledné se v bunééném cyklu projevuje 1 funkce CDK4/6 nezavisla na kinasové
aktivité. Jelikoz CDK4/6 pro svou aktivaci vyzaduji interakci s fosforylovanymi proteiny
Cip/Kip, vyrazné snizuji jejich bunécnou hladinu. Limitovana dostupnost Cip/Kip (taktéz
ucinné inhibitory CDK2) umoznuje soubéznou aktivaci CDK2, také diky zvySené expresi
CycE (Sherr a Roberts, 1999). Aktivni CDK2/CycE vede k pocatku replikace DNA, po
poklesu exprese cyklinu E v brzké S fazi dochazi k tvorbé komplext CDK2/CycA, jez
reguluji S fazi. Posledni regula¢ni CDK je CDKI1 v komplexech s CycA a nasledné
s CycB, jejiz aktivita umoziuje prechod k mitose (Sherr a Roberts, 2004) (Obr. 3).

Cip/Kip

Obr. 3 Schematické zobrazeni bunééného cyklu s jednotlivymi fazemi a regula¢nimi komplexy
CDKI/CykKlin. Je zobrazena regula¢ni funkce proteini Cip/Kip a INK4, mechanismus
regulace Rb/E2F a hlavni kontrolni bod (CP) (upraveno z Lutful Kabir et al., 2015).
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2.2.1 Aktivita CDK4/6 a jeji regulace

Plna katalyticka aktivita CDK4/6 zavisi na ¢tyfech hlavnich faktorech. Jsou jimi vazba
cyklini D, fosforylace T-smycky katalyzovana CDK-aktiva¢nim komplexem (CAK)
ainterakce s endogennimi proteiny, tzv. s CDK-interagujicimi proteiny/kinasovymi
inhibi¢nimi proteiny (Cip/Kip) nebo inhibitory tfidy CDK4 (INK4) (Russo et al., 1996).

Existuji tfi typy cyklini D (Cyc D1, D2, D3), které byly postupné objeveny jako
regulaéni podjednotky pro specifickou aktivaci CDK4/6 a davaji vzniknout tfem
odlisnym heterodimerim CDK4/6-CycD (Xiong et al., 1991). Cykliny typu D jsou ¢asto
oznacovany jako senzory mitogennich signali, jejich hladiny ne ptimo cykluji, spise se
meéni na zakladé podminek prostfedi, v némz se bunky nachazeji. Zmény abundance
cyklini D jsou vyvoldny zmé&nami miry transkripce jejich gend, stabilizace a jaderné
lokalizace (Sherr a Roberts, 1999). Vazebny mdd cyklinit D s CDK4/6 se vyrazné lisi od
vsech ostatnich interakci CDK-cyklin. Vazebny povrch je ptekvapiveé maly a na rozdil od
ostatnich CDK nedochazi po vazbé cyklini D ke strukturni remodelaci katalytické
podjednotky a dosazeni aktivni konformace. Tyto strukturni skute¢nosti vedly k objevu,
ze pro dosaZeni plné katalyticky aktivni formy CDK4/6 je nutnd interakce s dalSimi
kofaktory (Takaki et al., 2009).

Proteiny Cip/Kip jsou druhou, vyrazné odliSnou skupinou regulatorti, zahrnujici
proteiny p21, p27 a p57. Plsobeni téchto bifacialnich proteint je komplexni, mohou
fungovat jako positivni 1 negativni regulatory. Nefosforylované proteiny Cip/Kip se
nachdzejici v bunikdch ve stavu kontaktni inhibice nebo pfi nedostatku Zivin a pfimo
inhibuji enzymovou aktivitu CDK4/6. Pfechod z inhibi¢niho do aktiva¢niho moddu je
zpuisoben fosforylaci na tyrosinovych residuich katalyzovanou nereceptorovymi tyrosin-
kinasami jako je napt. Abl nebo Src (James et al., 2008). Fosforylované proteiny Cip/Kip
jsou nutné pro spravné slozeni a uplnou aktivaci komplextu CDK4/6-CycD i jejich import
do jadra (Sherr a Roberts, 1999) (Obr. 4).

Po tvorbé ternarniho komplexu CycD-CDK4/6-Cip/Kip je umoznéna fosforylace
T-smyc¢ky na sensitivnim residuu, u CDK4 na T172 a u CDK6 na T177 (Kaldis et al.,
2001) katalyzovana CAK. Po fosforylaci se T-smycka remodeluje a uvoliiuje piistup do
katalytické kapsy, dale zesiluje interakci s cyklinem a substratem. Protikladem je
pusobeni fosfatas, jez katalyzuji defosforylaci samotné CDK 1 proteini Cip/Kip.
Defosforylace vede k destabilizaci aktivni konformace, zabranéni vstupu do katalytické

kavity az k rozpadu komplext (Bockstaele et al., 2009).
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Obr. 4 Aktivaéni cyklus CDK4/6 zobrazujici tvorbu aktivniho komplexu a pisobeni
jednotlivych regulatora (pfevzato a upraveno z Choi a Anders, 2014).

CAK

Poslednimi dtlezitymi regulatory aktivity CDK4/6 jsou proteiny INK4 zahrnujici p15,
pl16, pl8 a pl19. Tato skupina proteini zajistuje specifickou buné¢nou inhibici aktivity
pouze CDK4/6 (Hirai et al., 1995). Proteiny INK4 se vazou jak na ternarni komplexy
CycD-CDK4/6-Cip/Kip, tak na monomerni CDK4/6. Jejich vazba vede ke konforma¢nim
zménam celé kinasové domény, disociaci aktivnich komplexd a degradaci cyklini D
(Jeffrey et al., 2000) (Obr. 4). Pokud dojde ke zvyseni hladiny proteini INK4 (pfi ztraté
funkce proteinu Rb, poskozeni DNA, starnuti buniky), tvofi se binarni komplexy INK4-
CDKA4/6, které nevykazuji zadnou kinasovou aktivitu (Serrano et al., 1993).

2.2.2 CDK4/6 jako terapeutické cile

Velké mnozstvi experimentéalnich vysledkt identifikovalo CDK4/6 jako vhodné hlavni
cile protirakovinné 1é¢by. A to na zéklad¢ jejich dilezité funkce pro rakovinné buiiky na
n€kolika Urovnich. Na trovni genomové jsou u lidskych malignit jedny z nejcastejSich
genetickych zmén amplifikace, chromosomové translokace a delece vedouci praveé
k trvalé aktivaci CDK4/6. Z pohledu signalizace jsou ob¢ kinasy klicovymi regulatory
pro mnoho dalSich onkoproteinti, které mohou dale zesilovat jejich aktivaci. Jejich
pozitivni regulatory, cykliny, jsou Casto nadexprimované u riznych lidskych malignit.
Zvysena exprese cyklinu D1 byla pozorovana u lymfomu B-bunék (lymfom plastovych

bunék, difuzni lymfom) i u tumort prsu, mo¢ového méchyte, plic (Mullany et al., 2008).
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Naopak vysoka exprese cyklinu D3 byla zaznamenana u hematologickych malignit
(mnohocetného myelomu), glioblastomu a karcinomt ledvin (Hedberg et al., 2002).
Z preklinickych studii vyplynulo, Ze Siroka fada jak rakovinnych buné¢nych linii in vitro,
tak nadorovych modeld in vivo je zavisla na aktivité CDK4/6. Nahlé zablokovani funkce
téchto kinas vede k aktivaci vnitinich tumor-supresorovych mechanismi, jez vyusti
Vv senescenci nebo apoptosu nadorovych, ne vSak zdravych bunék. Proto je inhibice
CDK4/6 velmi slibnym a v dneS$ni dobé€ i klinicky uznavanym ptistupem pro 1é¢bu

nékterych lidskych malignit (Choi a Anders, 2014).
2.3 Selektivni inhibitory CDK

Béhem poslednich dvou dekad vzbudily klinické vysledky inhibice CDK vzristajici
zdjem o vyvoj selektivnich, nizkomolekularnich latek vyuzitelnych k lécbe
onkologickych malignit. Na zdklad€ vazebného mista se zndmé inhibitory rozdé€luji na
ATP-kompetitivni inhibitory a ATP-nekompetitivni. I pfes rozdilnou chemickou
strukturu se vSechny ATP-kompetitivni latky vazou do vazebného mista pro ATP
Vv katalytické kapse CDK, kde mimikuji jeho strukturu.

Jelikoz jsou aminokyselinova residua v katalytickém mist¢ CDK vysoce
konzervovana, byla prvni generace inhibitortt CDK oznacena jako pan-selektivni. Prvni
generace ATP-kompetitivnich latek totiz inhibovala vétSinu €lend rodiny CDK, véetné
nezadouci CDKI1. Mezi nejvice prozkoumané pan-Selektivni inhibitory CDK patii
Flavopiridol a R-roskovitin (Hall a Peters, 1996). I kdyz byly velmi slibnymi latkami,
nebyly schvéleny pro 1écebné vyuziti z divodu mnoha vedlejsich ucinka pii vhodné
terapeutické koncentraci (Heptinstall et al., 2018).

Slibné vysledky zaznamenaly ATP-nekompetitivni latky, véazajici se mimo aktivni
misto a ovliviiujici asociaci s cyklinem, konformaci katalytické kapsy nebo mimikujici
vazbu inhibi¢nich reguldtori. Obecné jsou ATP-nekompetitivni inhibitory CDK vice
selektivni, neZ ATP-kompetitivni alternativy, av§ak v poslednich 15 letech byly vyvinuty
vysoce selektivni ATP-kompetitivni inhibitory CDK4/6, které prosly klinickymi fazemi
testovani a byly schvaleny pro 1é¢bu karcinomu prsu (Heptinstall et al., 2018).

Jak jiz bylo nastinéno diive, CDK4/6 se od ostatnich CDK do jist¢ miry strukturné
odliSuji a disponuji i odliSnym mechanismem aktivace. Ze zndmych struktur CDK4,
CDKG6 a CDK2 (model ostatnich CDK) ulozenych v Proteinové databance (PDB) byl
piekrytim a srovnanim odpovidajicich aminokyselinovych residui vytvoren model ve

formé superpozice tfech zminénych CDK. Ve vazebném misté pro ATP bylo nalezeno
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5 aminokyselinovych residui, jez se u CDK4/6 shoduji, ale u CDK2 l1isi. Tato residua jsou
uvedena na Obr. 5 a zdivodnuji vysokou selektivitu schvalenych inhibitort CDK4/6 vici
CDK2 a ostatnim CDK (Shafiq et al., 2012).

Mimo vysoce selektivni inhibitory CDK4/6 byly v posledni dobé vyvinuty i latky
vykazujici selektivni inhibici dal§ich CDK. Na zékladé screeningu a molekularniho
modelovani byla identifikovana série thienochinolonovych derivati vykazujici selektivni
inhibici CDK5 (Heptinstall et al., 2018). Dale byly také vyvinuty selektivni inhibitory
transkripénich CDK. Va¢i CDK7 byly napf. identifikovany dva silné kovalentni
inhibitory THZ1 (Kwiatkowski et al., 2014) a SY-1365 (Hu et al., 2019). Dale jsou znamy
selektivni inhibitory CDK9, AZD4573 (Cidado et al., 2020) a Atuveciclib
(Liicking et al., 2017) i selektivni kovalentni inhibitor CDK12, THZ531 (Zhang et al.,
2016). Inhibice transkripénich CDK se projevuje vyraznym antiprolifera¢nim

a pro-apoptickym ucinkem, vétSina zminénych latek je v klinickém testovani.
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Obr. 5 Konzervovanost aminokyselinovych residui v aktivnim mist¢ CDK2, 4 a 6. (A) Stukturni
prekryv residui aktivniho mista CDK2 (zelen¢, PDB: 1FIN), CDK4 (modte, PDB: 2W96)
a CDKG®6 (Cerven¢, PDB: 1G3N). (B) Odpovidajici srovnani sekvence aminokyselinovych
residui danych CDK (ptevzato z Shafiqg et al., 2012).
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2.3.1 Vyvaoj selektivnich inhibitori CDK4/6

Z generace tzv. pan-selektivnich CDK inhibitort se jako prvni zéstupce v klinickém
testovani objevil v roce 1997 Flavopiridol (pod obch. nazvem Alvocidib) (Shapiro, 2004),
nasledovany R-roskovitinem (obch. nazev Seliciclib, CYC202), jenz je klinicky testovan
od roku 2002 (McClue et al., 2002). Zadny zastupce pan-selektivnich inhibitorti CDK
vSak klinickym testovanim Uspé$né neprosel. Po objevu Flavopiridolu vyrazné vzrostl
zajem o vyvoj selektivnich inhibitortt CDK, pfesto bylo mezi lety 1992 a 2004 objeveno
velmi malo potentnich a selektivnich latek pro inhibici CDK4/6 (Heptinstall et al., 2018).

Jednim z prvnich inhibitort, jenz vykazovaly ur¢itou miru selektivity vii¢ci CDK4, na
rozdil od CDK1 a CDK2, byl thioakridonovy derivat NSC625987 (Kubo et al., 1999).
Avsak analyza jeho vlivu na bunééné Girovni ukazala pouze mirny G1 blok, ale vysokou
miru apoptosy. Takovy efekt poukazuje na nizkou inhibici CDK4/6 a tcinek na jiné
molekularni cile (Jorda et al., 2018).

Dalsim publikovanym inhibitorem byl benzothiazolovy derivat Ryuvidin, u n¢hoz
byla zjisténa mirna, ale selektivni inhibice CDK4 (s hodnotou ICso= 6 pmol-17)
(Ryu et al., 2000). Pdsobeni Ryuvidinu na bunééné urovni ale nebylo spojeno
s G1 blokem, spise doslo k akumulaci bun¢k v S-fazi, coz ukdzalo taktéz na zapojeni
dalsich vedlejsich cilt (Jorda et al., 2018).

Latka CINK4 vykazovala inhibici CDK4 v fadu jednotek pumol-17 (Soni et al., 2001),
avSak nasledné u ni byla potvrzena asi dvakrat slabsi inhibice CDK2 i CDK1. Vliv CINK4
na bunéény cyklus se proto v nizsich koncentracich projevoval G1 blokem, avSak pfii
vyssich koncentracich (>10 pmol-17) doslo ke G2/M bloku (Jorda et al., 2018).

Pozdé¢ji vyvinuté indolokarbazolové latky Arcyriaflavin A (Sanchez-Martinez et al.,
2003) a jeho bromovany derivat oznacovany jako ,,CDK4 inhibitor” (Zhu et al., 2003)
jsou strukturné podobné multikinasovému inhibitoru Staurosporinu. I piesto, ze ob¢ latky
vykazuji preferenci k CDK4/6, inhibuji soucasné i CDK2 a CDKS5 (Jorda et al., 2018).

Na zaklad¢ strukturniho modelovani, analyz vlivu na buiky a strukturni odli$nosti
aktivniho mista CDK4/6 bylo identifikovano slibné pyrido[2,3-d]pyrimidinové jadro.
Jeho optimalizace vedla v roce 2004 k identifikaci Palbociclibu, jenz v roce 2005 vstoupil
do klinického testovani. Nasledné byl v roce 2013 identifikovan Ribociclib a v roce 2014
Abemaciclib, jenz oba v roce 2014 vstoupili do klinického testovani. Palbociclib se roku
2015 stal prvnim schvéalenym inhibitorem CDK pro 1é¢bu rakoviny prsu, nasledovany

v roce 2017 dalSimi dvéma zminénymi (Heptinstall et al., 2018).
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2.3.2 Palbociclib

Preklinicky vyvoj Palbociclibu (PD-0332991, obch. ndzev Ibrance®) prameni z vychozi
struktury pyrido[2,3-d]pyrimidinu. Pii vyvoji byly optimalizovany substituenty
Vv pozicich C-2, C-6, C-7 a N-8. Vysoké selektivity in vitro bylo dosazeno predevsim
zavedenim (piperazin-1-yl)pyridin-2-ylového postranniho fetézce v poloze C-2
a methylu v poloze C-5 (Obr. 6). Palbociclib se vyznacoval silnou inhibici komplext
CycD-CDK4/6, sICsp viadu nmol-1%, snizoval fosforylaci proteinu Rb a vedl
K vyraznému bloku v Gl fazi ubunéénych linii s funkénim Rb. Soudasné vsak
nevykazoval zndmky inhibice CDK2 ani CDK1. Po piisobeni Palbociclibu byl pozorovan
také antiproliferacni efekt viici vétsiné bunécénych linii S nadexprimovanou nebo zvysené
aktivovanou CDK4/6 (liposarkom, lymfom plastovych bunék, myelom, karcinomy prsu,
ovarii a stfeva) (Fry et al., 2004). Zatimco v pfipad¢ Flavopiridolu dochazelo k zesileni
protirakovinného efektu pii kombinaci s cytotoxickou [é¢bou, u Palbociclibu byl efekt
kombinaéni terapie in vivo komplikovangjsi. Jelikoz cytotoxické latky vyzaduji pruchod
bunéénym cyklem a Palbociclib zptisoboval cytostaticky G1 blok, u mysi disponujicich
tumory s funkénim Rb snizoval uCinnost karboplatiny. Naopak pii kombinaci
Palbociclibu s radioterapii doslo k pfiznivému zesileni efektu 1é¢by. Nejvyznamnéjsi
efekty vykazoval Palbociclib v kombinaéni terapii s Trastuzumabem (Herceptin,
terapeuticka monoklonalni protilatka blokujici receptor herregulinu 2 (HERZ2))
a Tamoxifenem (inhibitor estrogenniho receptoru (ER)) i Letrolozolem (inhibitor
aromatasy) (Clark et al., 2016).

Palbociclib je peroralné aplikovatelna latka, u niz byly na modelu mysi zjistény
ptiznivé farmakokinetické vlastnosti. Pti klinickém testovani byly u stanovenych
terapeutickych déavek nejcastéjsi vedlejsi efekty nevolnost, prijem, leukopenie
a neutropenie. V ramci studie v kombinaci s Letrozolem doslo k prodlouzeni celkového
preziti i délky preziti bez progrese (ve srovnani se samotnym Letrozolem), proto je od
roku 2015 v této kombinaci Palbociclib schvalen do prvni linie 1écby vici metastatickému
karcinomu prsu (ER pozitivni a HER2 negativni) pro post-menopauzalni zeny
(Finn et al., 2016). Jako prvni schvaleny inhibitor CDK4/6 umoznil komplexni studium
vlivu G1- blokujicich terapeutik i p¥inost pro pacienty a podnitil dalsi vyvoj inhibitort
CDKA4/6, jez se zdaji byt jednémi z nejslibnéjsich v ramci rodiny CDK. Soucasné je vSak
Palbociclib stale v klinickém testovani, vétSinou v kombinaci s dal$imi terapeutiky, pro

1é¢bu lymfomu plastovych bunék, melanomu a sarkomu (de Duenas et al., 2018).
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2.3.3 Ribociclib

Ribociclib (LEEO11, obch. nazev Kisqali©) se strukturné velmi podoba Palbociclibu, na
rozdil od néj je sice jeho zakladem pyrrolo[2,3-d]pyrimidinové jadro, avSak substituenty
Vv polohach C-2 a C-7 jsou totozné (Rader et al., 2013) (Obr. 6). Ribociclib je podobné
jako Palbociclib vysoce selektivnim inhibitorem CDK4/6. V preklinické analyze vedlo
jeho ptsobeni k defosforylaci proteinu Rb spojené s G1 blokem a senescenci u nékolika
riznych bunéénych linii, v€etné melanomu, liposarkomu, neuroblastomu a karcinomu
prsu.

Na modelech tumorti in vivo disponoval vyraznou aktivitou u malignit se zvySenou
aktivitou CDK4/6, at’ uz samotny, nebo v kombinaci s jinymi terapeutiky (Rader et al.,
2013). V klinickych studiich byl u¢inek Ribociclibu, také peroralné aplikovaného
inhibitoru, studovan v kombinaci s Letrozolem nebo Exmestanem (steroidni inhibitor
aromatasy). Castymi vedlej$imi G¢inky byla neutropenie, leukopenie, zavraté a slabost.
Pro 1écbu (hormonélné senzitivnich a HER2 negativnich karcinomi prsu) byla zatim
schvalena kombinace Ribociclibu s Letrozolem, u niz bylo pozorovano prodlouzeni
celkového preziti i del$i doba preziti bez progrese (Munster et al., 2014). Dalsi klinické
studie kombina¢ni 1é¢by s Ribociclibem nadale pokracuji, napt. pro 1é¢bu karcinomu

prostaty (Scheinberg et al., 2020).
2.3.4 Abemaciclib

Abemaciclib (LY2835219, (obch. nazev Verzenio®)) je poslednim dosud schvalenym
vysoce selektivnim inhibitorem CDK4/6. Abemaciclib byl vyvinut na zdkladé
intenzivniho screeningu chemickych databazi, po identifikaci slibné struktury
substituovaného 6-pyrimidin-benzimidazolu. Na rozdil od Palbociclibu a Ribociclibu
disponuje (4-ethylpiperazin-1-yl)methyl)pyridin-2-ylovym fetézcem v poloze C-2
pyrimidinu a atomy fluoru v pozicich C-5 na pyrimidinu a C-4 na benzimidazolu
(Obr. 6). Abemaciclib vykazoval v preklinickém testovani obdobné efekty jako
Palbociclib a Ribociclib, inhibice CDK4/6 byla vyrazni, v fadu jednotek nmol-1?
(Gelbert et al., 2014).
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Palbociclib Ribociclib Abemaciclib
CAS: 571190-30-2 CAS: 1211441-98-3 CAS: 1231929-97-7

Obr. 6 Strukturni vzorce a srovnani schvalenych inhibitort CDK4/6 Palbociclibu, Ribociclibu
a Abemaciclibu.

Na buné¢né urovni vedlo pisobeni Abemaciclibu k inhibici fosforylace proteinu Rb
a G1 bloku in vitro. Zastaveni bunééného cyklu a potlacena exprese geni regulovanych
drahou Rb-E2F pietrvavaly i po 24 hodinach od jedné davky (Gelbert et al., 2014). Na
mySich modelech se puasobeni Abemaciclibu in vivo projevovalo inhibici rdstu
modelovych nadorti rizného typu, v¢etné nitrolebnich gliomu, jelikoz Abemaciclib jako
jediny ze schvalenych inhibitorti muize prostupovat hematoencefalickou bariérou.
Soucasné zvySoval efekt plsobeni cytotoxickych latek, coZ podporuje jeho vyuZiti
v kombinac¢ni 1é¢bé (Tate et al., 2014). V Klinickém testovani byl i¢inek Abemaciclibu
nejdiive sledovan u pacientek S metastatickym karcinomem prsu. Pfi podavani byl dobie
tolerovan, s akceptovatelnymi vedlejsimi t€inky jako bylo priijem, nevolnost, zvraceni ¢i
anémie. Abemaciclib v kombinaci s Fulvestrantem (inhibitor ER) vykazoval prodlouzeni
celkového preziti a preziti bez progrese, soucasné s piijatelnou toxicitou a v této
kombinaci byl schvalen pro 1é¢bu hormonalné senzitivnich a HER2 negativnich
karcinomli prsu, 1 u pokro€ilych a metastatickych (na rozdil od Palbociclibu
a Ribociclibu) (Sledge et al., 2017). Dalsi stale probihajici klinické studie zahrnuji
testovani vlivu u pacientli s nemalobunéénym karcinomem plic nebo lymfomem

plastovych bunék (Goldman et al., 2016; Tanaka et al., 2020).

2.4 Dalsi inhibitory CDK4/6 v klinickém testovani

Vyznamny tuspéch schvalenych inhibitori CDK4/6 podnitil vyvoj dalSich latek

vykazujicich selektivitu pro CDKA4/6. Vzhledem Kk vyuziti a piiznivému G¢inku
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kombinacnich terapii vSak byly vyvinuty i latky cilici na dal$i molekularni cile, jez by
mohly rozsifit jejich terapeutické vyuziti a oddalit néstup ptipadné rezistence. Hlavni
myslenkou bylo spojeni regulace bunécného cyklu s inhibici molekularniho cile
zasadniho pro jinou skupinu malignit. Nasledujici kapitoly popisuji vybrané inhibitory,

s velmi slibnymi preklinickymi vysledky, které jsou stale v klinickém testovani.
2.4.1 ON 123300

Spojeni farmakokinetické strategie (cytotoxicita pro builky gliomi a prichod
hematoencefalickou bariérou) spolu se znamym vychozim pyrido[2,3-d]pyrimidinovym
jadrem vedlo k identifikaci latky ON 123300 (Lv et al., 2013; Reddy et al., 2014). Tato
latka se strukturné podoba Palbociclibu, avsak 1isi se v fetézci na pozici C-2 ptitomnosti
anilinu a na pozici C-6 disponuje kyano-skupinou (Obr. 7). ON 123300 se sice vyznacuje
vysokou potenci k inhibici CDK4/6 a kinasy ARKS5 (zahrnuté v procesech bunécné
adheze, proliferace a progrese) v fadu jednotek nmol-1?, aviak mimo téchto inhibuje
v fadu nmol-1? i n&kolik dalsich cild, predevsim tyrosinkinas. V preklinickém testovani
vykazoval inhibici drahy Rb/E2F, ale také pro-apopticky ucinek (Zhang et al., 2014). Na
mysich modelech rakoviny prsu in vivo vedlo ptsobeni k zablokovani ristu tumort bez
znamek toxicity a ztraty hmotnosti a byla potvrzena jeho potence viéi gliomu,

.....

testovani (Divakar et al., 2016; Perumal et al., 2016).
2.4.2 AMG 925

V roce 2014 byla jako novy inhibitor CDK4/6 objevena latka disponujici strukturou
substituovaného pyrido[4°,3:4,5]pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu  (Obr. 7). Tato latka
inhibovala CDK4/6 i FMS-(onkogen Feline-McDonoughova sarkomu) piibuznou
tyrosinkinasu 3 (FLT3), zasadni pro leukemické bunky. Prostiednictvim nékolika
optimalizacnich tprav vychozi struktury byla vyvinuta latka AMG 925, jez se
vyznacovala ptiznivymi farmakokinetickymi parametry i selektivitou k CDK4/6 a FLT3
viaci CDK1 (Li et al., 2014). V preklinickych analyzach vedlo ptisobeni AMG 925
K inhibici drahy signalniho ptenasece a aktivatoru transkripce 5 (STATS) i drahy Rb-E2F
in vitro, coz potvrdilo inhibici FLT3 a CDK4/6. Na mySich modelech in vivo se latka
vyznaCovala vyraznym efektem predevSim vic¢i tumorim akutni myeloidni leukemie

(AML) (Keegan et al., 2014). Velkym potencialem této a podobnych latek ¢i kombina¢ni
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1écby je prekonani resistence samotnych inhibitord FLT3 u pacienti s AML prave
kombinovanou inhibici s CDK4/6. AMG 925 je ve fazi I klinického testovani u pacientt
s akutni myeloidni leukemii (Li et al., 2015; Wu et al., 2018).

2.4.3 Trilaciclib a Lerociclib

Trilaciclib (G1T28) je dalSim slibnym selektivnim inhibitorem CDK4/6. S vyse
jmenovanymi zastupci sdili zasadni pyrrolo[2,3-d]pyrimidinové jadro, jenz bylo na
zakladé modelovani upraveno do formy spiro(cyklohexan-1,9'-
pyrazino[1',2":1,5]pyrrolo[2,3-d]pyrimidonu. Retézec na pozici C-2 jadra kombinuje
ptitomnost 4-methylové skupiny na piperazinu (jako u ON 123300) a pfitomnost
2-aminopyridinu (jako u schvalenych inhibitord CDK4/6) (Obr. 7) (Bisi et al., 2016).

Trilaciclib, vyvinuty v roce 2016, vykazuje in vitro selektivni inhibici CDK4/6 v fadu
jednotek nmol 1" soucasné s asi 50 krat slabsi inhibici CDK9. Vyvoj Trilaciclibu si kladl
za cil vytvoftit silny a selektivni inhibitor CDK4/6, ale také ochranou latku proti
myelosupresi vyvolané z 1éCby jinymi terapeutiky (Bisi et al., 2016). V soucasné dobé
totiz myelosuprese predstavuje hlavni (davku-limitujici) vedlej$i Gcinek cytotoxické
i cilené terapie. Dlouhodoba myelosuprese (projevujici se jako neutropenie, anemie ¢i
trombocytopenie) mize vést k celkovému oslabeni organismu, krvaceni az sepsi, proto je
pfinosné ji omezit (Johnson et al., 2010). Uéinek Trilaciclibu se na bun&né linii HS68
(model hematopoetickych kmenovych bunék zavislych na CDK4/6) in vitro projevil
zmirnénim posSkozeni DNA vyvolaného cytotoxickymi latkami. Déle se ukdzalo, Ze
Trilaciclib pfechodné a reverzibilné reguluje in vivo proliferaci hematopoetickych
kmenovych bunék mysi a psi kostni diené a poskytuje jim ochranu pied toxickou 1écbou
a proliferacnim vycerpanim, ke kterému pfi ni dochazi (Bisi et al., 2016; He et al., 2017).
V soucasné dobé¢ je Trilaciclib ve fazich II klinického testovani pro 1é¢bu metastatického
karcinomu prsu a malobuné¢ného karcinomu plic, oboji v kombinaci s cytotoxickou
terapii karboplatinou (Weiss et al., 2019).

Lerociclib byl v roce 2017 vyvinut stejnou vyzkumnou skupinou jako Trilaciclib. Oba
inhibitory jsou strukturné totoZzné, az na rozdil v koncovém substituentu fetézce
vychazejiciho z pozice C-2 na piperazinu je namisto methylové skupiny (pfitomné
u Trilaciclibu) skupina isopropylova (Obr. 7). Tato zména vedla k zachovani potence vici
inhibici CDK4/6 za soucasného zlepSeni farmakokinetickych vlastnosti a perordlni

dostupnosti (Bisi et al., 2017).
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ON 123300 AMG 925 Trilaciclib (G1T28) Lerociclib (G1T38)
CAS: 1357470-29-1 CAS: 1401033-86-0 CAS: 1374743-00-6 CAS: 1628256-23-4

Obr. 7 Srovnani strukturnich vzorct vybranych inhibitora CDK4/6, které jsou v klinickém
testovani.

Podobné¢ jako u Trilaciclibu, vedlo pisobeni Lerociclibu in vitro k poklesu fosforylace
Rb a G1 bloku na bunéénych liniich zavislych na CDK4/6, v¢etné bunéénych linii
odvozenych od melanomu, leukemie, lymfomu ¢ karcinomtl prsu. Uginek Lerociclibu
in vivo vedl kvyrazné inhibici rdstu tumori ER-pozitivniho karcinomu prsu, ve
srovnatelné, az lepsi mife nez v piipadé Palbociclibu. Navic bylo zjisténo, Ze se Lerociclib
u mysi vyrazné akumuluje v implantovanych nadorech, na rozdil od plasmy (Bisi et al.,
2017).

U psu byla tato vlastnost prozkoumana na zakladé kontinualniho podavani Lerociclibu
po dobu 28 dni, jez nevyvolalo propuknuti neutropenie. Vzhledem k jeho slibnym
preklinickym vysledkim by byl vhodnym kontinudln€ poddvanym protirakovinnym
lécivem. V soucasné dobé je Lerociclib ve fazi I klinického testovani pro 1é¢bu hormon-
senzitivniho a HER2 negativniho metastatického karcinomu prsu, v kombinaci
s Fulvestrantem. Dale je také ve fazi I klinického testovani pro 1écbu nemalobunééného
karcinomu s mutovanym receptorem pro epidermalni ristovy faktor (EGFR) v kombinaci
s Osimertinibem (inhibitor mutovaného EGFR) (Bisi et al., 2017).

Slibny uc¢inek Trilaciclibu i Lerociclibu byl pozorovan in vitro i in vivo na modelu
resistentnich karcinomti prostaty. Trilaciclib 1 Lerociclib byly u zvifecich modelt
karcinomu prostaty in vivo stejné ucinné jako Docetaxel (cytostaticky taxan), ale
s vyrazné slabsim toxickym efektem na organismus. Uginek byl pietrvavajici a predevim
pozorovany u karcinomil prostaty S androgennim receptorem (AR) bez mutaci,

mutovanym AR (resistentni) a dokonce i bez exprese AR. Tyto vysledky ukazuji, ze
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inhibitory CDK4/6, Trilaciclib a Lerociclib, by mohly byt pro 1é¢bu karcinomu prostaty

(resistentnich vii¢i endokrinni terapii) lepsi alternativou k taxantim (Stice et al., 2017).
2.5 Selektivita a vedlejsi cile inhibitora

Objev a nasledné schvaleni Palbociclibu, Ribociclibu a Abemaciclibu ukazalo, Ze je
mozné vyvinout selektivni inhibitory CDK4/6, pfindsejici vyrazné benefity pii 1éCbe
pacientli. V dneSni dobé je mnoho dalSich kombinaci téchto schvalenych inhibitorii
s odliSnymi terapeutiky v klinickém testovani, vedle dalSich vyvinutych latek (z nich
nékteré jsou popsany vyse). JelikoZ byly schvélené inhibitory CDK4/6 vyvinuty
Vv relativné kratkém casovém rozmezi, je v posledni dob€ zdjem o detailni popis jejich
odlisnosti. Rozdily v selektivité totiz ovliviiuji piisobeni inhibitori na bunécné urovni
a mohou byt také pii¢inou farmakologickych rozdilti sledovanych pii 1é¢bé (Marra
a Curigliano, 2019).

Poptavku po vyvoji selektivnich inhibitorii odivodnuje klinicky netspéch pan-
selektivnich inhibitort, jez vykazovaly velmi slibné preklinické Gi¢inky. Hlavni divody
neuspéchu nedostatecné selektivnich inhibitord byly tfi. Zaprvé se jednalo o nejasny
hlavni mechanismus pusobeni (které CDK jsou opravdu in vivo inhibovany), ktery by byl
zékladem lé¢ebného tcinku. Napt. piisobeni Flavopiridolu vedlo k zastaveni buné¢ného
cyklu, apoptose i autofagii (Mahoney et al., 2013). Zadruhé, vétSina studii neprobihala na
specificky oddélenych skupinach pacientli, protoze nebyly a dodnes nejsou dostate¢né
znamé biomarkery, které by urcily citlivé pacienty. Nakonec, u neselektivnich latek
nebylo nalezeno terapeutické okno (rozmezi déavek, pii nichZ pozitivni U€inky
prevazovaly nad negativnimi), jelikoz pan-selektivni inhibitory CDK inhibovaly
v pouzitych koncentracich kinasy zdsadni pro proliferaci (CDK1) a pieziti (CDK9)
I zdravych bunék, coz vedlo k rozsahlym vedlejsim ucinkam (Asghar et al., 2015).

Studium selektivity jednotlivych latek na bunéénych ¢i zvirecich modelech neni
vhodné, jelikoz existuje mnoho nadbyteénych nebo zastupitelnych kinasovych aktivit,
nedostatek jedine¢nych substrati a specifické signalni sité. U rakovinnych bun¢k maji
napt. Palbociclib, Ribociclib i Abemaciclib podobné t¢inky, avsak u netransformovanych
bungk se vyrazné 1isi (Chen et al., 2016). Pro studium selektivity se s ispéchem vyuzivaji
metody popisu na molekuldrni urovni, tedy inhibice samotnych kinas mimo butiku,
chemicko-proteomicky pfistup, sledovani teplotni denaturace kinasy v pfitomnosti
inhibitoru, vypocetni analyza zalozena na struktufe a modelovani (Huang et al., 2009).

Na zaklad¢ profilti selektivity ziskanych pro stovky klinicky zajimavych latek (v¢etné
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inhibitort CDK4/6) byly porovnany jejich rozdily a byly odhaleny jejich nové vedlejsi
cile. Na zédkladé téchto informaci by mohly byt nékteré latky vyuzity pro 1écbu jinych
typt onkologickych onemocnéni (nebo uplné odlisSnych nemoci), nez vici kterym jsou
primarné testovany, tzv. drug repurposing (Pushpakom et al., 2019) Soucasn¢ je také
mozné vyjit z udajii o inhibici nékteré kinasy a vyuzit strukturu dané latky pro vyvoj

novych latek (Chen et al., 2016).
2.5.1 Srovnani selektivity vybranych inhibitori

Selektivita komer¢né €1 klinicky pouZivanych inhibitori je zasadnim faktorem ovliviiujici
Sifi jejich ucinkll na molekuldrni a bunééné urovni. Dilkladna analyza selektivity
u inhibitord identifikovanych pted desitkami let byla provedena a publikovana az vyrazné
pozdéji. V dnesni dobé jsou inhibitory analyzovany z pohledu uzsi selektivity jiz
Vv prib¢hu vyvoje a nasledné je jejich selektivita ovéfena v rdmci dostupné testované¢ho
kinomu (Chen et al., 2016; Klaeger et al., 2017).

Celokinomové analyzy vSak byvaji soucasti vétSich studii a konkrétni informace
0 inhibitorech nejsou na prvni pohled dohledatelné v literatute, vétSinou jsou soucasti
dodate¢nych informaci k publikacim.

Z databazi a pavodnich ¢lankli byly ziskany a zpracovany dostupné informace
0 selektivité vybranych inhibitori CDK4/6. Analyza selektivity byla u vSech inhibitort

nejdifve provedena piistupem tzv. KINOMEscanu®

od spolecnosti Discoverx, ktery
zjistuje miru inhibice studovanou latkou na panelu 468 lidskych kinas zahrnujici vSechny
kinasové rodiny. Prvotni pfedstavu o selektivit¢ uddva pocet vedlejSich cili
(inhibovanych kinas mimo CDKA4/6), jez jsou inhibovany vice nez z 90 %. To odpovida
residudlni aktivité kinasy < 10 % po pusobeni urcité koncentrace inhibitoru, ve srovnani
s neoSetfenou kontrolou. Bohuzel koncentrace, pfi které jsou inhibitory analyzovany,
neni sjednocena, nékteré inhibitory jsou studovany v né€kolika koncentracich (napf.
0,1 pmol-1", 1 pmol-1* a 5 nebo 10 umol 1), nékteré viak pouze pii jedné koncentraci,
coz vyrazné komplikuje jejich vzajemné porovnani z pohledu poctu vedlejsich cila. Pii
porovnani schvalenych inhibitori CDK4/6 je mozné vychdzet z vétsiho mnoZstvi dat,
z divodu moznosti srovhani s ostatnimi byla vyuzita data ziskand pii koncentraci
0,1 umol-1"%, data o selektivité inhibitorti ON 123300 a AMG 925 jsou bohuzel k dispozici
pouze pii 1 pmol 17 (Moret et al., 2019).

Ze vsech 7 studovanych inhibitorti disponuje nejvyssi selektivitou Ribociclib, u né¢hoz

v koncentraci 0,1 pmol-1* nebyl nalezen zadny vedlejsi cil, ndsledovany Palbociclibem
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s jednim vedlejSim cilem. Abemaciclib vykazuje ze schvalenych inhibitor nejvice
vedlejsich cild, vice nez novéjsi latky Trilaciclib a Lerociclib. Porovnani ON 123300
a AMG 925 s ostatnimi inhibitory pfimo neni mozné, pii koncentraci 1 umol-1? se viak
vyznacovaly znaénym poctem vedlejSich cild, pfi€emz ON 123300 je pravdépodobné ze
zkoumanych inhibitord nejméné selektivni (Obr. 8) (Chen et al., 2016; Klaeger et al.,
2017).

Platforma KINOME scan vSak mimo samotné¢ho poctu vedlejSich cild nabizi popis
konkrétnich kinas a porovnani sily interakce mezi primarnim a vedlejSim cilem
inhibitoru. Na zaklad¢ ziskanych dat ohledné selektivity je poté vytvoiena vizualizace,
kdy jsou vedlejsi cile a intenzita interakce s nimi (véetné napt. mutovanych forem kinas)
vyobrazeny (Obr. 9). Po objasnéni konkrétnich cili je mozné provést dodate¢nou analyzu
pro stanoveni konkrétni hodnoty ICso nebo inhibi¢ni konstanty (K), popisujici pfimo
inhibici enzymové aktivity (Hafner et al., 2019).

Nizsi selektivita inhibitorti je obecné povazovana za nezadouci, protoze pii inhibici
vedlejSich cilit dochéazi 1 k riznym projeviim na bunééné urovni, které mohou pusobit

proti inhibici primarniho cile, snizovat potenci a v klinické fazi vést k vedlej$im G¢inktum.

38

30

Pocet veldejsich cilii (vykazujicich > 90% inhibici)

12
9

Palbociclib | Ribociclib |Abemaciclib| Trilaciclib | Lerociclib | ON 12300 | AMG 925

0,1 pmol-11 1 pmol-I!
CDK4/6 inhibitor

Obr. 8 Srovnani poctu vedlejsich cilti inhibovanych z vice nez 90 % zkoumanymi inhibitory.
U Palbociclibu, Ribociclibu, Abemaciclibu, Trilaciclibu a Lerociclibu stanoveno pfi
0,1 umol-1%, u ON 123300 a AMG 925 pii 1 pmol-1? (zdroje Moret et al., 2019;
Bisi et al., 2016; 2017; Reddy et al., 2014; Li et al., 2014).
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Obr.9  Selektivita inhibitorid CDK4/6 vizualizovana na kinomu. Zeleny kruh oznacuje primarni
cil, cervené vedlejsi cile, jejichz velikost zobrazuje afinitu. Cim vétsi je Cerveny kruh,

tim véEtsi je afinita ve srovnani s primarnim cilem (pfevzato z Chen et al., 2016).
Existence vedlejsiho cile, jehoz inhibice ptsobici protirakovinné muize byt i pfinosna
a omezovat vyvoj resistence vuci 1é¢be (Klein et al., 2018). Pti studiu vedlejsich cilit mezi
schvalenymi inhibitory CDK4/6 bylo napf. zjisténo ze Palbociclib jako jediny ze
zminénych tfi inhibuje rodinu fosfatidylinositol-5-fosfat 4-kinas (PIP4K), ovliviujice
aktivitu proteinkinasy B (Akt), coz vede k indukci autofagie u bun¢k karcinomu plic
a hepatocelularniho karcinomu (Sumi et al., 2015). Na rozdil od Palbociclibu
a Ribociclibu vykazuje Abemaciclib inhibici vétsiho mnozstvi kinas, napf. vyrazné
inhibuje kasein-kinasu 2 (CSNK 2), ¢imz muize aktivovat kaspasovou kaskadu. Taktéz je
znama interakce s kinasou NIMA 10 (NEK10) regulujici odpovéd’ na poskozeni DNA
a prechod G2/M, i rodinou proto-onkogennich kinas (PIM), jez prohlubuji nadorovou
progresi (Moret et al., 2019). Abemaciclib vykazuje i inhibici CDK9 (asi 20 krat slabsi
nez CDK4/6). Na bunécné urovni vSak nebyl sledovan projev inhibice CDKO9, tedy pokles
fosforylace C-terminalni domény RNA polymerasy II (Sumi et al., 2015). Z divodu
inhibice vétsiho poctu kinas vykazuje Abemaciclib jako jediny ze schvalenych inhibitori

CDK4/6 toxicitu i na bunéénych liniich nezavislych na Rb (Knudsen et al., 2017).
Nové¢jsi inhibitory Trilaciclib a Lerociclib vykazuji ve srovnani s Abemaciclibem
vyssi selektivitu, pricemz Lerociclib je pii koncentraci 0,1 pmol-1"? selektivngjsi nez
Trilaciclib. Hlavnimi spoleénymi vedlejSimi cili inhibovanymi z vice nez 90 % pii
0,1 pumol-1? jsou: FLT3, véetné mutovanych forem; NEK10; rodina proteinkinas D
(PRKD), které prodluzuji trvani diacylglycerolové signalizace a podporuji bunécnou
proliferaci prostiednictvim MAPK-drahy. Dilezitym vedlej$im cilem Lerociclibu, ne
vSak Trilaciclibu, v dané mife a koncentraci je monopolarni vieténkova threonin/tyrosin

kinasa (Mpsl/TTK) (Bisi et al., 2016; 2017). Tato kinasa je dutlezitou soucasti
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kontrolniho bodu déliciho vieténka pii mitose, soucasné se v posledni dobé ukazuje, ze
muze byt vhodnym biomarkerem rakovinnych bunék a cilem protirakovinné terapie.

JelikoZ nejméné selektivni inhibitory AMG 925 a ON 123300 byly studovany pouze
pii 1 pmol-17, byly brany v potaz pouze jejich vedlejsi cile s nejvyssi afinitou. AMG 925
mimo své primarni cile (CDK4/6 a FLT3) vyrazn¢ inhibuje také¢ Mpsl/TTK, rodinu
Cdc-ptibuznych kinas (CLK), jejiz inhibice potla¢uje bunécny rist a indukuje apoptosu
prostiednictvim modulace sestiihu pre-mRNA. Dale AMG 925 inhibuje mimo FLT3
i dal§i receptorové tyrosinkinasy tiidy III a to tyrosin-protein kinasu (c-KIT)
a tyrosinkinasu receptoru pro destickovy rastovy faktor (PDGFR) (Li et al., 2014).

Inhibitor ON 123300 vykazuje pii 1 pmol-1? Siroké spektrum vedlejsich cili (mimo
primarni cile CDK4/6 a ARKS), v¢etné¢ FLT3, c-KIT, PDGFR. TaktéZ vyrazng inhibuje
nereceptorové tyrosinkinasy sarcoma-protein (Src), a Abelsonovu tyrosin kinasu (Abl).
Obe¢ tyto kinasy podporuji proliferaci, pieziti bunék a angiogenezi ¢i adhezi (Reddy et al.,
2014).

Jednotlivé (nejvice inhibované) vedlejsi cile studovanych inhibitorti jsou piehledné
uvedeny v Tab. 1.

Popsané inhibitory spolu sdileji strukturni motivy 1 nékteré vedlejsi cile. Ackoliv
interakce na molekularni Grovni byla s vedlejSimi cili prokazana, neni jasné, zda a jakym
zpiisobem se projevi i na buné¢né trovni. V dalSich kapitolach jsou podrobnéji popsany
dva nejzajimavéjsi a u nékolika inhibitort spole¢né vedlejsi cile, FLT3 a Mps1/TTK.
Tab. 1 Piehled nejvice inhibovanych vedlejsich cili (mimo CDK4/6) studovanych inhibitord.

Vedlejsi cile spole¢né alesporni dvéma inhibitoram jsou oznac¢eny tuéné. Zdroje: Moret
et al., 2019; Bisi et al., 2016; Bisi et al., 2017; Reddy et al., 2014; Li et al., 2014.

Nejvice inhibované vedlejsi cile inhibitori v ¥adu 100 -1000 nmol-1*
Palbociclib  PIP4K, P142C, ULK2

Ribociclib ABL

CAMK?2, CIT, CSNK2, DYRK, ERKS8, GSK3A, GSK3B, HIPK1, HIPK2,

Abemaciclib o3 |RAK1, NEK10, PIML, PIM3,
Tritaciolip FLT3(D835V), FLT3(ITD, D835V), GAK, MEKS, NEK10, PIPSK2C,
Haclelib ppKp1, PRKD2, PRKD3, SLK, SNARK, ULKL, ULK2

Lerocictip, FLT3(D835V), FLT3(ITD,D835V), NEK10, PRKD2, PRKD3, SLK,
SNARK, TTK, ULK2

AMG 025 CKIT, CLK1, CLK2, CLK4, CSFIR, CSNK2, DYRK, ERK8, FLT3,
FLT3(ITD), GAK, MEK5, PDGFR, PRKD2, STK16, TTK,

ON 123300 ABL: ARKS, ¢-KIT, c-Src, CLK2, CDK9, CSNK2, FLT3, FYN, LCK,

LYN,PDGFR, PRKD2, TTK
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252 FLT3

FLT3 (EC 2.7.10.1) je dtlezitou receptorovou tyrosinkinasou typu II1, jeZ je exprimovana
piredevsim v hematopoetickych progenitorovych bunikach a hraje klicovou roli
v proliferaci, diferenciaci a pteZiti bunék myeloidni fady. Castou mutaci genu pro tuto
kinasu je tzv. vnitini tandemova duplikace (FLT3-ITD), kdy dochézi k prodlouzeni
transmembranové casti a zméné konformace intracelularni domény, jez vede ke
konstitutivni aktivit¢ FLT3 (Naoe a Kiyoi, 2004).

Aktivovand FLT3 podporuje n¢kolik uzli podiizenych signalnich drah, napt. STATS,
MAPK-drdhu a Akt, ¢imz nakonec blokuje apoptosu a diferenciaci myeloidnich bun¢k,
coz je jednou z hlavnich pfi¢in leukemogeneze. Mutace FLT3-ITD se nachazi asi u 30 %
pacientd s AML, malignitou resistentni vii¢i konvenéni chemoterapii (Wu et al., 2018).

V poslednim desetileti byly vyvinuty selektivni inhibitory FLT3 i FLT3-ITD, z nichz
nékteré byly i schvaleny pro 1é¢bu, napt. Midostaurin a Gilteritinib, dalsi jsou v klinickém
testovani. Avsak pfi 1é¢bé cilenymi inhibitory FLT3 dochazi velmi ¢asto k resistenci
a relapsu onemocnéni, na zaklad¢ aktiva¢nich mutaci (substituci) v kinasové doméné,
omezujicich interakci s 1é¢ivem (Smith et al., 2017). Nejcastéjsi pozici mutace je dulezité
aminokyselinové residuum Asp835 (D835), které¢ je soucasti aktivacni domény
a koresponduje s hlavni muta¢ni pozici i u kinas KIT, PDGFR ¢i Abl (Dixit et al., 2009).
V soucasné dobé€ jsou ve vyvoji a testovani inhibitory vykazujici vysokou potenci i vii¢i
FLT3 s mutacemi v kinasové doméné.

Pfi prozkoumani selektivity inhibitort bylo zjisténo, ze potence k inhibici
Palbociclibem, Ribociclibem a Abemaciclibem se s mutacemi v kinasové doméné FLT3
muize zvySovat. PredevSim u substitutni mutace D835V (nahrazeni Asp-Val)
a kombinované mutace ITD a D835V vykazoval Abemaciclib vyraznou miru inhibice
(Tab. 2) (Moret et al., 2019). V ptipad¢ Trilaciclibu a Lerociclibu byly mezi nejvice
inhibovanymi vedlejs$imi cili praveé také FLT3-D835V a FLT3-1TD-D835V. V piipadé
AMG Dbyla pozorovana vysoka mira inhibice vuci FLT3, v¢etné mutovanych forem
(Tab. 2). Pti strukturni analyze aktivniho mista CDK4 a FLT3 byla zjisténa vyrazna
strukturni homologie a je zfejmé, Ze substitucni mutace vedou i ke zméné konformace

aktivniho mista (Li et al., 2014), ovliviiujice miru interakce s inhibitory (Obr. 10).
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Tab. 2 Residualni aktivita jednotlivych forem FLT3 po pisobeni inhibitorit CDK4/6 v danych
koncentracich (slouceni dat z databazi pouzitych v Moret et al., 2019; Bisi et al., 2016;
Bisi et al., 2017; Li et al., 2014; Reddy et al., 2014) (n. s. — nebylo studovano, n. p. —
nebylo publikovano).

Res. aktivita po
ptisobeni 1 umol-1?
inhibitoru (%)

Residualni aktivita po plisobeni 100 nmol-1?
inhibitoru (%)

Palbo- Ribo- Abema-  Trila- Lero- AMG ON

Forma kinasy cicib  ciclib  ciclib  ciclib ciclib 925 123300

FLT3 98 100 85 n. p. n. p. 0,3

FLT3(ITD) 100 100 100 n. p. n. p. 0,3 n.s.
FLT3(D835H) 100 80 78 n. p. n. p. 2,9 n.s.
FLT3(D835V) 66 88 20 <10 <10 n.s. n.s.
FLT3(D835Y) 100 84 96 n. p. n. p. 1,0 n.s.
FLT3(ITD, D835V) 83 100 29 <10 <10 n.s. n.s.

2.5.3 Doposud znamé ucinky inhibitori CDK4/6 na modelu leukemie

Pii studovani role komplexti CDK/Cyc u bunék AML byla stanovena zvySena aktivita
komplexti CDK4/6-CycD, z divodu vyssi exprese cyklini D, ptfedev§im CycD3.
Nasledné bylo zjisténo, Zze leukemické bunky disponujici FLT3-ITD jsou zavislé na
CDKao6, avSak ne na CDK4. Signalizace vedouci od FLT3-ITD pfispiva expresi CDK6,
prostfednictvim kaskady zahrnujici nereceptorovou kinasu hematopoetickych bunék
(HCK) (Lopez et al., 2016). CDK6 zpétnovazebné piimo reguluje transkripci gent FIt3
a Pim1, a mysi hematopoetické buiiky s vyfazenym genem pro CDK67 nepodléhaji
transformaci zptisobené FLT3-ITD (Uras et al., 2016).

Nejvice prozkoumanym inhibitorem CDK4/6 na modelu leukemie a konkrétné¢ AML
je Palbociclib. Inhibice Palbociclibem in vitro vedla u bunék disponujicich FLT3-1TD
k apoptose. Kombinované pusobeni Palbociclibu a inhibitoru FLT3 vyustilo
v synergickou cytotoxicitu. Palbociclib navic vykazoval i protinadorové puisobeni
a blokoval progresi tumort i expresi FLT3 i PIM1 na mysich modelech in vivo (Uras
etal., 2016).

Nedéavno bylo potvrzeno i vyvolani apoptosy po ptisobeni Palbociclibu na bunky AML
disponujici mutaci FLT3-D835Y in vitro i in vivo a soucasné byla rozsifena transkrip¢ni
regulace CDK6 o geny AuroraA a Akt. Zatimco inhibitory AURORA a Akt maji
terapeuticky potencidl, jako samotné nebyly dostatecné efektivni. AvSak kombinace

s Palbociclibem byla in vitro uc¢inna a mohla by byt i klinicky vyuzita (Uras et al., 2018).
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Obr. 10 Vazba AMG 925 do aktivniho mista CDK6 (vlevo, rizove), na zaklad¢é kokrystalové
struktury (PDB: 4P41) a FLT3 (vpravo zlut€) na zakladé modelu. Klicova katalyticka
residua jsou zobrazena a popsana. V obou strukturach interaguje pyridinovy fetézec
s residuem Phe koordinujicim vstup do aktivniho mista, zatimco aminopyridinovy kruh
tvori dvé vodikové interakce s residui pantové smycky. Na zaklad¢ struktur a vazebnych
interakci je patrna moznost dualni inhibice FLT3/CDK4/6 (pievzato z Li et al., 2014).

Pisobeni Ribociclibu bylo podrobeno nékolik linii T-bunééné akutni lymfoblastické
leukemie (T-ALL), na nichz v ptipad¢ funkéniho Rb vykazoval vyrazny cytostaticky
efekt (G1 blok) a synergisticky efekt s kortikosteroidy (Pikman et al., 2017). Velmi
podobnych vysledkii bylo dosazeno na liniich B-bunééné akutni lymfoblastické leukemie
(B-ALL) (Bortolozzi et al., 2018).

Utinek Abemaciclibu na AML byl prozkouman in vitro na linii MV-4-11 v ramci
cytometrické analyzy a analyzy cytotoxicity. Byl potvrzen vyrazny G1 blok a nasledné
bylo studovano i pisobeni in vivo na mysim modelu subkutanniho tumoru MV-4-11, kde
se projevila vyraznd inhibice riistu. Plisobeni Abemaciclibu se na rozdil od Palbociclibu
projevilo poklesem fosforylace proteinu BAD, ptimého substratu kinas PIM (Gelbert
etal., 2014).

Pusobeni AMG 925 bylo na modelu AML studovano dikladné, vzhledem k jeho
povaze dudlniho inhibitoru CDK4/6 a FLT3, zatimco o u¢inku ON 123300, Trilaciclibu
ani Lerociclibu na AML zatim nejsou informace k dispozici. Srovnani spole¢nych

vlastnosti inhibitorti na vice modelech bunék AML zatim provedeno nebylo.

2.5.4 Mpsl/TTK

Mpsl (EC 2.7.12.1) je klicovou kinasou pro kontrolni bod mitotického vieténka, ktery

zajiStuje spravné rozdéleni chromosoml do dcefinych bunc¢k. U zdravych bunék se
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vyskytuje ve velmi nizkych hladinach, na rozdil od vyrazného zastoupeni u lidskych
nadorovych onemocnéni, napf. bun¢k glioblastomu, karcinomu prsu, stitné Zlazy nebo
prostaty. Bylo vyvinuto né¢kolik inhibitortt Mps1, jenz zastavuji proliferaci rakovinnych
bunék a in vivo prodluzuji pfeziti laboratornich zvitat s uvedenymi lidskymi malignitami.
Inhibice Mpsl zvySuje pocet chyb v segregaci chromosomli a vazné€ snizuje
zivotaschopnost rakovinnych bunék. Touto inhibici jsou selektivn€ ovlivnény rakovinné
bunky s vy$8i mirou aneuploidie, zatimco netransformované buiky jsou uSetfeny.
Nekolik inhibitort Mpsl je v klinickém testovani, v kombinaci s jinymi latkami
(Xie etal., 2017).

Mps1 by mohla mimo roli [é€ebného cile slouzit i jako imunogenni epitop pro vyvolani
protirakovinné imunitni odpovédi. Specifickd ¢ast jejiho fetézce by mohla byt pouzita
jako ideélni antigenni peptid pro aktivaci cytotoxickych T-lymfocyti vic¢i rakovinnym
buinkdm s vyraznym zastoupenim Mpsl. Soucasn¢ by mohla slouzit jako biomarker
onemocnéni a prubéhu 1é¢by. Na zakladé krystalové struktury s ATP-kompetitivnimi
inhibitory bylo zjisténo, Ze aktiva¢ni smycka v neaktivnim stavu zabraniuje vazbé ATP,
mnohem mén¢ vSak brani vazbé nékterych inhibitort (Roorda et al., 2019).

Pfi porovnani struktury inhibitori CDK4/6 a Mps1 byly nalezeny podobné strukturni
motivy (benzyl-amino-pyrimidin, fetézce v pozici C-2 na pyrimidinu), coz by mohlo

vysvétlovat interakci inhibitordt CDK4/6 s aktivnim mistem Mps1.

2.5.5 Vyuziti vedlejSich cilii inhibitori pro 1é¢bu
Jak jiz bylo zminéno vyse, existence vedlejsiho cile, jehoz inhibice pisobi proti
nadorovému bujeni, mize byt pfinosna pro 1écbu malignit. V piipadé, Ze se piiznivy efekt
prokaze 1 na klinické urovni, je mozné rozsitfit vyuziti dané latky i pro jiné typy
onemocnéni. Tento koncept, tzv. drug repurposing je v posledni dobé na poli vyvoje
a vyzkumu lé¢iv Casto diskutovan i1 vyuzivan. Hlavni vyhodou takového pfistupu je
dostatek informaci o schvalenych latkach, ptedev§im z pohledu farmakokinetiky
a toxicity, neni tedy tieba provadét analyzu téchto faktord znovu (Cha et al., 2018).
Koncept vyuziti jiz existujicich ¢i schvélenych latek nezahrnuje pouze onkologicka
onemocnéni, ale 1 fadu dalSich nemoci, véetné¢ virovych. V poslednich mésicich bylo
navrzeno a laboratorné testovano nékolik existujicich 1é¢iv, ktera by mohla pusobit proti
novému typu koronaviru zpasobujiciho t€zky akutni respira¢ni syndrom (SARS-CoV-2).

Mezi nimi je napi. Camostat (inhibitor serinovych proteas), Baricitinib (inhibitor
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Janusovy kinasy) nebo antimalarika Arbidol a Chlorochinon. Tyto latky by mohly
inhibovat fzi s bunéénou membranou a vstup viru do bunék (Li et al., 2020).

Prvni pfipady znovuvyuziti byly zalozeny na klinickém pozorovani (Sildenafil
vyvinuty pro lécbu anginy pectoris, nové vyuzity pro 1écbu erektilni dysfunkce;
Rituximab pro 1é¢bu lymfomi, vyuzity u revmatoidni artritidy), sou¢asné metody vsak
zahrnuji screening databédzi, molekularni modelovani, vazebné i genetické analyzy
(Pushpakom et al., 2019). Studium selektivity kinasovych inhibitora je také dulezitym
aspektem, jelikoz inhibitory vyvinuté proti jedné kinase jich mohou inhibovat n€kolik.
Profily selektivity véetné vedlejsich cilii jsou pro véts§inu znamych inhibitord k dispozici,
avsak jejich pisobeni na bunééné Girovni neni objasnéno (Klaeger et al., 2017).

Dalsimi piiklady ,,drug repurposingu“ muze byt ucinek Cabozantinibu (inhibitor
MET a VEGFR) na modelu AML disponujici FLT3-ITD, jenZ je momentalné ve druhé
fazi klinického testovani u pacientt s témito malignitami (Lu et al., 2016). Inhibitor
Brutonovy tyrosin-kinasy (BTK) Ibrutinib vyvinuty pro B-bunééné malignity se taktéz
projevil vyraznym ucinkem na AML disponujici FLT3-ITD (Pillinger et al., 2015)
anemalobunéény karcinom plic s mutovanym EGFR (Gao et al., 2014). Inhibice
vedlejsich cili muze mit pro 1é¢bu pozitivni i negativni efekt a studium selektivity je
nutné u klinicky vyuzivanych inhibitort, jelikoz u nékterych byl az po klinickém

testovani objasnén primarni mechanismus jejich ptsobeni (Lin et al., 2019).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

e 2-merkaptoethanol (> 97%, Serva, Némecko)

e akrylamid - AA (VWR, USA)

e  aprotinin, lyofilizovany (Sigma-Aldrich, USA)

e bovinni sérovy albumin — BSA (VWR, USA)

e bromfenolova modrt (Sigma-Aldrich, Rakousko)

e Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma-Aldrich, USA)

e dihydrogenfosfore¢nan draselny bezvody (Lachema, CR)

e dimethylsulfoxid (DMSO), pro bunééné kultury (PanReac AppliChem, Némecko)

e dithiotreitol (DTT) (Roche, Némecko)

e dodecylsiran sodny (SDS) (> 98%, Lach-ner, CR)

e Dulbeccem modifikované Eaglovo médium (DMEM) (Sigma-Aldrich, USA)

e ethanol 96% (Lach-ner, CR)

e fenylmethansulfonylfluorid (PMSF) (Sigma-Aldrich, Cina)

e fetalni bovinni sérum (FS) (Biowest, Francie)

e fluorid sodny (> 98%, Lach-ner, CR)

e glycin (> 99%, Sigma-Aldrich, USA)

e hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat (PENTA, CR)

e  hydroxid sodny (> 98%, Penta, CR)

e chemiluminiscen¢ni kit SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate
a West Pico PLUS Chemiluminiscent Substrate (Thermo Fisher Scientific, USA)

e  chlorid draselny (> 99%, Lachema, CR)

e chlorid hofe¢naty (hexahydrat, > 98%, Lach-Ner, CR)

e chlorid sodny (PENTA, Ceska republika)

e kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova (HEPES) (> 98%,
Sigma-Aldrich, USA)

e kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) (> 98,5% Sigma-Aldrich, Cina)

e kyselina ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraoctova  (EGTA)
(> 97%, Sigma-Aldrich, USA)
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e kyselina fosfore¢na 85% (PENTA, Ceska republika)

e kyselina chlorovodikova 35% (Lach-Ner,CR)

e kyselina octova 99% (Lach-Ner, CR)

e kyselina trihydrogenfosfore¢na 85% (Lach-ner, CR)

e leupeptin, lyofilizovany (Sigma-Aldrich, USA)

e L-glutamin, pro bunécné kultury (Sigma-Aldrich, USA)

e marker molekulovych hmotnosti proteini Spectra Multicolor Broad Range Protein
Ladder (ThermoFisher, USA)

e médium Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) (Biowest, Francie)

e methanol (PENTA, Ceska republika)

e N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin (TEMED) (> 99%, Sigma-Aldrich, Cina)

e N,N'-methylenbisakrylamid (BIS) (> 98%, Sigma-Aldrich, Cina)

e Nonidet P 40 (Fluka, Svycarsko)

e orthovanadi¢nan sodny (Sigma-Aldrich, USA)

e penicilin-streptomycin v 0,9% NaCl, pro bunééné kultury — 10 000 U/ml penicilinu
a 10 mg/ml streptomycinu (Sigma-Aldrich, USA)

e peroxodisiran amonny (APS) (> 98%, Sigma-Aldrich, Japonsko)

e propidium jodid (> 98%, Sigma-Aldrich, USA)

e Ponceau S (SERVA, Némecko)

e tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) (> 99% Serva, Némecko)

e TWEEN 20 (Sigma-Aldrich, USA)

3.1.2 Roztoky

e Kultivacni médium DMEM s 10% FS: 10 g praskového média v 1 1 sterilni dH20;
doplnéno: 10% (v/v) fetalni bovinni sérum; penicilin 100 U-mlI™; streptomycin
100 pg-ml?; 2 mmol 1" L-glutamin

e Kultivacni médium RPMI 1640 s 10% FS: 10 g praS8kového média v 1 I sterilni dH20;
doplnéno: 10% (v/v) fetalni bovinni sérum; penicilin 100 U-ml™; streptomycin
100 pg-mlt; 2 mmol 1" L-glutamin

e Fosfatovy pufr (PBS): 137 mmol-I"* NaCl; 2,7 mmol-1"* KCI; 1,5 mmol 1™t KH2POu;
6,4 mmol-1! Na;HPOq; v dH20, pH = 7,4

e Lyzacni pufr W: 10 mmol-1? HEPES; 5 mmol-I* KCI; 1,5 mmol-1t MgCly;
1 mmol- It EDTA; 1 mmol- 1"t EGTA, 0,5% (v/v) Nonidet NP40; v dH,0, pH = 7,4.
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Pied pouzitim pfiddno 2 mmol-1 NaF; 1 mmol-1"? PMSF; 1 mmol-1"* Na;VOs;
1 mmol 1"t DTT; 2 pg-ml* aprotinin; 0,5 pg-ml* leupeptin; v dH-0

e Vzorkovaci pufr (5x): 0,3 mol-I* Tris pH = 6,8, 10% (w/v) SDS;
50% (v/v) glycerol; 0,05% (w/v) bromfenolova modt; 5% (v/v) 2-merkaptoethanol;

e  Tris-HCI pH 6,8: 1 mol-I" Tris v dH,0; konc. HCI upraveno pH na hodnotu 6,8

e  Tris-HCI pH 8,8: 1 mol-I" Tris v dH,0; konc. HCI upraveno pH na hodnotu 8,8

e  Tris- pufr (TBS): 20 mmol-1" Tris; 137 mmol-1" NaCl; v dH-O; pH upraveno
pomoci koncentrované HCI na vyslednou hodnotu 7,6

e Tris— pufr s Tweenem (TBS-T): k TBS ptidavek 0,05% (v/v) TWEEN 20

e Tris-glycinovy elektrodovy pufr: 25 mmol-1? Tris; 192 mmol- 1t glycin;
0,1% SDS (w/v); v dH20; pH = 8,3

e Bradfordovo ¢inidlo: 0,01% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250; 4,7% (v/v)
EtOH; 8,5% (v/v) H3POs; v dH20

e 30% AA + 0,8% Bis: 30% (w/v) AA; 0,08% (w/v) Bis v dH20

e Blotovaci puft: 25 mmol-1" Tris; 192 mmol-I" glycin; v dH20

e Roztok Ponceau S: 0,2% (w/v) Ponceau S v 1% (v/v) kyseliné octové v dH20
3.1.3 Biologicky material

Bunééné linie pochazejici z banky German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures GmbH (Némecko) — v zavorce uvedeno katalogové Cislo:
¢ MOLM-13 — odvozené od akutni myeloidni leukemie (ACC 554)
e EOL-1 - odvozené od akutni (eosinofilni) myeloidni leukemie (ACC 386)
o U2932 — odvozené od B-bunééného lymfomu (ACC 633)
Bunécné linie pochazejici z The American Type Culture Collection - ATCC (USA)
e MV-4-11 — odvozené od akutni myeloidni leukemie (ATCC CRL-9591)
e K562 — odvozené od chronické myeloidni leukemie (ATCC CCL-243)
3.1.4 Protilatky

Pro imunodetekci proteind byly pouzity primarni protilatky uvedené v Tab. 3, kde je
popsan jejich vazebny cil, ptivod, vyrobce a fedéni. V Tab. 4 jsou uvedeny sekundarni

protilatky, jejich popis, vyrobce a fedéni.
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Tab. 3 Pouzité primarni protilatky, popis jejich cile, zdroje, vyrobce a fedéni.

Zkraceny Cely nazev cile = Molekulova  Protilatka: Vyrobce Redéni
nazev hmotnost klon/zdroj
(kDa)
c-Myc homolog virového 60 D3NS8F/ krali¢i  Cell Signalling  1:500
onkogenu ptaci monoklonalni (USA)
myelocytomatosy
CDK4 cyklin -dependentni 30 DCS156/ mysi  Cell Signalling 1:500
kinasa 4 monoklonalni (USA)
CDK®6 cyklin -dependentni 36 D4S8S/ kralici  Cell Signalling 1:500
kinasa 6 monoklonalni (USA)
CycD3 cyklin D3 31 mysi Invitrogen 1:200
monoklonalni (USA)
ERK 1/2 extracel. signalem 42/44 krali¢i Cell Signalling 1:500
regulovana kinasa polyklonalni (USA)
1/2
pERK 1/2  fosforylovana ERK 42/44 kralici Cell Signalling  1:500
(T202/Y204) 172 polyklonalni (USA)
FLT3 FMS-ptibuzna 130, 160 8F2/ krali¢i ~ Cell Signalling 1:500
tyrosin kinasa 3 monoklonalni (USA)
pFLT3 fosforylovana FLT3 130, 160 30D4/ krali¢i  Cell Signalling  1:500
(Y589/Y591) monoklonalni (USA)
Mcl-1 myeloid cell 40 D35A5/kralici  Cell Signalling  1:500
leukemia monoklonalni (USA)
PARP poly(ADP- 110, 89 46D11/ krali¢i  Cell Signalling 1:500
ribosa)polymerasa monoklonalni (USA)
PDGFRa receptor pro 110 DI1E1E/ krali¢i  Cell Signalling  1:500
destickovy rastovy monoklonalni (USA)
faktor
pPDRFRa fosforylovany 110 C43E9/ krali¢i  Cell Signalling  1:500
('Y849) PDGRFRa monoklonalni (USA)
Rb retinoblastomovy 110 4H1/mysi Cell Signalling  1:500
protein monoklonalni (USA)
pRDb fosforylovany Rb 110 D20B12/ krali¢i  Cell Signalling  1:500
(Ser807/811) monoklonalni (USA)
RNA Pol Il RNA Polymerasa Il 235 kozi Merck 1:1000
polyklonalni (Némecko)
pRNA Pol Il fosforylovana RNA 235 3E10/ krysi Merck 1:1000
Pol Il monoklonalni (Némecko)
STAT1 signalni pfenasec a 84,91 DI1K9Y/ krali¢i Cell Signalling  1:500
aktivator monoklonalni (USA)
transkripce 1
pSTAT1 fosforylovany 84,91 D4A7/ kralici  Cell Signalling  1:500
(Y701) STAT1 monoklonalni (USA)
STATS signalni pfenasec a 90 D206Y/ krali¢i  Cell Signalling  1:500
aktivator monoklonalni (USA)
transkripce 5
pSTATS fosforylovany 90 C71ES/ krali¢i ~ Cell Signalling  1:500
(Y694) STATS monoklonalni (USA)
a-tubulin 50 DMI1A/mysi Merck 1:5000
monoklonalni (Némecko)
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Tab. 4 Pouzité sekundarni protilatky, jejich popis, vyrobce a fedéni.

Zkraceny Cely nazev Popis protilatky Vyrobce Redéni
nazev
SWAR swine anti-rabbit Ig HRP-konjugovana Cell Signalling  1: 10 000
praseéi Ig proti krali¢i Ig (USA)
RAM rat anti-mouse Ily ~ HRP-konjugovana krysi ~ Cell Signalling  1: 50 000
Ig proti mysi Ig (USA)
G anti-rat goat anti-rat Ig HRP-konjugovana kozi Merck 1: 50 000
Ig proti krysi Ig (Némecko)
R anti-goat rabbit anti-goat Iy HRP-konjugovana kralici  Abcam (UK)  1: 10 000
Ig proti kozi Ig

3.1.5 Komerc¢ni inhibitory

V experimentalni ¢asti byly pouzity komeréné dostupné inhibitory, jez jsou popsany

v Tab. 5.
3.2 Pristrojové vybaveni a prisluSenstvi

e analytickd vaha KERN ABT 120-5DM (KERN, Némecko)

e aparatura pro western blot Mini Trans-Blot Module (Bio-Rad, USA)

e autoklav MLS-3750 (Sanyo, Japonsko)

e automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

e CCD kamera s piislusenstvim Luminescent image analyzer LAS-4000 (Fujifilm,
Japonsko)

e centrifuga ROTINA 420/ 420 R (HETTICH, Némecko)

e centrifuga Thermo megafuge 16-R (ThermoFisher, USA)

e CO2 inkubator MCO-17AIC (Sanyo, Japonsko)

Tab. 5 Pouzité komercné dostupné inhibitory, jejich prodejce, Cistota a metoda jejiho stanoveni.

Latka CAS Prodejce Cistota (%) Metoda
stanoveni Cistoty

Palbociclib 571190-30-2 MedChemExpress 99 LC/MS
Ribociclib 1211441-98-3 MedChemExpress 99 LC/MS
Abemaciclib  1231929-97-7 MedChemExpress 99 LC/MS
ON 123300 1357470-29-1 MedChemExpress 98 LC/MS
AMG 925 1401033-86-0 MedChemEXxpress 99 LC/MS
Trilaciclib 1374743-00-6 MedChemExpress 98 LC/MS
Lerociclib 1628256-23-4 MedChemExpress 98 LC/MS
NU6140 444723-13-1 Santa Cruz Biotechnology 95 HPLC
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hlubokomrazici box New Brunswick Innova U535 (New Brunswick Scientific, USA)
inverzni mikroskop CK2 (Olympus, Japonsko)

kyvacka Mini-Rocker Shaker, MR-1 (Biosan, Loty$sko)

laboratorni vahy KERN PCB 200-2 (KERN, Némecko)

laminarni box OS-N (Merci, Ceska republika)

laminarni box VBH Compact, VBH36 C2 (Steril, Italie)

lednice Liebherr FKvsl 5413 (Liebherr, Némecko)

magnetickd michacka Arex-6 (VELP Scientifica, Italie)

michacka zkumavek s bezdotykovym spinaéem (VELP Scientifica, Italie)
minicentrifuga D1008 (DLAB, Cina)

mraznicka Innova (Fagor, Thajsko)

pH metr pH 50 (XS Instruments, Italie) a sklenénd pH elektroda (Sentek, Velka
Britanie)

pipetor accu-jet-pro (BrandTech Scientific, USA)

pipetor Swiftpet Pro (HTL, Polsko)

pritokovy cytometr BD FACSVerse (BD Biosciences, USA)

predvazky KERN-PCB (Kern, Némecko)

souprava pro SDS-PAGE Mini-Protean Tetra Systém (Bio-Rad, USA)
spektrofotometr UV-1800 (Shimadzu, Japonsko)

stolni centrifuga Centrifuge 5424 R a Centrifuge 5702 R (Eppendorf, Némecko)
stolni centrifuga Heraeus Megafuge 16 (Thermo Fisher Scientific, USA)

systém na upravu vody SIMS600CP Millipore Simplicity Personal Ultrapure Water
System (EMD Millipore, Némecko)

termoblok Compact Digital Dry Bath/Block Heater (Thermo Fisher Scientific, USA)
ultrazvukova vana VWR Ultrasonic Cleaner (VWR, USA)

vahy ABT 120 - 5DM (Kern, Némecko)

vodni lazett GFL 1032 (GFL Gesellschaft fiir Labortechnik, Némecko)

zdroj pro SDS-PAGE PowerPac Basic (Bio-Rad, USA)

Spotiebni zbozi: sterilni zkumavky o objemu 10 ml a 15 ml (GAMA GROUP, Ceska

republika), sterilni Petriho misky @ 100 mm a 50 mm (TPP, Svycarsko), mikrozkumavky

0,5 ml; 1,5 ml; 5 ml (Eppendorf, Némecko), nitrocelulosova membrana pro western blot

(Bio-Rad, USA), Biirkerova komtirka (Meopta, Ceska republika).
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Bézné laboratoni vybaveni: kadinky, odmérné vélce, sklenéné tyCinky, chemické
1zicky, vézenky, Spicky, zkumavky, stficky, stojan na zkumavky, stojan na

mikrozkumavky, odmérné valce, skalpel, pinzety.

3.3 Metody

3.3.1 Kultivace bunék.

Kultivace bun€k probihala v inkubatoru v atmosféte s 5% CO2, za teploty 37 °C, pfi
100% vzdusné vlhkosti. Bunky MV-4-11, EOL-1, MOLM-13 a U2932 byly kultivovany
v médiu RPMI 1640 s 10% FS. Buitkky K562 byly kultivovany v médiu DMEM s 10%
FS.

Vsechny bunééné linie byly odvozeny od hematologickych malignit, jednalo se tedy
pouze o suspenzni kultury bunék. Linie byly pravidelné (primérné jednou za tfi dny)
pasdzovany. Ve sterilnim prostfedi lamindrniho boxu byla suspenze bun¢k pfevedena do
sterilni centrifugacni zkumavky a centrifugovana za laboratorni teploty po dobu 5 min pfi
200 g. Supernatant byl nasledné odebran a pelet tvofeny bunikami byl resuspendovan
v Cerstvém médiu. Z této suspenze byla Cast pievedena do sterilni Petriho misky
a doplnéna Cerstvym médiem. Subkultura bun€k byla natedéna podle potfeby mnoZstvi

bunék pro experimenty.
3.3.2 Cytometricka analyza bunécného cyklu

Suspenze asynchronnich bun&k kultivovanych v Petriho miskach @ 100 mm byla
prevedena do sterilni centrifugacni zkumavky a byla centrifugovana za laboratorni teploty
po dobu 5 min pfi 200 g. Kultivacni médium bylo od bunééného peletu odsato a pelet byl
resuspendovan v piresném objemu cerstvého média. Nasledn¢é bylo steriln€¢ odebrano
10 ul suspenze a napipetovano do Biirkerovy komirky. Byl uren pocet bunck
obsaZzenych v1 ml suspenze, ktera byla dale nafedéna podle uspofddani dané¢ho
experimentu. Ze suspenze bunék bylo poté odebirano presné 5 ml, které byly prevedeny
do sterilnich Petriho misek @ 50 mm. Nésady jednotlivych buné&cnych linii byly
nasledujici:

e MV-4-11, MOLM-13, U- 2932: 1 000 000 bunék v 5 ml média

e EOL-1:2 000 000 bun¢k v 5 ml média

o K562: 500 000 bun¢k v Sml média
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Buniky byly Vv Petriho miskach pfeneseny do inkubétoru a inkubovdny nejméné
1 hodinu. Nasledn¢ byly k bunécné suspenzi piidany roztoky inhibitori v DMSO piedem
nafedéné na potfebnou koncentraci, tak aby koncentrace DMSO v médiu nepiekrocila
0,1 % (v/v). Bunky byly poté dale inkubovany v inkubatoru po stanovenou dobu, ve
vétsing experimentt 24 h, popt. 48 h.

Po uplynuti inkuba¢ni doby byly bunécéné suspenze tzv. sklizeny do vychlazenych
centrifuga¢nich zkumavek (pifevedeny z misky, jez byla nasledné oplachnuta 1 ml PBS,
taktéz pridaného k suspenzi) na ledu. Suspenze byly centrifugovany po dobu 8 minut pfi
1000 g a 4°C. Po centrifugaci byly pelety rozsupendovany v 1 ml PBS. Centrifuga¢ni
a promyvaci krok byl jesté jednou zopakovan a po posledni centrifugaci byl bunéény pelet
rozsuspendovan ve 100 pul PBS a po kapkach za stalého michani byl k suspenzi
ptikapavan 1 ml 70% ethanolu pro zafixovani bunék. Takto pfipravené vzorky byly
uchovany pfi - 20°C alespon 24 hodin, nejdéle asi 14 dni.

Pred samotnou cytometrickou analyzou byly vzorky pieneseny na led, dikladné
promichény a centrifugovany po dobu 8 minut pii 1000 g a 4°C. Po odsati supernatantu
byl pelet rozsupendovan v 1 ml PBS a inkubovan asi 5 minut na ledu. Nésledné probé&hla
druha centrifugace za stejnych podminek, po niz byl opét odsat supernatant a pelet byl
rozsuspendovan v 600 ul filtrovaného PBS (u delSich experimenti a vétsiho objemu
bunécného peletu byl tento jesté predtim adekvatné natfedén filtrovanym PBS). Nasledné
byl ptidan roztok propidium jodidu v PBS do kone¢né koncentrace 0,1 mg- ml™ a vzorky
byly inkubovany po dobu 30 minut ve tmé& za pokojové teploty s obcCasnym
promichévanim. Nakonec byla provedena analyza vzorkii pomoci pritokového cytometru
za vyuziti excitaniho laseru o vlnové délce 488 nm pro analyzu obsahu jaderné DNA
a stanoveni zastoupeni bun¢k v jednotlivych fazich bunéfného cyklu. Méfeni bylo
provadéno v duplikatu, ziskané histogramy (Obr. 11) byly analyzovany v software
ModFit LT 5.0 (Verity Software house, USA). Primérné hodnoty z méteni byly nasledné
vyneseny ve form¢ grafu zobrazujiciho procentualni zastoupeni bunék v jednotlivych
fazich bunééného cyklu. Bylo vyhodnoceno procento intaktnich bunék, u nichz byla
podle obsahu DNA stanovena faze bunééného cyklu a zvlast procento fragmenti a zbytkt
bunék ze vSech analyzovanych partikuli v cytometru. U sledovani efektii na bunécny
cyklus po delsim oSetieni byly vysledky pro piehlednost prezentovany pouze ve formé

histogramt ziskanych pfimo pfi méfeni.
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Obr. 11 Priklady histogrami ziskanych z cytometrického méteni bunék MOLM-13 (DNA
oznacena propidium jodidem) po 24 hodinach ovlivnéni Trilaciclibem. U kontrolniho
vzorku jsou barevné vyznaceny rozsahy jednotlivych fazi bunééného cyklu.

3.3.3 Ovlivnéni, sklizeni a lyze bunék
Bunééna kultura vybranych bun€k pro analyzu Western blot byla pfipravena podobné
jako v pfipad¢ analyzy bunééného cyklu. Vhodny objem suspenze bun¢k byl pfeveden do
sterilni centrifuga¢ni zkumavky a centrifugovan za laboratorni teploty po dobu 5 min pfi
200 g. Kultivacni médium bylo odséato a pelet byl resuspendovan v pfesném objemu
cerstvého média. Nasledne bylo sterilné odebrano 10 pl suspenze a napipetovano do
Biirkerovy komtrky. Byl uréen pocet bun¢k obsazenych v 1 ml suspenze, ktera byla dale
nafedéna podle usporddani dané¢ho experimentu. Ze suspenze bunék bylo poté odebirano
presné 10 ml, které byly pfevedeny do sterilnich Petriho misek @ 100 mm. Nasady
jednotlivych bunéénych linii byly nasledujici:

e MV-4-11, MOLM-13, U- 2932: 4 000 000 bunék v 10 ml média

e EOL-1: 5000 000 bun¢k v 10 ml média

e K562: 3000 000 bun¢k v 10 ml média
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Po nejméné 1 hodiné inkubace V inkubatoru byly k bunécné suspenzi ptidany roztoky
inhibitorti na definovanou dobu, predem natedéné v DMSO, tak aby koncentrace DMSO
v médiu nepiekrocila 0,1 % (v/v). Po uplynuti doby oSetfeni byly builky sklizeny
centrifugaci po dobu 8 minut pii 1000 g a 4°C. Pelety byly dvakrat promyty 1 ml PBS
a nakonec prevedeny do mikrozkumavek, zbytek PBS byl u kazdého dukladné odsat
a byly uskladnény pfi - 80°C.

Lyze bunck probihala po volném roztani vzorka ptrenesenych na led. K vzorkiim byl
ptidan adekvatni objem vychlazeného lyza¢niho pufru W (150 — 300 ul) a pelet byl
dikladné rozsuspendovéan. V nasledujicich 30 minutach byl kazdy z vzorka alespoil
tiikrat rozsuspendovan a tfikrat promichan. Proces pokracoval centrifugaci po dobu
20 minut pfi 14000 g a 4 °C. Supernatanty byly na ledu pfevedeny do cistych
mikrozkumavek, pfi¢emz byl zaznamenan jejich objem.

Koncentrace celkovych proteinti v lyzatech byla stanovena Bradfordovou metodou
(Bradford, 1976), ptfi¢emz proteinovym standardem pro vytvofeni kalibracni zavislosti
byl BSA. Do 1 ml Bradfordova ¢inidla byl napipetovan 1 pl bunééného lyzatu, vzorek
byl promichan a inkubovan za laboratorni teploty po dobu 10 minut. Poté byla stanovena
absorbance vzorku pii 595 nm pomoci spektrofotometru. Stanoveni koncentrace proteinti
bylo u kazdého vzorku provedeno v duplikatu. Na zakladé primérné koncentrace
lyzacniho pufru W k jednotlivym lyzatim. Ke vzorkiim byl nasledné pfidan denaturacni
vzorkovaci pufr (5x), v objemu odpovidajicimu % objemu vzorku. Vzorky byly

promichany a zahtivany pii 95 °C po dobu 5 minut a nasledné uskladnény pii — 20 °C.

3.3.4 Polyakrylamidova elektroforéza, \Western blot a imunodetekce

proteint

Separace proteini ve vzorcich probihala elektroforézou v 1 mm silnych
polyakrylamidovych gelech, v tzv. diskontinualnim uspotfadani podle Laemmliho (1970),
za denaturujicich podminek (SDS-PAGE). Podle molekulové hmotnosti studovanych
proteint byly vyuzity 10% nebo 12,5% separacni gely, v kombinaci s 5% zaostfovacim

gelem. SloZeni roztoki pro pfipravu geli zobrazuje Tab. 6.
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Tab.6 Objemy jednotlivych slozek pouzité na ptipravu 1 mm silnych gelt pro SDS-PAGE.

Sloska Separacni gel Separacéni gel Zaostrovaci gel
10% (2 gely) 12,5% (2 gely) 5% (2 gely)
AA/BIS 3,13 ml 3,90 ml 0,84 ml
Destilovana voda 2,67 ml 1,94 mi 3,51 ml
Tris pH 8,8 3,50 ml 3,50 ml
Tris pH 6,8 0,63 ml
SDS (10%) 94,00 pl 94,00 pl 50,00 pl
TEMED 6,25 ul 6,25 ul 5,00 pul
APS (10%) 37,50 pl 37,50 pul 30,00 pl

Nejprve byly ve zkumavce smiseny roztoky pro ptipravu separa¢niho gelu, nakonec
byl pfidan roztok APS, jenz nastartoval polymeraci. Smés byla okamzité napipetovana
mezi sklenéné desky a pfevrstvena par kapkami deionizované vody. Po 30 minutach byl
povrch gelu proplachnut deioniozovanou vodou a byl pievrstven smési pro ptipravu
zaostfovaciho gelu. Mezi skla byl vlozen hiebinek pro vytvofeni jamek k nandSeni
vzorkd. Po dalSich 20 minutdch tuhnuti byl pfipraveny gel pfenesen do elektroforetické
komirky.

Do elektroforetické vany i komurky byl nalit elektrodovy pufr (Tris-glycinovy).
Mezitim byly proteinové vzorky vyjmuty z mraznic¢ky, byly ponechany za laboratorni
teploty do roztani. Nasledné byly zahtivany pii 95 °C po dobu 2 minut. Do jamek
ptipraveného gelu byl nandSen objem vzorkii odpovidajici 50 pg celkovych proteinil
a 3 ul markeru molekulovych hmotnosti. Elektroforeticka souprava byla pfipojena ke
zdroji, nejdiive separace probihala pii napéti 80 V a po vstupu vzorkd do separacniho
gelu pti 120 V. Po ukonceni elektroforézy byl polakrylamidovy gel s rozdélenymi
proteiny pfenesen do blotovaci soupravy, piekryt nitrocelulosovou membranou
a v prostiedi blotovaciho pufru, po pfipojeni ke zdroji, probihal pienos proteinit metodou
Western blot. V pribéhu pienosu trvajiciho 3 h byl pufr stale chlazen ledovym blokem
a proud prochézejici soupravou dosahoval konstantni hodnoty 270 mA. Nasledné byla
nitrocelulosovd membriana vyjmuta a pienesené proteiny byly vizualizovany jejim
obarvenim v roztoku Ponceau S. Poté byla membrana ponechana oschnout na filtranim
papife za laboratorni teploty.

Z obarvené nitrocelulosové membrany byly podle markeru molekulovych hmotnosti
vyfezany prouzky obsahujici oblasti odpovidajici hmotnosti pozadovanych proteinii pro
detekci. Vyfezané prouzky byly ocislovany, byly odbarveny v roztoku TBS a nasledné
inkubovany na kyvaéce po dobu 1 hodiny v roztoku 4% BSA v TBS-T. Tim byla tzv.
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zablokovana membrana viici nespecifické vazbé protilatek. Poté byly prouzky membran
pfeneseny na vyvysené vicko v krabi¢ce obklopené malou vrstvou vody. Na membrany
byl nanesen roztok primarni protilatky (podle detekovaného proteinu) natfedéné ve
4% BSA v TBS-T (viz kapitola 3.1.4). Nasledovala inkubace pfes noc v uzaviené
krabicce pii teploté 4°C. Poté byly membrany promyvany na kyvacce podle schématu:
5minv TBS,5minv TBS-T,5minv TBS a 10 minv TBS (v kazdém kroku byl vyménén
promyvaci roztok). Membrany byly poté inkubovany se sekundarni protilatkou
konjugovanou s kienovou peroxidasou (podle zdroje primarni protilatky) po dobu 1 h za
laboratorni teploty. Kone¢né promyvani membran bylo provedeno nasledovné: 10 min
vTBS, 5 min vTBS-T, 5 min vTBS a 15 min v TBS. Promyvaci kroky slouzily
k odstranéni nespecificky navazanych protilatek a zlepSeni kvality signalu.

Promyté membrany S navazanymi protilatkami byly osuSeny, naskladany na desti¢ku
a okamzit¢ piekryty vrstvou chemiluminiscencniho substratu West Pico, ktery je
charakterizovan detekénim limitem cca 1 pg. Po 5 minutidch inkubace byla desticka
vloZena do vyvoldvaciho pfistroje a byl zaznamendvan obrazovy chemiluminiscenéni
signal. V ojedinélych pifipadech nebyl signal dostate¢né silny, poté bylo pfistoupeno
k promyti membrany v TBS po dobu 5 minut a byl nanesen chemiluminiscen¢ni substrat
West Femto, jenz se vyznacuje vyssi citlivosti a niz§im detekénim limitem (desitky fg).

Ziskany zaznam byl zpracovan v programu Multi Gauge 2.2 (Fujifilm, Japonsko).
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4 VYSLEDKY

Experimenty provedené v praktické casti diplomové prace jsou soucdsti Sir§iho
a dlouhodobgjsiho vyzkumu provadéného na pracovisti Laboratote ristovych regulatort.
Jelikoz je mna pracovisti kdispozici rozsahla knihovna rizné selektivnich
nizkomolekuldrnich inhibitorit CDK a mnoha dalSich kinas, je vénovdno znacné usili
studiu jejich selektivity (Jorda et al., 2018), ale i aktivnimu vyvoji novych latek
(Jorda et al., 2019; Jorda et al., 2020). V posledni dob¢ se pracovisté podili na vyvoji
novych, selektivnich inhibitori CDK4/6 a dudlnich inhibitorai CDK a FLT3
(Gucky et al., 2018). Jelikoz jsou inhibitory CDK4/6 jako jediné zatim schvalené
inhibitory CDK pro 1é¢bu a pii profilovani jejich selektivity byly nalezeny také klinicky
zajimavé vedlejsi cile (FLT3, Mps1), byly pro analyzu v diplomové préci vybrany praveé
komer¢né dostupné inhibitory CDK4/6.

Tato diplomova prace nastifiuje dilezité rozdily mezi projevy vybranych inhibitort
CDK4/6 na buné¢né urovni, plynouci z jejich rozdilné selektivity a dokazuje fenotypovy
projev inhibice jejich vedlejSich cilti. Dalsi studium by mohlo vést k jejich vyuZiti pro
1é¢bu jinych typt malignit (viz kapitola 2.5.3 a 2.5.5) nebo alespon vyuziti jejich struktur
pro vyvoj novych léciv.

Vysledkova ¢ast se vénuje popisu efektit danych inhibitorii na modelovych bunéénych
liniich. Jelikoz FLT3 je zé&sadni receptorova tyrosinkinasa pro buiikky myeloidni krevni
fady, byly jako modelové linie pouzity bunéné linie odvozené od AML. Mpsl je
pomérné novym slibnym cilem 1 markerem onkologickych onemocnéni, je ve vysokeé
mife exprimovana v mnoha typech malignit a je zdsadni pro spravné probéhnuti mitosy.
Proto by inhibice Mps1 mohla v ptipad¢ studovanych inhibitord prohlubovat jejich efekt
na rakovinné bunky, nezavisle na stavu proteinu Rb. Ziskané vysledky byly z vyse

uvedenych divodii rozdéleny do dvou vétvi, zabyvajicich se FLT3 a Mpsl.

4.1 Analyza zastoupeni FL'T3 na rovni proteini v modelovych

bunkach

Pfed analyzou efektl inhibitori na modelovych bunécnych liniich byla pomoci
imunodetekce stanovena mira exprese a fosforylace proteinu FLT3. U linii MV-4-11
a EOL-1 byla stanovena vysoka exprese FLT3, na rozdil od MOLM-13 a K562. U linii
disponujicich mutaci FLT3-1TD byla detekovéna i fosforylovana forma, ve vyrazné vyssi

mife u MV-4-11 (Obr. 12).
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Obr. 12 Zaznam zimunodetekce zastoupeni FLT3 vbunéénych lyzatech vybranych
modelovych linii. Prouzky odpovidaji hladin¢ proteinu FLT3 a mite jeho fosforylace,
signal a-tubulinu je kontrolou stejnomérného naneseni jednotlivych vzorkd. Forma
FLT3 oznacuje piitomnost mutace ITD (vnitini tandemova duplikace), nebo
nemutovany typ WT (divoky typ).

4.2 Analyza bunééného cyklu po oSetieni bunék inhibitory ve vztahu

k FLT3

Vzhledem k publikovanym informacim o selektivité a vedlejSich cilech vybranych
inhibitord CDK4/6 (viz kapitola 2.5, Tab. 2) byly v ramci rutinniho screeningu provedeny
dva typy prvotni analyzy. Nejdiive bylo provedeno méfeni na urovni enzymové inhibice
FLT3 a FLT3-ITD, nasledované stanovenim viability modelovych bun¢k (FLT3-ITD
a Rb pozitivnich) po osetfeni studovanymi inhibitory.

Na enzymové urovni byla zaznamenana vyznamna inhibice FLT3-ITD u inhibitort
Lerociclibu a Trilaciclibu shodnotou 1Cso fadové ve stovkach nmol-1? (dosud
nepublikovana data), podobn¢ jako v potvrzenych ptipadech u AMG 925 a ON 123300.
Na bunécné urovni byl po oSetieni inhibitory ON 123300, Lerociclibem, Trilaciclibem
pozorovan pokles viability modelovych bunék MV-4-11 a MOLM-13 s hodnotou
ECso Vv Fadu stovek nmol-1" (dosud nepublikovana data).

V ramci diplomové prace byla proto nejdiive provedena analyza bunécného cyklu po
osetfeni bunék MV-4-11 (disponujicich mutaci FLT3-ITD a funkénim proteinem Rb)
studovanymi inhibitory. Pro prvotni pfedstavu o efektu inhibitorti na buiiky byla zvolena

koncentra¢ni fada 20 - 100 - 500 a 2500 nmol -1 piisobici na buiiky po dobu 24 h.
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Po piisobeni schvalenych inhibitord Ribociclibu, Palbociclibu a Abemaciclibu byl
sledovan ocekavany efekt, kumulace bunék v G1 fazi, tzv. G1 blok bez vyraznéjsi
apoptosy (

Obr. 13). I pfestoze mezi témito inhibitory byly pozorovany drobné rozdily (nastup G1
bloku u Ribociclibu az pfi 100 nmol-1", mirny narGst bungk v G2/M fizi a narist
apoptosy u Abemaciclibu pti 2500 nmol-17t), odrazejici jejich potenci, je mozné je
vSechny v daném koncentratnim rozmezi oznacit jako selektivni viici CDK4/6.

Naopak po oSetieni inhibitory AMG 925, Trilaciclibem, Lerociclibem a ON 123300,
byly pozorovany mirné¢ odlisné efekty. Zatimco u Trilaciclibu byl sledovan narist
apoptosy nad 30 % mezi 500 a 2500 nmol-1? bez vyrazngjsi zmény zastoupeni ve fazich
bunécném cyklu, u AMG 925 a ON 123300 doslo spolu s podobnym nariistem apoptosy
I Kk narastu populace bunék v G2/M fazi. U Lerociclibu byla sledovana vysoka mira
apoptosy pfi koncentraci 2500 nmol-1%, dosahujici az 96 % (

Obr. 13). Tyto efekty dokazuji nizsi selektivitu jmenovanych inhibitord a moznou
inhibici vedlejsich cild.

Pro ovéfeni ucinku studovanych inhibitorti na modelu dalSich bun€k disponujicich
mutaci FLT3-ITD byly jejich ptisobeni podrobeny bunky MOLM-13. Vzhledem
k efektim pozorovanym na MV-4-11 byla zvolena uz$i koncentracni fada
100 - 500 a 2500 nmol-1* plisobici na buiky taktéZ po dobu 24 h.

Po oSetfeni schvalenymi inhibitory byl pozorovan G1 blok, ve srovnani s MV-4-11
doslo u Palbociclibu a Abemaciclibu k mirné vyssimu nartstu apoptosy (20-25 %) pfi
koncentraci 2500 nmol-1"%. Piisobeni ostatnich inhibitort vedlo taktéz ke G1 bloku, aviak
spojenému s vysokou mirou apoptosy (nad 50 %) pii koncentraci 2500 nmol-1?
vzrustajici ve sméru: ON 123300, Trilaciclib, AMG 925, Lerociclib (Obr. 14). Tyto
efekty ukazuji obecné na vyssi citlivost bunék MOLM-13 vii¢i studovanym inhibitoraim,

vliv inhibice vedlejsich cilt je zde patrné silné;si.
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Obr. 13 Procentualni zastoupeni bunék MV-4-11 ve fazich buné&tného cyklu po 24 h osetieni

uvedenou koncentraéni fadou inhibitort (stanoveno pritokovou cytometrii po oznaceni
DNA propidium jodidem). Grafy zobrazuji primémé hodnoty ze dvou méteni.
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Obr. 14 Procentualni zastoupeni bunék MOLM-13 ve fazich buné¢ného cyklu po 24 h osetieni
uvedenou koncentracni fadou inhibitort (stanoveno prutokovou cytometrii po oznaceni
DNA propidium jodidem). Grafy zobrazuji primérné hodnoty ze dvou méteni.
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Pro srovnani ucinkid inhibitort na buitkdch MV-4-11 a MOLM-13 byly dale jejich
pusobeni podrobeny buitkky EOL-1, u nichz byla potvrzena vysoka mira exprese FLT3
Vv pfirozené, nemutované formé¢. Naopak bunky EOL-1 disponuji aktivatni mutaci
v PDGFRa. Jelikoz z predbéznych vysledkl pfi screeningu vlivu vybranych inhibitora
CDK4/6 vyplynulo, ze buitky EOL-1 jsou na jejich piisobeni citlivéjsi, byla zvolena
koncentraéni fada: 20 — 100 a 500 nmol-1", plisobici na buiiky po dobu 24 h jako
u predchozich experimenti.

Ve srovnani s bunkami MV-4-11 a MOLM-13 byla u bun¢k EOL-1 sledovana asi
¢tytikrat vyssi bazalni hladina apoptosy, coz miize byt vysvétleno jejich vyssi citlivosti
na vn¢j$i vlivy a vétsim naroklim na pfitomnost prorustovych cytokind v kultivacnim
médiu. Pfi srovnani u¢inku Ribociclibu, Palbociclibu a Abemaciclibu byly zjistény
zasadni rozdily. Zatimco oSetfeni Ribociclibem a Palbociclibem vedlo ke G1 bloku
(u Palbociclibu s prudkym nastupem) s nepatrnym nartistem apoptosy pii 500 nmol-17,
Abemaciclib se vyznacoval taktéz prudkym nastupem Gl bloku, avSak s vyraznym
nariistem apoptosy na hodnotu pies 60 %. OSetfeni inhibitory Lerociclibem, Trilaciclibem
a AMG 925 vedlo k velmi podobnému efektu, prudkému nastupu G1 bloku s dosazenim
téméf 100% apoptosy pii 500 nmol-1". Jako neju¢innéjsi inhibitor se na bunééné linii
EOL-1 projevil ON 123300, jehoz pusobeni vedlo ke G1 bloku a dosazeni asi 80%
apoptosy jiz pii koncentraci 100 nmol-1" (Obr. 15).

Posledni buné€nou linii podrobenou plisobeni byla linie K562, u niZ byla stanovena
nizka exprese FLT3, bez pfitomnosti mutaci. Buiky linie K562 disponuji tzv.
Philadelphskym chromosomem kodujicim fazni protein Ber-Abl. Jelikoz tyto buiky
nejsou zavislé na aktivit¢ FLT3, byl pfedpokladan slabsi u¢inek studovanych inhibitort
CDKA4/6, proto byla zvolena koncentraéni fada: 100 - 500 a 2500 nmol-1? plisobici 24 h.

Ribociclib, Palbociclib i Abemaciclib se na buiikdch K562 projevily vSechny G1
blokem (u Ribociclibu a Abemaciclibu s pozvolnéj§im nastupem ve srovnani
s Palbociclibem), bez nariistu apoptosy. Naopak efekt po oSetieni ostatnimi inhibitory byl
prekvapivy. U Trilaciclibu, Lerociclibu a AMG doslo mezi 500 a 2500 nmol-1*
k vyraznému naristu populace bunék v G2/M fazi, u ON 123300 dokonce k tzv. G2/M
bloku, ve vSech piipadech doprovazené¢ho nartistem apoptosy na hodnotu asi 20 %
(Obr. 16). Takovy projev jasn¢ ukazuje na inhibici uréitého vedlejsiho cile, vzhledem ke
G2/M bloku by se mohlo jednat o nékterou z mitotickych kinas, jejiz inhibice mohla byt

u ostatnich bunécnych linii maskovana inhibici FLT3.
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Obr. 15 Procentualni zastoupeni bunék EOL-1 ve fazich bunééného cyklu po 24 h osetieni
uvedenou koncentra¢ni fadou inhibitort (stanoveno pritokovou cytometrii po oznac¢eni
DNA propidium jodidem). Grafy zobrazuji primérné hodnoty ze dvou méteni.

52



100

80

60

- C3aG2/M

—3as

40

Zastoupeni v bunécéném cyklu (%)

20

Ribociclib (nmol-1't)

Zastoupeni v bunééném cyklu (%)

Zastoupeni v bunécném cyklu (%)

mEmGl

—&—Sub
Gl

K562,24 h

100

=)
(=1

[=N)
(=]

Zastoupeni v bunééném cyklu (%)

=
=)

[}
[=1

- C3G2/M

—as

mEmGl

—=—Sub
Gl

Palbociclib (nmol-1'1)

| cG2M

—3as

[===Te3|

—&—Sub
Gl

| =G2M

—S

EmGI

—&—Sub
Gl

AMG 925 (nmol-I)

100

Zastoupeni v bunééném cyklu (%)

—G2/M

s

EmGl

——Sub
Gl

Abemaciclib (nmol-1?)

80

60

Zastoupeni v bunééném cyklu (%)

40

20

Trilaciclib (nmol-1')

F—G2/M

—3as

[===Te¢3|

—&—Sub
Gl

Zastoupeni v bunééném cyklu (%)

| —/GeM

—s
EmGl

—=—Sub
Gl

ON 123300 (nmol-1)

Obr. 16 Procentualni zastoupeni bunék K562 ve fazich bunétného cyklu po 24 h osetieni
uvedenou koncentraéni fadou inhibitort (stanoveno pritokovou cytometrii po oznaceni
DNA propidium jodidem). Grafy zobrazuji primérné hodnoty ze dvou méfeni.
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Pii cytometrické analyze bunétného cyklu byly nalezeny zéasadni rozdily mezi
studovanymi inhibitory. = OSetfeni  inhibitory = Ribociclibem, Palbociclibem
a Abemaciclibpem v danych koncentracich vedlo u vSech buné¢nych linii
k pfedpokladanému efektu G1 bloku. Abemaciclib se ve srovnani se zbylymi dvéma
schvalenymi inhibitory vyznacoval vy$§im nartustem apoptosy (piedev§im u EOL-1).

Ostatni studované inhibitory vsak vyvolavaly rozdilné efekty. U bunéénych liniich
disponujicich vyssi expresi FLT3 (EOL-1) a/mebo mutaci FLT-ITD (MV-4-11
a MOLM-13) doslo po oSetieni k nastupu G1 bloku a v nejvyssi pouzité koncentraci také
k masivnimu nartstu apoptosy (pfedev§im u Lerociclibu ve vSech piipadech). Naopak
U bunécné linie s nizkou expresi FLT3 a bez jejich mutaci (K562) byly pozorovany pouze
mirné nartisty apoptosy, ale u nejvyssich pouzitych koncentraci dochédzelo k naristu
populace bunck v G2/M fazi, az G2/M bloku. Tim byla prokazana inhibice vedlejSich

cila.

4.3 Studium signalni drahy FLT3 po oSetif‘eni modelovych bunék
inhibitory

V ramci imunochemické detekce proteini v modelovych buiikdch odvozenych od
leukemie byly detekovany pfedevS§im zasadni proteiny v signaliza¢nich drahach
vedoucich od FLT3 a jejich fosforylované formy, proteiny MAPK signalni drahy
a proteiny spojené s bunéénym cyklem nebo apoptosou.

Nejdiive byla provedena imunochemickd analyza zastoupeni klicovych proteinti
(STATL, STATS5, ERK1/2 a jejich fosforylovanych forem) po osetfeni bunék MV-4-11
inhibitory v koncentraci 500 a 1000 nmol-1* po dobu 1 hodiny. Po tomto ptisobeni, kdy
se projevuji rychlé zmény v bunécné signalizaci, v§ak nebyl pozorovan zddny vyrazny
efekt (data nezobrazena). Proto bylo nasledné zvoleno oSetfeni inhibitory v koncentraci
2000 nmol 1"t po dobu 4 hodin. Toto osetieni odkrylo vyrazné rozdily mezi inhibitory,
podobné jako piedchozi analyza bunécného cyklu.

Po osetfeni selektivnimi, schvalenymi inhibitory Ribociclibem, Palbociclibem
a Abemaciclibem nebyl sledovan zadny vyrazny efekt, az na mirnou odliSnost
Abemaciclibu od ostatnich dvou zminénych inhibitort v aktivaci §tépeni proteinu PARP
a poklesu hladiny proteinu Mcl-1. Naopak po osetfeni Lerociclibem, Trilaciclibem,
ON 123300 a AMG 925 doslo k poklesu fosforylace FLT3 (u neglykosylované formy),

korespondujicitho s poklesem fosforylace podiizeného proteinu STATS. Pokles
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fosforylace byl sledovan taktéz u STATI1, vyraznéjsi ale v ptipad¢ Trilaciclibu
a Lerociclibu. Prokazateln¢ doslo také k poklesu fosforylace proteini ERK1/2 (nejvice
v piipadé AMG 925), coz ukazuje na inhibici MAPK drahy. Po oSetfeni inhibitory
Trilaciclibem, Lerociclibem a ON 123300 byla také detekovédna fragmentace proteinu
PARP korelujici s poklesem Mcl-1, ukazujici na aktivaci kaspas a nastup apoptosy. Mirné
zmény byly pozorovany u fosforylace proteinu Rb, o vyraznéjsim poklesu 1ze mluvit
v piipadé Lerociclibu, u néhoz doslo i k poklesu celkového proteinu Rb (Obr. 17).

Pro srovnani bylo stejné osetteni 2000 nmol-1" inhibitory po dobu 4 hodin provedeno
na buiikach linie MOLM-13. U téchto bunék vSak nebylo mozné s dostate¢nym signalem
detekovat fosforylovanou formu FLT3 ani ziskat kvalitni zdznam fosforylovaného

STATS (v tomto sméru bude v ramci dal§iho vyzkumu metoda optimalizovéana).
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Obr. 17 Zaznam z imunodetekce vybranych proteinti v bunééné linii MV-4-11 po oSetieni
2 umol-1"t inhibitory po dobu 4 hodin. Prouzky odpovidaji hladindm proteinti nebo miie
jejich fosforylace, signal a-tubulinu je kontrolou stejnomérného naneseni jednotlivych
vzorkd.
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I pfesto mohl byt pozorovan efekt na bunééné urovni a urcité rozdily mezi inhibitory.
Ve srovnani s buitkami MV-4-11 doslo u MOLM-13 K poklesu hladiny celkové FLT3
(glykosylované i neglykosylované formy) oproti kontrole po oSetfeni vSemi inhibitory,
nejvyraznéji u Trilaciclibu a Lerociclibu. Tato skutecnost by mohla vysvétlovat vyssi
citlivost bunék MOLM-13 Kk ptsobeni inhibitort, korelujic s vysledky cytometrické
analyzy. Taktéz byl pozorovan pokles fosforylace STATS oproti kontrole. Po oSetteni
inhibitory Trilaciclibem, Lerociclibem, AMG 925 a ON 123300 doslo k vyraznému
poklesu fosforylace ERK1/2, ukazujicimu na inhibici MAPK drahy. U téchto Ctyf
inhibitorti byla také pozorovana vysoka mira fragmentace proteinu PARP, coz je dikaz
aktivace kaspas a sméfovani k apoptose (Obr. 18).

Dale byla plsobeni inhibitori ve stejném uspofadani vystavena linie EOL-1,
disponujici vysokou expresi FLT3 (Obr. 12) bez mutaci a konstitutivné aktivovanym
PDGFRa. Co se ty¢e PDGFRa, mira jeho fosforylace byla snizena pouze po plsobeni
inhibitoru ON 123300, v ptipadé Lerociclibu doslo k poklesu hladiny celkového proteinu
(v¢etné fosforylované formy) (Obr. 19).

Na zaklad¢ cytometrickych méteni byla analyzovana i mira inhibice rekombinantniho
PDGFRa studovanymi inhibitory, pficemz u schvalenych inhibitori CDK4/6 byla
stanovena hodnota 1Cso vétsi nez 10 pmol-1"%. U Trilaciclibu se tato hodnota pohybovala
okolo 1 umol-1?, u Lerociclibu a AMG 925 v #adu stovek nmol-1? (dosud nepublikovana

data) a ON 123300 vykazoval nejsilngjsi inhibici, s 1Cso v fadu desitek nmol-1™.

MOLM-13
inhibitory 2 umol-17, 4 h
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Obr. 18 Zaznam z imunodetekce vybranych proteini v bunééné linii MOLM-13 po oSetieni
2 umol-1*t inhibitory po dobu 4 hodin. Prouzky odpovidaji hladindm proteinti nebo mite
jejich fosforylace, signal a-tubulinu je kontrolou stejnomérného naneseni vzorkd.
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Nezéavisle na PDGFR doslo po osetfeni Trilaciclibem, Lerociclibem, ON 123300
aAMG 925 Kk poklesu fosforylace STATI, 3 i 5 a také ERKI1/2, podobné jako
U MV-4-11. Po putsobeni inhibitori Trilaciclibu a Lerociclibu byl sledovan vyrazny
pokles fosforylace proteinu Rb, po plsobeni ON 123300 a AMG 925 slabsi pokles
fosforylace proteinu Rb, ve vSech ptipadech ale zpisobeny poklesem celkového Rb.
Vsechny ctyti studované neschvalené inhibitory vedly po ptisobeni na EOL-1 ke $tépeni
proteinu PARP, u této bunécné linie vsak stejnym efektem vyznacoval i Abemaciclib (coz
koreluje s vyssi toxicitou a mirou apoptosy ve srovnani s Palbociclibem a Ribociclibem
zjisténou pii cytometrické analyze). K poklesu hladiny proteinu Mcl-1 doslo po pisobeni
vSech studovanych inhibitort (Obr. 19).
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Obr.19 Zaznam zimunodetekce vybranych proteintt v bunééné linii EOL-1 po oSetfeni
2 pumol-1"? inhibitory po dobu 4 hodin. Prouzky odpovidaji hladindm proteint nebo miie
jejich fosforylace, signal a-tubulinu je kontrolou stejnomérného naneseni jednotlivych
vzorkd.
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Nakonec byl pro kontrolu studovan vliv inhibitori na linii K562, s velmi nizkou mirou
expresi FLT3 (nemutované formy) (Obr. 12), avsak disponujici fazni Ber-Abl. V tomto
piipadé byl pozorovan pokles fosforylace STATS pouze u inhibitoru ON 123300, ve
srovnani s liniemi MV-4-11, MOLM-13 a EOL-1. Tyto vysledky koreluji
s cytometrickym méfenim bunééného cyklu i s nizkou selektivitou inhibitoru ON 123300.
Zmeény ve fosforylaci proteinu ERK1/2 a tim i MAPK drahy nebyly pozorovany u zadné
ze studovanych latek. Co se tyce fragmentace proteinu PARP a poklesu hladiny Mcl-1,
oba dva efekty provézejici aktivaci kaspas, byly v malé mife detekovany po piisobeni
Lerociclibu (Obr. 20). U Lerociclibu byly zminéné markery aktivace kaspas nejvice
patrné i pfi oSetfeni ostatnich linii.

Obecné byly na zédklad¢é sledovani hladin kli¢ovych protein a jejich fosforylace
zjistény zékladni informace o plisobeni inhibitorll a rozdily mezi nimi. Zatimco u linii
s vysokou expresi FLT3 (EOL-1) a mutaci FLT3-ITD (MV-4-11, MOLM-13) doslo po
pusobeni inhibitort Trilaciclibu, Lerociclibu, ON 123300 a AMG 925 k poklesu
fosforylace podfizenych proteint STAT a ERK1/2. Soucasné po pusobeni vSech téchto
inhibitort doSlo k fragmentaci proteinu PARP, jeZ vSak byla v rlizné mife pozorovana
I po pisobeni Abemaciclibu. Na linii nezavislé na FLT3 (K562) tyto efekty nebyly
pozorovany, az na vyjimku ON 123300, jehoz pisobeni vedlo k poklesu fosforylace
STAT, ne vSsak ERK1/2.
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Obr. 20 Zaznam z imunodetekce vybranych proteini v bunééné linii MOLM-13 po oSetieni
2 umol 1"t inhibitory po dobu 4 hodin. Prouzky odpovidaji hladindm proteinti nebo mite
jejich fosforylace, signal a-tubulinu je kontrolou stejnomérného naneseni jednotlivych
vzorkd.
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4.3.1 Studium signalni drahy FLT3 — koncentraéni a ¢asova zavislost

Pro ziskani detailnéjsich informaci o piisobeni schvalenych a dosud klinicky testovanych
inhibitortt na modelu bun¢k akutni myeloidni leukemie byly linie MV-4-11 a EOL-1
podrobeny pusobeni inhibitorii Palbociclibu a Trilaciclibu v koncentracni fadé
125 — 250 — 500 a 1000 nmol-1* po dobu 4 h nebo 24 h. Koncentra¢ni fada byla zvolena
na zékladg terapeuticky relevantni koncentrace < 1000 nmol-1". Tyto dva inhibitory byly
vybrany proto, ze Palbociclib je ovéfenym selektivnim inhibitorem CDK4/6, byl jako
prvni schvdlen pro 1écbu a v prvotnich vysledcich u néj nebyl pozorovan témét zadny
efekt na dvé uvedené vybrané linie, ¢imz byla potvrzena jeho selektivita. Naopak
Trilaciclib stale prochazi klinickym testovanim, po jeho plsobeni byly na obou
vybranych bunéénych linii sledovany efekty odpovidajici inhibici signalni dréhy vedouci
od FLT3, ptes proteiny STAT a inhibice MAPK drahy. Na zaklad€ pfedchozich vysledkl
byly dané efekty na bunécéné urovni prozkoumany vice dopodrobna.

Po pusobeni Palbociclibu a Trilaciclibu na linii MV-4-11 byly pozorovany totozné
rozdily mezi obéma inhibitory jako u pfedchozich experimentti. Po 4 hodinovém oSetfeni
byl pozorovan pokles fosforylace FLT3 a STAT5 pouze u Trilaciclibu pfi koncentraci
500 a 1000 nmol 1. U obou inhibitorti byl dale pozorovan pokles hladiny CycD3 od
250 nmol-1* a c-Mye jiz od 125 nmol-1* (Obr. 21).

Naopak po 24 hodinovém nedoslo k poklesu fosforylace FLT3 vibec, pokles
fosforylace STATS byl ve srovndni se 4 h mirnéjsi. Snizeni hladin proteinti CycD3
a c-Myc se projevilo u obou inhibitorti, u Trilaciclibu vSak vyrazné silngji. Hladina
proteinu Rb byla po plisobeni obou inhibitorl snizena na minimum (pravdépodobné
dochazelo ke fragmentaci), coz zpusobilo i pokles fosforylované formy Rb (Obr. 22).
Nebylo tedy mozné urcit koncentracni zavislost poklesu fosforylace Rb, typickou pro
inhibitory CDK4/6. Velmi zajimavym byl také efekt na protein PARP, kde nebylo
sledovano zadné vyraznéjsi Sté€peni (Obr. 22), ke kterému vSak doSlo pii oSetfeni
MV-4-11 Trilaciclibem pii 2 pmol-1? po 4 hodinach (Obr. 21). Tato diskrepance byla

dale prostudovana pti casovém ptisobeni Trilaciclibu.
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Obr. 21 Zaznam z imunodetekce vybranych proteini v bunééné linii MV-4-11 po oSetieni
koncentra¢ni fadou 125 — 250 — 500 a 1000 nmol-1? Palbociclibu a Trilaciclibu po dobu
4 h nebo 24 h. Prouzky odpovidaji hladinam proteini nebo mife jejich fosforylace,
signal a-tubulinu je kontrolou stejnomérného naneseni jednotlivych vzorkd.

Analogicky experiment srovnavajici piisobeni Palbociclibu a Trilaciclibu po
4 a 24 hodinach byl proveden na buné¢né linii EOL-1. Po 4 hodinovém ptlisobeni doslo
k poklesu fosforylace STAT3 a STATS, bez signifikantnich zmén v hladiné celkového
a fosforylovaného PDGFRa. Pokles u proteinti c-Myc a CycD3 byl sledovan ve vétsi mife
po pusobeni Trilaciclibu. Ve srovnani s oSetfenim bunék MV-4-11 a se 4 hodinovym
osetfenim, byly po 24 hodinovém oSetfeni EOL-1 pozorovany mirné¢ odlisné efekty.
Doslo k poklesu zastoupeni celkového proteinu PDGFRa a mirné i fosforylované formy
u 1000 nmol-1"? Trilaciclibu. Pokles fosforylace STAT3 byl detekovany jiz po piisobeni
250 nmol -1 Trilaciclibu, zatimco pokles fosforylace STATS5 byl sice zachovan, ale byl
méné V}'Irazn}'/. Zatimco pokles Zastoupeni proteinu c-Myc byl po 24 hodinach pozorovéln
vyrazné slabsi, pouze u 1000 nmol-1" Trilaciclibu. Hladiny celkového 1 fosforylovaného
proteinu Rb byly snizeny na minimum, vyraznéji po pasobeni Trilaciclibu. Vyraznym
rozdilem byla fragmentace proteinu PARP, detekovana pouze po plisobeni Trilaciclibu
od 250 nmol-1?, dosahujici az kompletniho rozitépeni pii 1000 nmol-1? Trilaciclibu
(Obr. 22). Ve srovnani s buitkami MV-4-11 koreluje pietrvani defosforylaénich efekti
a mira fragmentace proteinu PARP s vyssi citlivosti bunék EOL-1, predev§im vici

Trilaciclibu a dalSim tfem dosud neschvalenym studovanym inhibitoram.
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Obr. 22 Zaznam zimunodetekce vybranych proteintt v bunééné linii EOL-1 po oSetieni
koncentraéni fadou 125 — 250 — 500 a 1000 nmol-1? Palbociclibu a Trilaciclibu po dobu
4 h nebo 24 h. Prouzky odpovidaji hladinam proteinti nebo mifte jejich fosforylace,
signal a-tubulinu je kontrolou stejnomérného naneseni jednotlivych vzorkd.

Vzhledem k diskrepancim v ziskanych vysledcich, piedev§im rozdilech mezi
4 hodinovym a 24 hodinovym pusobenim Trilaciclibu na buiiky linie MV-4-11 byl
proveden Casovy experiment prave této kombinace latky a bunék pfi jednotné koncentraci
2 umol-1". Pisobeni Trilaciclibu bylo studovano v ¢asech 1-2-4-8-16 a 24 hodin po
oSetfeni. Pokles fosforylace FLT3 (neglykosylované formy) byl detekovan od 4. do
16. hodiny, ve 24. hodin¢ byl vsak zeslaben. Tento efekt koreluje s poklesem fosforylace
ERK1/2 pozorovanym od 2. do 16. hodiny a opétovnym nértstem ve 24. hodiné¢, naopak
vyrazng se lisi pokles fosforylace STATS detekovany od 1. do 24. hodiny (Obr. 23).

Pokles hladiny proteinu CycD3 byl sledovan od 4. do 24. hodiny po oSetieni, ale nebyl
doprovazen poklesem partnerskych CDK4 a 6, jejichz hladiny ztistaly nezménény. Pokles
fosforylace Rb bylo mozné sledovat od 4. hodiny po oSetieni, vyrazny pokles zastoupeni
fosforylovaného i celkového Rb v 16. a 24. hodiné. Hladiny celkové 1 fosforylované
RNA Pol Il byly sniZzeny velmi mirné po 16. a 24. hodinach ptisobeni. U markert aktivace
kaspas, PARP a Mcl-1 byl pozorovan piechodny efekt, jak nastinovaly predchozi
experimenty. Ve 4. a 8. hodin€ po oSetfeni doslo k vyraznéjsi fragmentaci proteinu PARP,

ale taktéz ke vzriistu zastoupeni jeho nestépené formy, ve 24. hodiné byl vSak tento projev
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vyrazn¢ zeslaben. Podobné bylo zastoupeni pro-apoptického proteinu Mcl-1 snizeno

v 2. a 4. hoding, poté se vratilo na uroven kontroly (Obr. 23).

Po detailnim prozkoumani efekt, jez vyvolalo pisobeni Trilaciclibu na bunkéch linie

MV-4-11 byla potvrzena inhibice FLT3 a pokles fosforylace proteini STAT a ERK1/2.

U ostatnich studovanych inhibitorQ, pro néz jsou k dispozici pouze prvotni predkladané

vysledky (viz kapitoly 4.2 a 4.3), se piedpoklada stejny mechanismus ucinku, avSak

vzhledem K rozdilim zjisténym pii cytometrické analyze bude v budoucnu detailné

prozkoumano 1 jejich plisobeni, v rdmci koncentracni a ¢asové zavislosti.
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Obr. 23 Zaznam z imunodetekce vybranych proteinti v bunééné linii MV-4-11 po oSetieni
Trilaciclibem o koncentraci 2 pmol-1* po dobu 1-2-4-8-16 a 24 hodin. Prouzky
odpovidaji hladinam proteini nebo mife jejich fosforylace, signal o-tubulinu je
kontrolou stejnomérného naneseni jednotlivych vzorki.
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4.4 Efekty na bunééném cyklu po 48 hodinovém oSetieni inhibitory

Pii cytometrické analyze bunééného cyklu po plsobeni studovanych inhibitorti na linii
K562 byl sledovan nepiedpokladany efekt (pfechod do G2/M bloku v relativné nizkych
koncentracich, Obr. 16). Proto byly burky linie K562 podrobeny piisobeni studovanych
inhibitor v koncentracich 0,5 pmol-1? a 2,5 umol-I"! po dobu 48 hodin. Delsi vystaveni
bunék inhibitoriim mélo objasnit jejich pfipadny efekt na mitotické kinasy.

Schvalené selektivni inhibitory Ribociclib, Palbociclib a Abemaciclib se projevily
typickym G1 blokem, coZ koreluje s G€¢inkem sledovanym po 24 hodinach. U ostatnich
inhibitord byl po 24 hodinach pozorovéan nartst populace bun¢k v G2/M fazi. Tento
nartist se u inhibitoru ON 123300 po 48 hodinach projevil uz pii 0,5 pmol-I7?,
u Trilaciclibu pti 2,5 umol-I?, ani v jednom pripadé vsak nedoslo k vyrazngjsi apoptose.
Naproti tomu piisobeni Lerociclibu a AMG 925 pii 2,5 pmol-I" po 48 hodin vedlo
k vyrazné apoptose, kdy byla detekovana pouze populace bunék v sub-G1 fazi (Obr. 24).
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Obr. 24 Histogramy ziskané pfi cytometrickém méfeni po oSetfeni bunék linie K562
studovanymi inhibitory v koncentracich 0,5 umol-I* a 2,5 umol-I* po dobu 48 hodin
(stanoveno pritokovou cytometrii po ozna¢eni DNA propidium jodidem).
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Vyse zminéné efekty a netypicky fenotypovy projev ptisobeni inhibitor mohl byt na
buikach linie K562 maskovan nebo zeslaben inhibici primarnich cili, tedy CDK4/6.
Proto byla pro dalsi studium ptisobeni inhibitor vybrana linie U2932, ktera nedisponuje
funkénim proteinem Rb a u niz by inhibice CDK4 a CDK6 neméla ovlivnit bunéény
cyklus. Ve vsech nasledujicich experimentech byly buiiky podrobeny ptisobeni inhibitort
po dobu 48 hodin, aby se dostate¢né projevil jejich vliv na regulaci mitosy.

Po osetieni bun¢k linie U2932 schvalenymi inhibitory Ribociclibem, Palbociclibem
a Abemaciclibem nebyl pozorovan zadny zasadni efekt na bunéény cyklus (az na mirny
néarist populace bunék v G2/M fazi po osetieni 2,5 pmol-I" Abemaciclibem). Soudasné
po pusobeni vSech ¢ty testovanych neschvalenych inhibitorti nedoslo pii koncentraci
0,5 pmol-I* k zadnym vyraznym zménam, avsak v koncentraci 2,5 pmol-I? byly opét
sledovany neptedpokladané efekty na bunécny cyklus. Po plsobeni Trilaciclibu doslo
v dané koncentraci k mirnému nariistu zastoupeni apoptickych bun¢k asi na 30 % ze
vSech detekovanych, zatimco u Lerociclibu se stejnym projevem byl nartist apoptosy
mnohem markantng&;jsi, na ptiblizné 80 % (Obr. 25).

Plsobeni inhibitort AMG 925 a ON 123300 vedlo také k velmi podobnému efektu,
a to k markantnimu nartistu zastoupeni bun¢k v G2/M fazi (4N) spolu s ptitomnosti
DNA-tetraploidni populace, jeZ byla odhalena na zakladé piku odpovidajiciho 8N sadam
chromosomil. Spravnost interpretace byla potvrzena na zaklad¢é prozkoumani zavislosti
boc¢niho rozptylu a ptimého rozptylu, pfi¢emz bylo vylouceno, Ze by se jednalo o shluky
bunék. Pravdépodobné doslo ucinkem téchto inhibitori k endoreduplikaci, tedy ke
zdvojeni chromosomt v interfazi, nasledné mitotické déleni bunééného jadra uz vSak
neprobéhlo. Mezi plisobenim inhibitort AMG 925 a ON 123300 byl pozorovan rozdil
pouze V zastoupeni apoptickych bunék, jeZ bylo u inhibitoru AMG 925 zna¢né vyssi
(Obr. 25). Tyto skutecnosti jasn¢ ukazaly na inhibici uréitych vedlejsich cilt, nezavislych
na funkcnosti proteinu Rb a pravdépodobné souvisejicich s regulaci G2/M faze a mitosy.

Jelikoz byly pro prvotni analyzu pouzity pouze dvé koncentrace v pomérné Sirokém
rozmezi, bylo dal$im cilem bliZe zjistit, pfi jaké koncentraci dochdzi ke sledovanym
efektiim na bun&cném cyklu. Proto byly burniky linie U2932 dale podrobeny pulisobeni tii
vybranych inhibitori Lerociclibu, AMG 925 a ON 123300 v koncentra¢ni fadé
0,625-1,25a25 umol-l'l, opét po dobu 48 hodin.

64



U2932,48 h
0,5 a2,5 pmol-I'! inhibitory

CTRL Ribociclib
Ul 3-All Evants 0.5 pmol-I! 2.5 pmol-I?
g % % .
E 200 g 0 E s
[=] [=r & we
Ay A s A s0
¥ Obsah DNA . Dbsah DNA Obsah DNA -
Palbociclib Abemaciclib
) 0.5 umol-1"! . 2.5 umol ! 0,5 umol 1! 2.5 umol-11
5" g 5" 5
B B . B B~
S . s g g =
e A A A
“* Obsah DNA ““ ObsahDNA “v Obsah DNA Obsah DNA
Lerociclib Trilaciclib
0.5 umol-1"! . 2,5 pmol 1t 0.5 pmol-1! .5 pmol 1t
B . ko k] ]
S e ® 3 = f-
£ = e Y
Obsah DNA Obsah DNA ObsahDNA  “**  Obsah DNA
AMG 925 ON 123300
0.5 pmol 1 oy 2.5 pmoll! ~ 0.5 pmol 1! 2.5 pmol-I'!
2. E. E Z
B - B B 3,
2 . e 8 2"
L Ao & &
Obsah DNA Obsah DNA Obsah DNA Obsah DNA

Obr. 25 Histogramy ziskané pfi cytometrickém méfeni po oSetieni bunek linie U2932
studovanymi inhibitory v koncentracich 0,5 umol-I* a 2,5 umol-I* po dobu 48 hodin
(stanoveno pritokovou cytometrii po ozna¢eni DNA propidium jodidem).

Zatimco pti 0,625 pmol-I"t koncentraci inhibitordi nebyly pozorovény Zadné zmény
v bunééném cyklu, u 1,25 umol-I'7 AMG 925 jako jediného ze tii dale studovanych
inhibitorti doslo k narastu populace bun¢k 4N a zietelné pritomnosti tetraploidni populace
(8N) (Obr. 26) Pti koncentraci 2,5 umol-I* byly vysledky konzistentn& zreplikovany
a byly pozorovany stejné efekty jako na Obr. 25.
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Obr. 26 Histogramy ziskané pii cytometrickém méfeni po oSetfeni bun€k linie U2932
studovanymi inhibitory Lerociclibem, AMG 925 a ON 123300 v koncentracich 0,625 —
1,25 a 2,5 pmol-I*t po dobu 48 hodin (stanoveno priitokovou cytometrii po oznaceni
DNA propidium jodidem).

Jelikoz endoreduplikace a tetraploidie nastava ve vétSiné pripadi po inhibici kinasy
Aurora B, jako pozitivni kontrola byl nakonec vyuzit inhibitor NU6140, u n€¢hoz byla
potvrzena inhibice kinas Aurora A, B i C (Jorda et al., 2018). Jeho ucinku byly vystaveny
tfi ze zkoumanych bunécnych linii: U2932, K562 a MV-4-11. Byly zvoleny stejné
koncentrace jako u piedchoziho experimentu: 0,625 pmol-I?, 1,25 pmol-I*?
a 2,5 umol-I, piisobici opét po dobu 48 h. U¢inek inhibitoru NU6140 se na vybranych
bunéénych liniich zna¢né riiznil. Zatimco na butikach linie U2932 se efekt projevil az pti
2,5 umol-I"t s velmi vyraznym zastoupenim tetraploidni populace, u buné&k linie K562
doslo jiz pti 0,625 umol-I™ k nartstu populace 4N i > 4N a s koncentraéni zavislosti se

zvySovalo zastoupeni populace 4N 1 8N. Na buiikach linie K562 vSak nebyla mira
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tetraploidie tak vysoka jako u bunék linie U2932, naopak piisobeni 2,5 pmol-1" NU6140
na bunky linie K562 vedlo k vyrazné&j$imu nartstu apoptické populace (Obr. 27).

Na bunkach linie MV-4-11 se neprojevil zadny vyrazny efekt na bunécny cyklus (az
na mirny pokles populace bun¢k v G2/M fazi), pouze mirny nartst apoptické populace
bun¢k (Obr. 27).

Na zaklad¢ oSetieni inhibitorem NU6140 bylo ovéfeno, Ze inhibice Aurora kinas vede
u bunék linie U2932 a K562 k projevu tetraploidie, zatimco na bunkach linie MV-4-11
tento efekt sledovan nebyl. Pravdépodobné zde existuji urcité rozdily mezi zastoupenim
nebo mutac¢nim profilem ovlivnénych kinas, které je pii studiu selektivity a buné¢ného

pusobeni inhibitorti nutno brat v potaz.
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Obr. 27  Histogramy ziskané pfi cytometrickém méfeni po oSeteni bunék linii U2932, K562
a MV-4-11 inhibitorem NU6140 v koncentracich 0,625 — 1,25 a 2,5 pmol-I* po dobu
48 hodin (stanoveno pratokovou cytometrii po ozna¢eni DNA propidium jodidem).
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5 DISKUSE

V praktické ¢asti predkladané prace byly stanoveny a prozkoumany efekty vybranych
inhibitort CDK4/6 na bunécnych liniich odvozenych od lidskych malignit, predevsim
myeloidni leukemie. VSechny studované inhibitory se vyznacuji vysokou potenci
k inhibici CDK4/6, selektivita této inhibice se vSak mezi jednotlivymi lisi. Ze tii
schvalenych inhibitort CDK4/6 jsou vysoce selektivnimi Palbociclib a Ribociclib,
selektivita Abemaciclibu je ve srovnani s nimi nizs§i, mezi ostatnimi znamymi inhibitory
CDK4/6 vsak stale vyznamna (Jorda et al., 2018; Hafner et al., 2019). Dalsi a zaroven
nejnovEjsi inhibitory CDK4/6, Trilaciclib a Lerociclib, disponuji mirné vyssi inhibici
CDK4/6 nez Palbociclib, avsak také vykazuji vyssi selektivitu nez Abemaciclib
(Bisi et al., 2016; Bisi et al., 2017; Klaeger et al., 2017). Inhibitor ON 123300 je
multikinasovy (Reddy et al., 2014) a AMG 925 je oznacovany jako dualni inhibitor
CDK4/6 a FLT3, vykazuje vSak také n¢kolik dalSich, vyrazné inhibovanych vedlejsich
cila (Li et al., 2014).

V literatuie byly Vv posledni dobé popsany odlisnosti mezi inhibitory CDK4/6
a vedlejsi cile, klicové pro burniky akutni myeloidni leukemie. Na zékladé téchto zjiSténi
byly v praci porovnany vybrané inhibitory na buné¢né tirovni, pro sjednocené srovnani
jejich efektt (které na modelu AML neni k dispozici) a potvrzeni inhibice vedlejsich cild.

Pii cytometrické analyze bunééného cyklu po 24 hodinovém plisobeni inhibitorti na
linie MV-4-11 a MOLM-13 (ob¢ disponujici mutaci FLT3-ITD, Obr. 12) byly
pozorovany prvni rozdily mezi inhibitory. Vyrazny G1 blok od 100 nmol-1?
s piekrogenim hranice 90 % bunék v G1 fazi pti 500 nmol-1? u schvéalenych inhibitort
koresponduje publikovanymi daty pro Palbociclib a Abemaciclib na totoznych
bunéénych liniich (Matsuo et al., 2018). Vyssi citlivost bunék MOLM-13 ve srovnani
s MV-4-11 je taktéz v souladu s publikovanym porovnanim jejich viability po pusobeni
Palbociclibu (Uras et al., 2016) a miry apoptosy po ptisobeni AMG 925 (Li et al., 2014).
U Trilaciclibu a ON 123300 neni ptisobeni na tyto linie popsano, zvySena mira apoptosy
koreluje s publikovanou mirou inhibice FLT3-ITD (Bisi et al., 2016; Reddy et al., 2014).
Vyrazny narist apoptosy u Lerociclibu pfi 2500 nmol-1" odpovida publikovanému vlivu
vysS§i koncentrace na bunécnou liniit WM2664 odvozenou od melanomu (Rb pozitivni),
kde nad 300 nmol-1"* dochazelo k vyraznému poklesu bunék v G1 fazi a narfistu apoptosy

(Bisi et al., 2017). Takové ptsobeni vSak nebylo u velmi podobného Trilaciclibu
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pozorovano, coz ukazuje na rozdil nutn¢ zptisobeny vedlejSim cilem, v némz se tyto dva
inhibitory lisi.

Bunky EOL-1 byly vybrany jako modelové bunky vykazujici vysokou expresi
nemutované FLT3, potvrzené na zaklad¢ srovnani buné¢nych linii pomoci western blotu
(Obr. 12) i pratokové cytometrie za pouziti protilatek proti FLT3 (Ampasavate et al.,
2019). Soucasné vSak disponuji fiznim genem FIP1L1-PDGFRa a tedy konstitutivné
aktivnim proteinem PDGFRa (Cools et al., 2004). Buriky EOL-1 se ukazaly byt velmi
citlivé na plisobeni vétSiny testovanych inhibitorid. Nejcitlivéj§i byly na inhibitor
ON 123300, u néhoz jiz pii piisobeni v koncentraci 100 nmol-1* po dobu 24 h bylo pies
80 % bunck apoptickych. Tento vysledek odpovida silné inhibici PDGFR, kterou
ON 123300 vykazuje (Reddy et al., 2014). Vyrazna mira apoptosy detekovana po
ptsobeni 500 nmol-1"t AMG 925 odrazi jiz dfive popsanou skute¢nost, Ze inhibitory
FLT3 vykazuji jako vedlejsi cil velmi ¢asto pravé PDGFR, vzhledem ke strukturni
podobnosti jejich kinasové domény. Nékteré latky funguji jako multikinasové inhibitory
FLT3, PDGFR a c-KIT, napt. Quizartinib (Kampa-Schittenhelm et al., 2013). Pusobeni
silnych inhibitori PDGFR vyvinutych na pracovisti LRR vedlo taktéz k vyrazné apoptose
bung¢k EOL-1 jiz pti 100 nmol-1t po 24 h (Rezni¢kova et al., 2019). Trilaciclib
a Lerociclib vykazuji podobny cytometricky profil jako AMG 925, inhibuji FLT3-1TD,
(Bisi et al., 2016; 2017), ale mira inhibice PDGFR je u Lerociclibu asi Sestrat vyssi nez
u Trilaciclibu (viz kapitola 4.3). Navic po ptisobeni Lerociclibu doslo jiz po 4 hodinach
k poklesu celkové hladiny PDGFRa. Tyto vysledky poukazuji na inhibici vedlejsiho cile
spole€ného Trilaciclibu 1 Lerociclibu, avSak také na vyrazny pro-apopticky efekt
Lerociclibu, jenz by mohl byt zpiisoben inhibici Mpsl (Mason et al., 2017).
U Abemaciclibu v§ak nebyla zjisténa inhibice PDGFR ani pti 10 pmol-1? (Moret et al.,
2019), piesto byla pii 500 nmol-1" pozorovéna vice nez 60% mira apotosy, na rozdil od
20 % u Ribociclibu a Palbociclibu. Tento efekt miize byt zptisoben inhibici CSNK2 nebo
kombinovanou inhibici CDK2 a CDK®9, jelikoZ bunky EOL-1 se ukézaly byt vyrazné
citlivé na piisobeni inhibitoru CYC065, inhibujiciho nejvice pravé CDK2/9 (Frame et al.,
2015). Ribociclib i Palbociclib se na bunkach linie EOL-1 projevily jako selektivni
inhibitory CDK4/6, protoZe po jejich pusobeni doslo pouze ke G1 bloku bez nardstu miry
apoptosy.

Rozdily ve fenotypovém projevu po pusobeni inhibitorG byly pozorovéany i u bunék
linie K562 (bez exprese FLT3). Schvalené inhibitory vyvolavaly G1 blok bez nartstu

apoptosy, coz odpovida efektem i koncentra¢nim vlivem jejich profilovani provedenému
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na pracovisti jiz diive (Jorda et al., 2018). Ani pusobeni ostatnich inhibitorti nevedlo
k vyraznému nardstu apoptosy, avSak u vSech Ctyf ostatnich inhibitord doslo pii
2,5 umol 1"t koncentraci k naristu populace bunék v G2/M, nejvyraznéji u ON 123300.
Tento efekt byl v koncentracich vys$§ich nez 3 pmol-1"? pozorovan u Abemaciclibu
a Vv koncentracich vyssich nez 10 pmol-11 u Palbociclibu na Rb pozitivnich i Rb
negativnich bunikach odvozenych od rakoviny prsu (Hafner et al., 2019). Zatim neni znam
pifesny molekularni cil, jehoz inhibice zpusobuje tento efekt, bude se jednat
pravdépodobné 0 kinasu regulujici pfechod G2/M, ktera nemusi byt u vSech Ctyf
inhibitord totozna.

Analyza fosforylace kli¢ovych proteinti signalni drahy vedouci od FLT3-ITD
Vv buiikdch MV-4-11 pomoci imunodetekce prokéazala ztetelnou inhibici této drahy po
ptsobeni 2 pmol-I* ON 123300 a AMG 925, u nichZ je potvrzena vysoka potence
Kk inhibici FLT3 i FLT3-ITD (Reddy et al., 2014; Li et al., 2014). Psobeni Trilaciclibu
I Lerociclibu vedlo ke stejnému efektu, coz odrazi inhibici FLT3-ITD jako vedlejsiho
cile. Zajimavym efektem vSak bylo, Ze na rozdil od potentnich a selektivnich inhibitori
FLT3, napf. Quizartinibu (Gunawardane et al., 2013) nebo na pracovisti vyvinutych
(Gucky et al., 2018), nedoslo po pisobeni studovanych inhibitort CDK4/6 k uplnému
potlaceni autofosforylace FLT3-1TD. I pfesto podiizené STATS a ERK vykazovaly témét
nulovou hladinu fosforylace, podobny efekt byl pozorovan po pusobeni Sorafenibu,
(inhibitor receptorovych tyrosinkinas VEGFR, PDGFR, KIT, FLT3), inhibujiciho
angiogenesi (Bruner et al., 2017).

P#i analyze vlivu inhibitorti v koncentraci 2 umol-1 po dobu &tyt hodin na linii
MOLM-13 byl pozorovan analogicky efekt odpovidajici inhibici signalizace od
FLT3-ITD. Pokles celkové hladiny FLT3 a fosforylace STATS po pisobeni vSech
neschvalenych inhibitort i Palbociclibu odpovidé4 diive publikovanym tdajim o vlivu
Palbociclibu na bunky linie MOLM-14 a muize vysvétlovat vétsi citlivost linie
MOLM-13 ve srovnani s MV-4-11 (Uras et al., 2016).

U bunek obou linii (MV-4-11 i MOLM-13) doslo po pisobeni neschvalenych
inhibitort jiz po 4 hodindch k fragmentaci PARP. To odpovidéa efektu vyrazné inhibice
signalni drahy podfizené FLT3, u specifickych inhibitori pozorovanému jiz v fadu
desitek nmol 1" (Gunawardane et al., 2013; Yoshida et al., 2014).

Plisobeni inhibitorti na buiitky EOL-1 odkrylo dal$i odliSnosti. Zatimco prokazatelna

inhibice PDGFRa po piisobeni 2 pmol-1"t ON 123300 souhlasi s jeho inhibi¢nim profilem

wrwe
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poklesem celkové hladiny PDGFR. Nezavisle na stavu PDGFRa vsak doslo po ptisobeni
neschvalenych inhibitorti k poklesu fosforylace vSech podiizenych STAT i ERK. Tento
efekt by mohl byt zptsoben inhibici rodiny PRKD, jejiz ¢lenové figuruji mezi nejvice
inhibovanymi kinasami u Trilaciclibu, Lerociclibu, ON 123300 i AMG 925 (Bisi et al.,
2016; 2017; Reddy et al., 2014; Li et al., 2014). Bylo totiz prokazano, ze uml¢eni genu
PRKD3 vede k zablokovani signalni drahy STAT1/3 — MAPK (Baker et al., 2018)
a inhibice PRKD1/2 vede k na modelu karcinomu pankreatu a kolorektalniho karcinomu
k aktivaci kaspas, snizeni exprese anti-apoptickych proteini rodiny Bcl-2 a nakonec az
k apoptose (Harikumar et al., 2010; Wei et al., 2014).

Necitlivost bun¢k K562 vici studovanym inhibitortiim, kromé ON 123300, souhlasi se
nepublikovana data). Ze studovanych latek vykazuje inhibici Ber-Abl pravé pouze
ON 123300 a aktivni Ber-Abl udrzuje aktivovanou i drahu STAT-MAPK. Na zakladé
toho pozorovéani je mozné, Ze studované inhibitory CDK4/6 vykazuji dané efekty
vyrazné€ji u bun€k S aktivaénimi mutacemi FLT3 nebo bun€k vyrazné zavislymi na
cytokinové signalizaci (JAK/STAT) (Uras et al., 2016).

Na zéklad¢ studia koncentra¢niho vlivu inhibitord Palbociclibu a Trilaciclibu na
bunikach MV-4-11 i EOL-1 byla po puisobeni Trilaciclibu potvrzena inhibice studované
signalni drahy v fadu 250 -500 nmol-1?%, coZ je ve srovnani s jednotkami nmol-I*
Quizartinibu (Gunawardane et al., 2013) vyrazn¢ slabsi potence. Pokles fosforylace Rb
pozorovany jiz od koncentrace 125 nmol-1"* koresponduje s vyraznou inhibici CDK4/6,
byl vSak ve vSech ptipadech doprovazen 1 vyraznym poklesem hladiny celkového Rb.
Pokles hladiny Rb mutze pramenit z vy$§i miry degradace nebo miize byt zpiisoben
Stépenim katalyzovanym kaspasami v prvotnich fazich apoptosy a byl jiz diive pozorovan
na n¢kolika bunéénych modelech (Boutillier et al., 2000; Zhang et al., 2014; Sumi et al.,
2015).

Efekt Trilaciclibu byl v obou pfipadech vyraznéjsi pii ptisobeni po dobu 4 h, ve
srovnani s 24 h, coz vedlo k dalsimu prozkoumani v jednotlivych ¢asech. Prechodny
efekt Trilaciclibu pozorovany na opétovné aktivaci FLT3 i MAPK drahy koresponduje
s analogickou reaktivaci téchto signalnich drah po adaptaci leukemickych bunék na
tyrosinkinasové inhibitory Sorafenib, Quizartinib, Lestaurtinib a Crenolanib
(Bruner et al., 2017). Pfechodné stépeni PARP a pokles Mcl-1 byl jiz také diive
pozorovan u Quizartinibu (Gunawardane et al., 2013). Pietrvavajici suprese fosforylace

STATS sice koresponduje s efektem tyrosinkinasovych inhibitorti (Bruner et al., 2017),
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avSak muze ukazovat na zapojeni dal§iho vedlejsiho cile (jiz zminované PRKD) a suprese
fosforylace Rb spolu s poklesem hladiny CycD3 muize zajistit déle trvajici efekt vedouci
az k apoptose.

Pti dikladnéj$i cytometrické analyze efekt studovanych inhibitorti byla na buiikach
linie K562 po piisobeni 2,5 umol-1" Lerociclibu a AMG 925 pozorovana tiplna apoptosa.
Tento efekt by mohl souviset se velmi silnou inhibici Mps1/TTK popsanou praveé u téchto
dvou inhibitori pfi studiu selektivity in vitro (Bisi et al., 2017; Li et al., 2014). Inhibice
Mps1 totiz vede k naruSeni kontrolniho bodu mitotického vieténka, aneuploidii a bunécné
smrti. Vyvinuté inhibitory Mpsl vykazuji stejny efekt, i kdyz v tadové nizSich
koncentracich, napf. na modelu karcinomi prsu nebo plic (Mason et al., 2017; Zheng
etal., 2019).

Na linii U2932, jejiz buiiky nedisponuji funkénim Rb, se vSak ukazal ptekvapivy efekt.
Zatimco pusobeni Lerociclibu vedlo k apoptose, coz miize byt zpisobeno kombinovanou
inhibici Mpsl a Nekl10 (kinasa regulujici prechod G2/M)
(Moniz a Stambolic, 2011), pasobeni AMG 925 a ON 123300 vedlo k pfitomnosti
populace tetraploidnich bunék (8N). Tetraploidni populace buné¢k byly nejcastéji
pozorovany po inhibici nebo umlc¢eni Aurory B (Shi et al., 2007; Vidarsdottir et al.,
2012). Urcitou miru inhibice Aurory B vykazuje ON 123300, avsak ne AMG 925.
Spole¢nymi cili s vysokou mirou inhibice jsou pro oba inhibitory kinasy podobné Cdc
(CLK), ptedevsim CLK2 a CLK4 (Reddy et al., 2014; Li et al., 2014). Aktivita téchto
kinas je nutnd pro kompletni aktivaci Aurory B a pro cytokinesi. Jejich inhibice narusuje
spravnou lokalizaci a aktivaci Aurory B a muze vést také k tetraploidii
(Petsalaki a Zachos, 2016). Nasledné byly proto tfi studované bunécné linie podrobeny
pusobeni potvrzeného inhibitoru kinas Aurora NU6140 (Jorda et al., 2018), ¢imz bylo
ubunck linie U2932 a K562 dosazeno podobného efektu, ale ve vétSi mife nez
u studovanych inhibitort CDK4/6. Skutec¢nost, ze bunky MV-4-11 byly k ptsobeni
inhibitoru resistentni, by mohla ukazovat na odliSny profil mutaci. Absence projevu
tetraploidie K562 v pritomnosti nékterych inhibitord CDK4/6 na rozdil od NU6140 by
mohla souviset s vyssi hladinou Mpsl a pfevazenim apoptosy popi. s resistenci praveé
k inhibici CLK2/4.
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6 ZAVER

Vyuziti schvélenych inhibitortt CDK4/6 v klinické praxi vyrazn¢ zménilo 1é¢ebny piistup
pro metastaticky karcinom prsu. Na zaklad¢ schvaleni Palbociclibu, Ribociclibu
a Abemaciclibu byla vyvinuta fada dalSich latek se zajimavymi preklinickymi Géinky
a Vv soucasné dobé probihd mnoho dalSich klinickych testi pro jejich 1éebné vyuziti
(Heptinstall et al., 2018). Nékteré ptipady, kdy byl u latek objasnén hlavni terapeuticky
cil az po jejich klinickém testovani (Lin et al., 2019) v8ak ukazaly, Ze je nutné provadét
dikladné studium selektivity na bunécné tirovni jesté pred jejich klinickym vyuzitim.

V praktické casti prace byly proto studovany odliSnosti v ptisobeni vybranych
inhibitorii CDK4/6 na bunétné urovni. Ackoliv nizsi selektivita cilenych latek se
vSeobecné povazuje za nezadouci, inhibice né€kterych vedlejSich cilii inhibitord mize
vykazovat pfiznivy Uc¢inek pro lécbu. Studium inhibice vedlejSich cilti proto mize vést
k vyuziti konkrétniho inhibitoru pro 1é¢bu jiného druhu choroby (nové vyuziti stavajici
latky, tzv. ,,drug repurposing “) (Pushpakom et al., 2019).

Na zaklad€ studia projevu vybranych inhibitori CDK4/6 na bunééné trovni byla
potvrzena inhibice FLT3(ITD) a podfizené signalizace u inhibitord ON 123300
a AMG 925, predevsim vsak u Trilaciclibu a Lerociclibu, kde efekt na bunééné urovni
dosud pozorovan nebyl. Na zaklad¢ detailni analyzy koncentracni i ¢asové zavislosti bylo
navrzeno i zapojeni inhibice kinas PRKD, zesilujici supresi zmifiované signalni drahy
(Baker et al., 2018). Ze studovanych inhibitord mél na modelu AML nejsilngjsi ucinek
Lerociclib, jehoz pisobeni vedlo k vyrazné apoptose.

Cytometricka méfeni po plisobeni inhibitorti na builkky nezavislé na FLT3 odhalila
I vyrazny ucinek Lerociclibu a AMG 925 vyvolavajici apoptosu, pravdépodobné
prostiednictvim inhibice mitotické kinasy Mpsl/TTK. Po pisobeni ON 123300
a AMG 925 na bunky s nefunkénim proteinem Rb byly pozorovany tetraploidni populace
bunék. Tetraploidie byla nejpravdépodobnéji vyvolana inhibici kinas CLK, ¢imz doslo
k zeslabeni funkce Aurory B a endoreduplikacim (Petsalaki a Zachos, 2016). Inhibice
téchto vedlejsich cilti bude v budoucnu déle studovana.

Na zdklad¢ Uc¢inkli inhibitori CDK4/6 piesahujicich jejich hlavni Ié¢ebnou
skupinu (karcinom prsu) by bylo vhodné uvazovat o rozsifeni jejich vyuziti i pro jina
maligni onemocnéni, piedev§im v kombinaci s dal§imi cilenymi 1é¢ivy. Vysledky této
prace ukazuji potencial vyuziti inhibitort CDK4/6 v kombina¢ni 1é€bé AML nebo pro

vyvoj novych inhibitorti vykazujicich podobné ptiznivé efekty.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AA
ABL
Akt
AML
APS
AR
ARK5
B-ALL
BIS
BSA
BTK
CAK
CAMK2
CDK
Cip/Kip
CIT
CLK
c-Myc
CSF1R
CSNK2
Cyc
DMEM
DMSO
DTT
DYRK
EDTA
EGFR
EGTA

ER
ERK
FLT3
FS
FYN
GAK

akrylamid

Abelsonova tyrosinkinasa

také proteinkinasa B, z anglického AKR-mouse thymoma
akutni myeloidni leukemie

peroxodisiran amonny

androgenni receptor

AMP-aktivované kinase piibuzna kinasa 5

B-buné¢na akutni lymfoblasticka leukemie
N,N'-methylenbisakrylamid

bovinni sérovy albumin

Brutonova tyrosinkinasa

CDK-aktivacni komplex (kinasa)
Ca?*/kalmodulin-dependentni proteinkinasa
cyklin-dependentni kinasa

s CDK-interagujici proteiny/kinasové inhibi¢ni proteiny
Citron-Rho interagujici kinasa

Cdc (cell division cycle)-ptibuzné kinasy

bunécny homolog virového onkogenu ptaci myelocytomatosy
receptor kolonie stimulujiciho faktoru

kasein-kinasa 2

cyklin

Dulbeccem modifikované Eaglovo médium
dimethylsulfoxid

dithiotreitol

tyrosinem regulované kinasy s dvoji specificitou
kyselina ethylendiamintetraoctova

receptor epitelidlniho ristového faktoru

kyselina ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-
N,N,N',N'-tetraoctova

estrogenni receptor

extracelularnim signalem regulovana kinasa

onkog. Feline-McDonoughova sarkomu ptibuzna tyrosinkinasa 3
fetalni sérum (bovinni)

Src-ptibuzna kinasa, z anglického Src-family tyrosin kinase

s cyklinem G-asociovana kinasa
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GSK3 glykogensynthasa-kinasa

HEPES kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova
HER2 receptor herregulinu 2

HIPK S homeodoménami interagujici proteinkinasa

INK4 inhibitory tfidy CDK4

IRAK kinasa asociovana s receptorem pro interleukin 1

KIT tyrosinkinasa KIT

LCK pro lymfocyty specifické tyrosinkinasa

LYN LCK/YES-ptibuzna tyrosinkinasa

Mcl-1 protein diferenciace bunék myeloidni leukemie

MEK mitogenem aktivovana proteikinasa

Mps1/TTK monopolarni vieténkova threonin/tyrosin kinasa
NEK10 NIMA (never in mitosis)-piibuzna kinasa 10

PARP poly(ADP-ribosa)polymerasa

PDB proteinova databanka

PDGFR receptor destickového ristového faktoru

PIM protoonkogenni serin/threoninové proteinkinasa

PIP4K fosfatidylinositol-5-fosfat 4-kinasa

PIP5K fosfatidylinositol-4-fosfat 5-kinasa

PMSF fenylmethylsulfonyl fluorid

PRKD proteinkinasa D

RAM krali¢i protilatka proti mysi protilatce (rabbit anti-mouse)
Rb retinoblastomovy protein

RbL retinoblastomovému proteinu podobny protein

RPMI 1640 Roswell Park Memorial Institute 1640

SARS-CoV-2 koronavirus zpusobujiciho tézky akutni respira¢ni syndrom 2
SDS dodecylsiran sodny

SLK serin/threoninové kinase 20 podobna kinasa

SNARK SNF1-AMPK-ptibuzné kinasa

STAT signalni pfenase¢ a aktivator transkripce

STK16 serin/threoninova kinasa 16

SWAR praseci protilatka proti kralic¢i (swine anti-rabbit)
T-ALL T-bunécna akutni lymfoblastické leukemie

TEMED N, N, N', N'-tetramethylethylendiamin

Tris tris(hydroxymethyl)aminomethan

ULK Unc-51 ptibuznd, autofagii aktivujici kinasa

VEGFR receptor vaskularniho endotelidlniho ristového faktoru
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