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Souhrn

Cyklin-dependentni kindzy (CDK) zaujimaji zasadni role v fad¢ bunécnych funkci, jako je
regulace bunécného cyklu a transkripce, diferenciace bunc¢k ¢i navozeni bunécné smrti.
Predstavuji jednu z vyznamnych skupin moZnych budoucich c¢ili modernich
protinddorovych 1é¢iv, nebot jejich aktivita je vfadé onemocnéni néjak naruSena.
V soucasnosti jiz probihd klinické ovétovani ucinnosti n€kolika prepardtd inhibujicich
CDK, mechanismus jejich protinddorového cytotoxického plsobeni neni ale stile zcela
jednoznacné objasnén. Cilem této prace je tedy pfispét k objasnéni nékterych aspekt
jejich piisobeni, a to konkrétné¢ ve vztahu k transkripci RNA azméndm transkripcnich
regulator Rb a UBF, zejména jejich fosforylace a vzdjemné interakce. Zvoleny byly
roskovitin, flavopiridol a CANS5O0S, inhibitory s odliSnymi strukturami a také selektivitou.
Ziskané vysledky dokumentuji negativni vliv téchto latek na proliferaci leukemické

bunécné linie K562.



Summary

Cyclin-dependent kinases (CDKs) play key roles in many cellular processes such as cell
cycle regulation, transcription, differentiation and induction of cell death. Due to their
frequent deregulation in many serious human diseases, they are currently suggested
as potential targets of modern chemotherapeutics, including anticancer drugs. Several CDK
inhibitors currently undergo evaluation in clinical trials, but still mechanisms of their
anticancer cytotoxicity are not fully elucidated. This thesis explores some aspects of their
antiproliferative activity, with the focus on RNA transcription and changes
of transcriptional regulatory proteins Rb and UBF. Flavopiridol, roscovitine and CAN508
have been selected as model inhibitors because of differences in both their anti-kinase
selectivities and their structures. Obtained results document negative effects of these

inhibitors on proliferation of leukemic cell line K562.
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1 Cile diplomové prace

Literarni reSerSe tykajici se mechanismu ptlisobeni inhibitort cyklin-dependentnich kinaz

se zamé&fenim na interferenci s transkripci.

Ov¢éteni antiproliferativniho piisobeni vybranych inhibitorti cyklin-dependentnich kinédz

s ruznou selektivitou.

Studium vlivu vybranych inhibitori cyklin-dependentnich kindz na transkripci RNA
azmény transkripénich reguldtort Rb a UBF, zejména jejich fosforylace a vzdjemné

interakce.



2 Uvod

Soucasnd medicindlni chemie je zaméfena jak na zlepSovani struktury a biologickych
vlastnosti cytostatik jiz zndmych, tak na vyvoj 1éCiv s novym mechanismem ucinku. Mezi
lé¢iva druhé skupiny patii také inhibitory riznych proteinkindz, které maji potencidl
pfedevS§im v protinddorové 1é¢be, ale uplatnéni mohou nalézt také u fady dalSich nemoct,
kde dochdzi k patologické zméné ve funkci téchto enzymi. Jednu z vyznamnych skupin
moznych budoucich cilenych 1é¢iv predstavuji syntetické inhibitory cyklin-dependentnich
kindz. Cyklin-dependentni kindzy zaujimaji totiz zdsadni role v fad¢ bunécnych funkci,
jako je regulace bunécného cyklu a transkripce, diferenciace bun€k ¢i navozeni bunécné
smrti. Zasadni je funkce cyklin-dependentnich kindz v regulaci bunééného cyklu, protoze
praveé ta byva v nddorovych bunkéch Casto vyrazné¢ zménéna. Genetické Ci epigenetické
zmeény mohou mit za ndsledek up-regulaci CDK a cyklinli nebo naopak ztratu funkce jejich

endogennich inhibitord, a tyto zmény mohou vyustit v deregulaci bunécného deleni a vznik

rakoviny.

Z tohoto duvodu ptedstavuji cyklin-dependentni kindzy atraktivni cile pro vyvoj novych
protinddorovych 1é¢iv. Prevdznd vétSina studovanych inhibitort vykazuje antiproliferacni
aktivitu na zdklad¢ inhibice cyklin-dependentich kindz regulujicich cyklus, protoze pravé
spravna funkce CDK je pro postup bunéénym cyklem esencidlni. Tyto inhibitory indukuji
blok cyklu v kontrolnich bodech buné¢ného cyklu, a to na pfechodech G1/S a G2/M.
Inhibitory cyklin-dependentnich kindz navic zpUsobuji zastaveni replikace, ¢imZ se
bunéény cyklus zastavuje 1 ve fazi S (Schutte er al., 1997; KryStof et al., 2006;
Paprskdiova et al., 2009). Méné€ selektivni inhibitory pak mohou plsobit také
na cyklin-dependentni kindzy regulujici transkripci, coz se negativné projevi v syntéze
RNA a nésledné také v translaci a tvorbé proteintll, pficemz proteosyntéza je zdkladni
determinantou umoziujici bunécny rast. Studované litky tedy zasahuji nejen cyklin-
dependentni kindzy regulujici cyklus ale i transkripci, piipadné i zcela jiné enzymy, a proto
také jejich protinddorové ptsobeni vykazuje komplexni charakter. Pfevazna vétSina vyvoje
novych inhibitori CDK se v sou¢asné dobé& ubird smérem dosaZeni maximadlni selektivity
inhibitord, ta je vSak obvykle nizkd. Cést vyzkumu tedy vyuZiva kombinovaného téinku

inhibitorti, jelikoZz soucasnd inhibice cyklin-dependentnich kindz regulujicich cyklus i



transkripci muze vést k zesileni jejich protinddorového dcinku. Na druhou stranu paralelni
a cilend inhibice vice cilti mize ptsobit fadu problému v designu jejich spolecného tcinku

(Cai et al., 2006; Krystof et Uldrijan, 2010)

Mechanismus cytotoxického pilisobeni pan-specifickych inhibitorti cyklin dependentnich
kinaz, jako jsou roskovitin i flavopiridol, je sice od pocatku ndimétem tfady studii, ale stile
neni zcela jednoznacné objasnén. Ukazuje se, Ze na pusobeni téchto inhibitorii se
pravdépodobné podili nékolik vzdjemné nezavislych mechanismi, a to zejména diky jejich
selektivité. Roskovitin totiz ptimo inhibuje aktivitu mitotické CDKI1, S—fazové CDK2,
aktivacni CDK7 a transkripéni CDKO9. Flavopiridol pak vykazuje nejsilnéjsi inhibici vuci
CDKO. I pfesto, Ze cytotoxické plsobeni roskovitinu a flavopiridolu nebylo zatim zcela
jednoznacéné vysvétleno, vstoupily tyto inhibitory neddvno do druhé faze klinickych testu.
Zv1aste proto je dalezité i nadédle pracovat na dal§im upfesnéni mechanismi jejich dcinku
(McClue et al., 2002; Shapiro, 2006; Wesierska-Gadek er Krystof, 2009; KrysStof et
Uldrijan, 2010).



3 Soucasny stav ireSené problematiky

V této kapitole je nastinéna problematika cyklin-dependentnich kindz a jejich inhibitort,
mechanismy plsobeni nékterych CDK inhibitort, jejich antiproliferativni a proapoptotické

ucinky se zamétfenim na interferenci s transkripci.

3.1 Cyklin-dependentni kinazy a jejich funkce

Reverzibilni fosforylace je hlavni post-translaéni modifikaci, kterd kontroluje a fidi
veSkeré bunéfné procesy. Fosforylace hydroxylu serinovych, threoninovych a
tyrozinovych rezidui proteint je katalyzovana proteinkindzami. Lidsky genom kéduje 518
proteinkindz (Manning et al., 2002), hlavni zdjem je vSak zaméfen predevSim na ty z nich,
které se néjakym zplisobem podileji na vzniku a projevech lidskych nemoci. Typickym
piikladem jsou cyklin-dependetni kindzy diky jejich nepostradatelné funkci v regulaci
bunécéného cyklu, jeZ se vyrazné méni v nddorovych bunkach (Meijer et al., 2006; Yap et
al., 2007; Grant, 2009), proto se CDK staly cilem vyvoje novych 1é€iv — inhibitord CDK.
Historie vyzkumu nejen samotnych proteinkindz, ale také jejich inhibitord, je nesmirné
bohatd a pfinasi fadu vyznacénych objevi, jak popisuje Stephan K. Grant v prehledném
review z roku 2009. Cestu k vyvoji inhibitordt CDK odstartovala jiZ studie E. H. Fishera a
E. G. Krebse pojednévajici o fosforylaci proteini a jejim vlivu v regulaci biologickych
procest (Fischer et Krebs, 1966), za niz jim byla udélena roku 1992 Nobelova cena
zamedicinu. V roce 1989 J. Michael Bishop a Harold Varmus popsali, Ze nckteré
proteinkindzy ptisobi jako onkogeny. Paul Nurse a Timothy Hunt byli dalS§imi védci, kteii
se zapsali do historie popisem role cyklinii a CDK regulujicich bunéény cyklus. A Leland
Hartwell rozsitil danou problematiku popisem kontrolniho bodu, ktery vede k zastaveni
bunécéného cyklu na zdklad€ kindzové signalizacni drahy ¢i poSkozeni DNA (Grant, 2009).
Tato zdsadni role CDK v regulaci fady bunécnych funkci a také v tumorogenezi vedla
k vyzkumu inhibitorti cyklin dependentnich kindz, pfedevsim pak inhibitori CDK o nizké

molekulové hmotnosti jakoZto potencidlnich terapeutik.

Cyklin-dependentni kindzy (CDK) jsou Ser/Thr proteinkindzy, které jsou mezi sebou

vysoce konzervované a vykazuji silnou sekvencni homologii. Cyklin-dependentni kindzy
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se spojuji s cykliny v heterodimerické komplexy. Kindzova podjednotka komplexu zastava
funkci katalytickou, zatimco cyklin md regulani funkci a diky jeho vazb& se méni
konformace CDK na aktivni formu (Pavletich, 1999; Knockaert et al., 2002). PiestoZe jsou
cyklin-dependentni kindzy oznaCovany piedevSim za reguldtory bunéného cyklu, hraji
vyznamnou roli také v regulaci transkripce, a taktéZ maji svij podil na fizeni diferenciace

bunék, signalizaci bolesti, fyziologii nervovych bun€k ¢i navozeni bunécné smrti (Meijer

et al., 2006; Grant, 2009).

Aktivita samotnych CDK je regulovana v né€kolika krocich. Pro aktivaci CDK je nutna
fosforylace CDK-aktivaéni kindzou (CAK) neboli CDK7/CYCH/MATI1 (Patel et Simon,
2010) na threoninu uvniti T-smycky. Roli hraje také negativni fosforylace Weel kindzou,
pficemz tento inhibi¢ni fosfat je pozdéji odstranén fosfatdzou cdc25. Také asociace kinaz
nejen s piisluSnymi cykliny ale i endogennimi Cip/Kip nebo INK4 inhibitory ma vliv
na aktivitu CDK (Pavletich, 1999; Sherr et Roberts, 1999; Krystof et al., 2006; Shapiro,
2006; Yap et al., 2007; Wesierska-Gadek et Krystof, 2009). V neposledni tfadé hraje roli

v regulaci CDK i jejich intraceluldrni lokalizace (Meijer et al., 2006).

3.1.1 Regulace bunéc¢ného cyklu

Postup bunéénym cyklem je regulovan fadou pozitivnich a negativnich faktort, z nichz
vyznamnou roli hraji pravé komplexy cyklini s CDK. Mezi komplexy podilejici se
naregulaci bunééného cyklu patii jednak CDK4/CYC D, CDK6/CYC D a CDK2
v komplexu s cyklinem E, které reguluji nejen prubéh Gl faze ale i prechod z Gl
do S faze. G1-fazové komplexy cyklin-CDK postupné fosforyluji protein Rb, ¢imzZ zrusi
interakci mezi Rb a E2F. Transkripéni faktory E2F nasledné umoziuji pfepis gent nutnych
pro piechod z G1 do S faze bunééného cyklu. Regulece bunééného cyklu prostrednictvim
komplextit CDK/CYC ve vztahu k proteinu Rb je zndzornéna na obrazku 1. Dalsi skupinu
tvofi komplex CDK2 scyklinem A, ktery podporuje replikaci DNA a postup S fazi,
spolecné s komplexy cyklini A a B s CDKI, které zajistuji ndsledny ptechod z G2 faze
do mitézy. Komplex CDKI1/CYC B reguluje proces bunécného déleni (Knockaert et al.,
2002; Shapiro, 2006; Wesierska-Gadek et Krystof, 2009).
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Obr. 1: Regulace bunécného cyklu prostiednictvim CDK a proteinu Rb. Upraveno podle
Lapenna et Giordano, 2009.

Cilen4 fosforylace zprostfedkovand CDK ma zdsadni vliv na bunéénou proliferaci. Jednim
z vyznamnych cilit CDK fosforylace je retinoblastomovy protein (Rb), ktery je pro své
antiprolifera¢ni U¢inky oznacovany jako nddorovy supresor, tedy protein branici vzniku
nadort. V piipadé absence mitogennich signdlii totiZ Rb blokuje zahijeni bunécného
cyklu. Rb interakei s fadou proteint a transkripénich faktor (obrazek 2) reguluje expresi
G1/S genii vSemi tfemi jadernymi RNA polymerdzami (White, 2005; Shapiro, 2006).
Protein Rb vytvaii komplex s E2F transkripénimi faktory, ¢imz znemoziiuje aktivaci gena
nutnych pro dal$i postup bunéénym cyklem (jako je napi. cyklin E). Protein Rb pfispiva
k mitogenni senzitivit¢ také cestou regulace syntézy rRNA a tRNA tim, Ze interaguje
s transkripénimi faktory UBF (upstream binding factor) a TFIIIB (RNA polymerase III
transcription initiation factor B), ¢imZz reguluje aktivitu polymerdaz I a III. Pokud je
transkripéni  faktor UBF zachycen v komplexu sRb, nemlze byt pfipojen
do pre-inicia¢niho komplexu RNA polymerdzy I, ¢imZ dochdzi k inhibici transkripce gent

regulovanych UBF (Voit et al., 1997; Hannan et al., 2000; Grummt, 2003; White, 2005).
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Podobné je skrze navazani UBF schopen regulovat transkripci rDNA také protein p130
(Hannan et al., 2000). Protein Rb se podili také na regulaci transkripce genii polymerazou
IIT interakei s TFIIB. Pro rozpoznani promotoru a iniciaci transkripce genli polymerazou
IIT je nutnd asociace TFIIIB a TFIIC (general transcription factor IIIC) do komplexu.
Tento komplex vSak nemuze vznikat, je-li TFIIIB v asociaci s Rb (Chu et al., 1997;
Schramm et Hernandez, 2002; White, 2005).

%l\
OOOEEEOEE

Obr. 2: Interakce Rb s dalsimi transkripcnimi reguldtory. Tyto interakce maji vésinou
inhibicni povahu. Proteiny, které byvaji v nddorovych bunkdch produkovdny silnéji nebo
primo mutovdny, jsou zndzorneny cervenou barvou. Upraveno podle White, 2005.

Protein Rb hraje centrdlni roli v ptechodu G1/S. V hypofosforylované formé blokuje Rb
bunécny cyklus tim, Ze drzi uvedené transkripcni faktory nutné pro ptepis G1/S fazovych
gentl v komplexu. Jako odpovéd’ na mitotickou stimulaci je v pribéhu G1 faze protein Rb
postupné fosforylovan ¢innosti komplexi CDK4/CYC D, CDK6/CYC D a CDK2/CYCE,
¢imZ je ruSena jeho schopnost vytvéret inhibi€ni komplexy s transkripénimi faktory
(Harbour et Dean, 2000; White, 2005; Shapiro, 2006; Poznic, 2009; Krystof et Uldrijan,
2010). Pro aktivaci a spravnou funkci komplexii CDK4/6/CYC D je nutnd piitomnost
Cip/Kip proteinil, ty vSak soucasné inhibuji CDK2. GI1 progresi reguluje také protein
p16INK4A z INK4 rodiny, ktery pusobi jako specificky inhibitor CDK4 a 6 bchem

senescence bun¢k, kdy po jeho navdzani na CDK4/6 dochdzi k uvolnéni cyklinu D

13



z komplexu. Nasledna destabilizace cyklinu D vede k redistribuci Cip/Kip na CDK2, coz

INK4A
6

ma za nasledek zastaveni bunéfného cyklu v G1 fézi. Inaktivace pl vede k uniku

bunék ze senescence (Sherr ef Roberts, 1999; Shapiro, 2006).

Protein Rb piisobi jako tumor supresor, je-li vSak jeho funkce néjakym zpiisobem
zménéna, miZe vést aZ ke vzniku rakoviny. Zmény mohou byt vyvoldny jednak piimo
mutaci genu retinoblastomu, ale téZ inaktivaci na proteinové urovni napiiklad vazbou
virovych onkoproteinti jako je onkoprotein E7 lidského papillomaviru. V jinych typech
rakovin miZe byt zména funkcnosti Rb zpiisobena deregulaci cyklin-dependetnich kinaz

(Krystof er Uldrijan, 2010).

3.1.2 Koordinace buné¢ného cyklu s transkripci

Zakladni determinantou umoznujici bunécny rist je proteosyntéza. U eukaryotnich
organismi zajiStuji transkripci jadernych gent tfi RNA polymerazy, z nichZz kazdd ma
esencidlni funkci. Polymeréza I je sloZena ze 14 dil¢ich podjednotek, polymeradza Il ze 12 a
polymerdza III ze 17 podjednotek. Polymerdza I se podili vylu¢né na transkripci rDNA
gend, které se u ¢lovéka vyskytuji pfiblizn¢ ve 400 kopiich. Polymerdza II pfepisuje geny
kédujici proteiny, ale souCasné i fadu genl kdédujicich snRNA (malé jaderné RNA).
Polymerédza III transkribuje Siroké spektrum kratkych netranslatovanych molekul RNA
jako jsou 5S rRNA, tRNA, 7SL RNA, 7SK RNA regulujici transkripci, polymerdza II
ptepisuje MRP, U6 a H1 RNA molekuly, které jsou nutné pro post-transkripcni upravu
rRNA, mRNA a tRNA. Polymerdza III pfepisuje také SINES (short intespersed nuclear
elements). Navzdory tomu, Ze polymerdza I pfepisuje nejmensi pocet templati, jeji podil
na celkové jaderné transkripci je vice nez 70 %, zatimco polymerazy Il a polymerazy III
pouze necelych 20 % a 10 %. Témét vSechna rRNA je inkorporovdna do ribosomd,

mnoZzstvi proteosyntézy tedy koreluje s obsahem rRNA a tRNA (White, 2005).

Regulace transkripce je komplexni proces, na némz se podili také cyklin-dependentni
kindzy. CDK regulujici transkripci jsou CDK7 v komplexu s cyklinem H, CDK9/CYC T a
CDKS8/CYC C. Tyto komplexy fosforyluji karboxy-termindlni doménu (CTD) RNA
polymerazy II, ¢imz umoziuji transkripci DNA. Komplex CDK7/CYC H fosforyluje CTD
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polymerazy II zejména na Ser5, ¢im umoZni iniciaci transkripce. CDK9/CYC T se podili
na utvafeni transkripéniho elonga¢niho faktoru b (P-TEFb), ktery nasledné fosforyluje
CTD na Ser2, coz vede k prodluzovani vznikajicich transkripti (Shapiro, 2006; Yap et al.,
2007; Wesierska-Gadek et KryStof, 2009). Komplex CDK7/CYC H pak vytvaii
vyznamnou spojnici mezi regulaci transkripce a bunééného cyklu, protoZe plisobi nejen
jako soucddst transkripcniho faktoru TFIIH fosforylujictho RNA polymeézu II, ale také jako
CAK (Fisher, 2005; Glover-Cutter et al., 2009).

Neproliferujici buniky (tedy v GO fazi bunééného cyklu) se vyznacuji dtlumem transkripce
prostfednictvim proteini Rb, p53 a ARF. Inaktivace téchto nddorovych supresort
v transformovanych bunkéich vede k deregulaci RNA polymerdzy I a III. Tato zména
v regulaci muze byt ddle stimulovdna onkoproteiny jako je napiiklad Myc (Koumenis et
Giaccia, 1997). Syntéza rRNA je totiz limitujicim faktorem pro proliferaci
transformovanych bunék (White, 2005), a v tumorech muiZe byt stimulovdna také
overexpresi nucleophosminu. Nucleophosmin je multifunk¢ni jaderny protein, ktery je
mimo jiné zapojen také v biogenezi ribozomi. Endoribonukledzova aktivita
nucleophosminu je regulovdna ARF (alternative reading frame product). ARF interaguje
s nucleophosminem, ¢imZ zptsobuje jeho ubiquitinylaci a proteasomdlni degradaci. Tato
interakce muZe fungovat jako jeden z koordindtord bunééného ristu a proliferace.
Pfi onkogenich signdlech aktivuje kontrolni bod buné¢ného cyklu drahu ARF-MDM?2-p53,
a podobn¢ muze aktivovat kontrolni bod biogeneze drahu ARF-nucleophosminu-ribozomy.
Virem indukovand overexprese nucleophosminu mize ptrekrocit hladinu ARF indukujici
zastaveni bunécného cyklu, coZ naznaCuje onkogenni aktivitu nucleophosminu jeho

schopnosti inaktivovat ARF (Itahana et al., 2003).

Syntéza rRNA a biogeneze ribozomu je urCujicim faktorem pro tvorbu proteind, a tim i
pro rust a déleni bunck. Syntéza lidské rRNA vyzaduje dva pomocné faktory UBF a SLI1
(promoter-selectivity factor) viz obr. 3. SL1 je analog TFIID a TFIIIB, které jsou zapojeny
v transkripci genlt RNA polymerdzou II a III. Komplex SLI1 se sklddd z TATA-binding
proteinu (TBP) a tii asociovanych faktori (TAFs) (Comai et al., 1994; White, 2005).
Transkripéni komplex SL1 je nutny pro piimou iniciaci transkripce rRNA, sdm vSak
pro svou aktivaci potiebuje interakci s UBF, jehoZ prostfednictvim je na promotor

navazan. Pouze fosforylovand forma UBF umoZiuje asociaci se SL1 a jeho vazbu

15



na promotor, defosforylace UBF tuto interakci rusi (Tuan ez al., 1999). UBF se tedy jevi
jako hlavni regulator transkripce ribozomalni DNA. UBF je abundantni jaderny protein
z rodiny proteinti s HMG doménou. Lidsky protein UBF se vyskytuje ve dvou splicing
variantich UBF1 (97 kDa) a UBF2 (94 kDa ), které se od sebe 1i$i deleci 37 aminokyselin
uvnitt druhého HMG boxu (O"Mahony et Rothblum, 1991; Voit et al., 1995). UBF je
cilem fady signdlnich drah béhem diferenciace, proliferace a bunétného rtstu. UBF
obsahuje na C konci mnoho fosforyla¢nich mist, kterd maji zasadni vliv na jeho schopnost
aktivovat transkripci (Voit et al., 1995; O'Mahony et al., 1992; Voit et Grummt, 2001).
Modulace aktivity UBF v zdvislosti na fazich bunééného cyklu hraje kliCcovou roli

v regulaci syntézy rRNA.

Obr. 3: Transkripcni komplexy polymerdzy I a II1. Prevzato a upraveno dle White, 2005.

Oscilace syntézy rRNA se dé&je v zdvislosti na riznych stavech fosforylace UBF.
Nefosforylovany UBF je inaktivni, a aby stimuloval transkripci, musi byt mnohonédsobné
fosforylovéan. Jaderny faktor UBF je fosforylovan jednak kasein kindzou II, ktera ptispiva,
ale sama o sob¢ neni dostacujici, k aktivaci transkripce. Kromé toho fosforyluji UBF i dalsi
proteinkindzy na riznych mistech v zavislosti na extra- i intracelularnich signalech (Voit et
al., 1995). Pro zahdjeni transkripce rDNA gent je nutnd fosforylace UBF na serinu 484
pomoci Gl-specifickych komplexi cyklini s CDK, konkrétné CDK4/CYC DI a
CDK2/CYC E. Aktivace transkripce rDNA po sérové stimulaci piimo Kkoreluje
s fosforylaci Ser484, tento fakt byl potvrzen mimo jiné cilenou mutaci Ser484, kterd

snizuje tDNA transkripci in vivo a in vitro. V sérové deprivovanych bunkéach je UBF
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hypofosforylovan a transkripné inaktivni (Voit et al., 1999). O'Mahony et al. (1992)
popsali, Ze fosforylace UBF je dulezita také pro jeho subceluldrni distribuci mezi jadérkem
a cytoplazmou. Interakce UBF s CDK4/CYC D1 a CDK2/CYC E vytvafi vyznamnou
spojnici mezi progresi G1 a syntézou rRNA. Po probéhnuti G1 je UBF fosforylovan
na serinu 388 pomoci CDK2/CYC E a CDK2/CYC A. Fosforylace UBF na serinu 388 je
nutnd pro vytvoreni iniciaéniho transkripéniho komplexu a zaji§t'uje tak interakci s RNA
polymerdzou I (Voit et Grummt, 2001). Aktivita UBF miiZe byt také zménéna interakci
s dalSimi bun&Enymi proteiny (Voit et al., 1997). Béhem mitotického déleni dochdzi
k inhibici transkripce rDNA gent prostiednictvim TTF-1 (transkripéni terminacni faktor)
(Sirri et al., 1999). Heix et al. (1998) ukazali, ze TTF-1 je béhem mitdzy specificky
fosforylovan CDC2/CYC B a takto fosforylovany TTF-1 rusi vazbu mezi SL1 a UBF,

¢imZ inhibuje transkripci iDNA béhem mit6zy.

3.2 Inhibitory proteinkinaz

Inhibitory proteinkindz piedstavuji vyznamnou a stile se rozvijejici skupinu cilenych 1é¢iv.
Béhem poslednich deseti let vstoupilo pfes sto riznych nizkomolekuldrnich
proteinkindzovych inhibitort do klinické faze testl (Grant, 2009). Tyto inhibitory maji
potencidl nejen v protinddorové 1écbé, ale také v1écbe tady dalSich nemoci, kde
proteinkindzy vykazuji patologickou funkci. Terapeutické inhibitory proteinkindz jsou
v klinické féazi testovani také proti nemocem jako je revmaticka artritida, kardiovaskularni
choroby a diabetické komplikace (Grant, 2009). Jednim smérem, kterym se vyvoj
inhibitori ubird, jsou terapeutické monoklondlni protilatky cilené piedevSim na rlstové
faktory a receptory tyrosinkindz. Z téchto terapeutickych protilatek v klinické fazi vyvoje
Ize jmenovat alespoii Avastin® cileny proti VEGF (vascular endothelial growth factor)
(Midgley et Kerr, 2005), Herceptin® uzivany k 1éc¢bé rakoviny prsu (Valabrega, et al.,
2007) a Pertuzumab® zaméfeny na 1é¢bu rakoviny plic (Johnson et Jinne, 2006). Dalsi
slibné terapeutické strategie jsou siRNA ¢i antisense technologie, kdy interferenci dochédzi
ke sniZeni exprese cilenych gend. Na této bdzi funguji napiiklad léky Sirna—027 c¢i

Vitravene® (Grant, 2009).
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3.2.1 Inhibitory cyklin-dependentnich kinaz

Jiz diive zacaly byt inhibitory CDK povazovany za novou moznost 1éCby pacientii se
Spatnou progndzou ¢i pokroc¢ilym stddiem rakoviny, protoZe CDK inhibitory jsou pacienty
vSeobecné l1épe piijiméany nez klasickd chemoterapie s Sirokym spektrem vedlejSich d¢inka
(Grant, 2009). Mechanismus G¢inku CDK inhibitorii je zaloZen na branéni schopnosti
proteinkindz fosforylovat piislusné substraty, at’ v podobé dalSich proteinli, nebo téZ i
v autofosforylaci. Inhibitory CDK kompetituji s ATP o vazbu do aktivniho mista kinazy.
Tato kompetice musi byt vysoce efektivni, protoze mnozstvi molekul ATP v buiikach se
pohybuje az okolo 2 miliénti a proteiny k nému vykazuji vysokou afinitu. Navic CDK
mezi sebou vykazuji vysokou sekvencni homologii aminokyselinovych rezidui v misté
vazajicim ATP, coz zpocCitku zrovna nepodporovalo mysSlenku vyvoje selektivnich
ATP-kompetitivnich inhibitorti (Grant, 2009). DalSim hlediskem je dynamicka tercidrni
struktura proteind. Také proteinkindzy zaujimaji fadu rozdilnych konformacnich stavi,
Casto zavislych na fosforylaci specifickych rezidui, to umoziiuje CDK inhibitorim
rozvinout svou potenciondlni selektivitu. Jednotlivé kindzy se mezi sebou lisi ve zptisobu
regulace fosforylaci. Po fosforylaci se aktivacni smycka CDK zmeéni na produktivni
konformaci, kterd umozni navdzani ATP a proteinového substrdatu (Huse et Kuriyan, 2002;
Liao, 2007). Nizkomolekularni inhibitory CDK regulujici aktivitu CDK jsou vyznamnou a
stile se rozvijejici skupinu cilenych 1é¢iv. Béhem poslednich 20 let se dostalo minimalné
24 inhibitort do klinické faze testi (Krystof et Uldrijan, 2010) viz tabulka ¢. 1. Prvni
generace inhibitort CDK pfedstavovala pfedev§im piirodni produkty jako jsou flavonoid
flavopiridol, alkaloid staurosporin a jeho analogy, olomoucin, UCN-01, butyrolakton,
paullony a indirubiny (Yap et al., 2007; Grant, 2009). Nevyhodou téchto litek vSak byla
jejich nizka selektivita. DalSi generace inhibitorti navrZzené casto diky dostupnym
strukturdm nékterych CDK jiz vykazuji vyssi selektivitu a také ucinnost v modelech
in vitro. Z nich lze jmenovat alesponl vysoce selektivni EXEL-8647 a BS-181 (Krystof et
Uldrijan, 2010), déle pak SNS-032 (Kim et al., 2002; Misra et al., 2004), SU9516 (Lane et
al., 2001), AZ703 (Anderson et al., 2003; Byth et al., 2004) a PD 0332991 (Shapiro,
2006). Neékteré z nich a fada dalSich pak byly vybrany pro klinické testovani ucinnosti (viz

tabulka I)
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Tabulkal  Vybrané inhibitory CDK v klinické fazi testi
Inhibitor Strukturni vzorec Cile Klinické zkousky
Roskovitin N%N\ CDK2, CDK35, faze /I
AN N> CDK7, CDK9 nemalobunéény karcinom plic
oe
CDK1, CDK2, .
Flavopiridol CDK4. CDK6 faze /11
’ ’ hematologické malignity
CDK?7, CDK9
AG-024322 CDK1, CDK2, Ry SN
CDKA4 rozvinuté solidni nadroy
Non-Hodgkintv lymfom
CDK1, CDK4, .
AT7519 faze 1
CDK>, CDK6, Non-Hodgkintv lymfom
CDK9, GSK3
Q
NF = faze I
. ) lymfom z plastovych bunck
HN N N (8}
PD-0332991 rozvinuté solidni nadroy
A G CDK4, CDK6 Faze 1T
N mnohocetny myelom
[ & ] Non-Hodgkintv lymfom
N
H
/s
OH faze /11
mnohocetny myelom
P-276-00 HO O Ar ggﬁé’ CDK4, rozvinuté nadroy hlavy a krku
| rakovina slinivky bfisni
oy cyklin D-pozitivni melanomy
Nﬁ/% CDK2, CDK7, el
o CDKO rozvinuté solidni nadroy
SNS-032 s B

(8]

fﬁf@

rozvinuté B-Lymfoidni
malignity

Reference pro tabulku Shapiro (2006), Lapenna et Giordano (2009) a Krystof et Uldrijan

(2010).
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3.2.2 Antiproliferativni ptsobeni inhibitori CDK

VétSinu zmén spojenych se zvysenou aktivitou CDK a vznikem nddori md za nasledek
hyperaktivace CDK vlivem jejich reguldtorti, at’ je to overexprese cyklinii nebo naopak
inaktivace endogennich inhibitori CDK p16INK4A a p27ij1. Jiné genetické zmény, jako
amplifikace, overexprese ¢i mutace samotnych CDK se vyskytuji pouze sporadicky.
V nékterych typech rakovin jsou CDK deregulovany také fosfatizou cdc25. VSechny tyto
zmény vedou ke konstitutivni aktivité CDK, které nasledné hyperfosforyluji své substraty a
umoznuji tak bunkdm postupovat bunénym cyklem bez ohledu na vnéj$i nebo
intraceluldrni podminky, jako je poSkozeni jaderné DNA (Yap et al., 2007; KryStof et
Uldrijan, 2010).

VétSina studovanych inhibitort CDK vykazuje antiproliferacni aktivitu na zaklad¢ inhibice
CDK regulujicich cyklus, tedy CDK1, CDK2, CDK4 a CDK®6. Tyto inhibitory induku;ji
blok cyklu v G1/S a G2/M. Mén¢ selektivni inhibitory CDK ptisobi také na CDK7 a
pfedev§im na CDKO9, coZ ma negativni vliv zejména na syntézu mRNA. Ackoli se vétSina
vyvoje novych CDK inhibitorti ubird pfedevs§im smérem jejich maximdlni selektivity ¢ast
vyzkumu jde cestou vyuzivajici kombinovaného tu¢inku CDK inhibitor, protoze souc¢asna
inhibice rtiznych kindz muze zvysit protinddorovy ucinek. Soucasnd inaktivace CDK
regulujicich cyklus a CDK regulujicich transkripci mize vést nejen k zastaveni bunééného
cyklu, ale mize vyvolat i apoptézu (Cai et al., 2006). Podobny ucinek vykazuji také
pan-specifické inhibitory CDK, jako jsou flavopiridol, roskovotin a aminothiazolovy

derivat SNS-032 (Krystof et Uldrijan, 2010).

Dréha CDK4/6/CYCD-INK4-Rb je v lidskych nadorovych bunkédch cCasto naruSena.
To miiZze byt zplsobeno jak ztratou funkce proteinu Rb, tak zvySenou aktivitou CDK,
a to jak pfimo ¢i v zavislosti na zvySené expresi cyklinti. Vyvoj inhibitorit CDK4/6 se snazi
docilit selektivity k takto transformovanym buiikkdm. V nddorovych bunkéch, u nichzZ je
zachovéna funkcénost Rb, mohou inhibitory CDK4/6 sniZit fosforylaci Rb a tak indukovat
zastaveni v G1. Naopak v tumorech, kde Rb ztratil svou funkci a kde je vysoka hladina

6™ 4 je pouziti tdchto inhibitort neefektivni (Shapiro, 2006). Jako selektivni vidi

pl
CDK4/6 se jevi litka PD ze tiidy derivatd pyridopyrimidind, kterd je v prvni fazi

klinickych testli (Shapiro, 2006). PD 0332991 je vysoce specificky inhibitor CDK4 (ICs,
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0.011 pumol/l) a CDK6 (ICsp, 0.016 umol/l), pti¢emZ nevykazuje Zadnou inhibi¢ni aktivitu
vici dal$im kindzdm. Vysoce u¢inny antiproliferativni tc¢inek tohoto inhibitoru byl
prokdzany v Rb*"* nddorovych liniich in vitro, kde navozuje zastaveni bun&&ného cyklu
v G1 fazi s privodni defosforylaci Rb proteinu na Ser780 a Ser795. Ordlni aplikace PD
0332991 vykazuje protiddarodovou aktivitu v mySim modelu lidského karcinomu tlustého
stteva (bunécénd linie COLO-205), provdzenou snizenim fosforylaci Rb a také hladiny
proteinu Ki-67 v nddorové tkdni a down-regulaci genli pod transkripéni kontrolou E2F.
Tyto vysledky signalizuji, Ze inhibice CDK4/6 je sama o sob¢ dostacujici, aby zpusobila
regresi nddoru (Fry et al., 2004). PD 0332991 je schopen navodit také zastaveni bunééného
cyklu v G1 v primarnich buiikdch myelomu kostni dfen¢ ex vivo a zastavuje rust nddoru v
lidskych myeloidnich Stépech. PD 0332991 inhibuje CDK4/6 umérné fazi bunécného

O D4

cyklu nezdvisle na bunécné transformaci a ucinkuje v souladu s endogennim inhibitorem
p18INK4C. Inhibice CDK4/6 vlivem PD 0332991 neni doprovdzena indukci apoptézy. Tyto
vysledky naznacuji, Ze PD 0332991 by se mohl stat prvnim specifickym inhibitorem
zacilenym proti CDK4/6 v 1é¢bé mnohocetného myelomu a dalSich leukémii B-lymfocyt
(Baughn et al., 2006). Finn et al. (2009) demonstrovali také ucinek PD 0332991 na inhibici

CDKA4/6 in vitro na bunéénych liniich odvozenych od lidského karcinomu prsu.

3.2.3 Proapoptotické pusobeni inhibitori CDK

Komplexy CDK7/CYC H a CDKY9/CYC T se podili na regulaci transkripce genil
fosforylaci CTD polymerazy II (viz kapitola 3.1.2). Jejich inhibice také skytd jisty
protinddorovy potencidl, protoZe regulace transkripce hraje roli v syntéze proteinli
esencidlnich pro proliferaci a preziti. Transkripty, které jsou nejvice citlivé na inhibici
CDK®9 a 7 jsou ty s kratkou Zivotnosti (obr. 4). Rychla degradace téchto mRNA zpiisobuje
sniZenfi jejich hladin jiZ béhem nékolika hodin pisobeni CDK inhibitorti a ¢ini tak bunky
nachylné k apoptéze. Nekteré genové tidy jsou typické svou nestabilni mRNA, mezi né
patii pfimé transkripcni faktory a geny cytokint, ddle transkripty pro reguldtory apoptézy
jako jsou antiapoptotické proteiny Bcl-2, Mcl-1, a XIAP a v neposledni fad¢ regulédtory
bunécného cyklu cyklin D1, c-myc a mitotické regulacni kinazy, stejné jako NF-xB geny a

proteiny p53 drahy (Lam et al., 2001; Shapiro, 2006; Krystof et Uldrijan, 2010).
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Obr. 4:Transkripty citlivé na inhibici CDK 9 a 7 (upraveno dle Shapiro, 2006).

NP

Dva nejvice rozsitené pan-specifické inhibitory CDK flavopiridol a roskovitin inhibuji
P-TEFb, a tim i transkripci genti polymerdzou II (Chao et Price, 2001; Ljungman et
Paulsen, 2001) a jejich antiproliferativni Gi¢inky na nékteré typy rakovin jsou zptisobeny
nejspiS jejich schopnosti snizovat expresi antiapoptotickych proteini jako jsou Bcl-2,
Mcl-1, cIAP-1, survivin a XIAP. Specifickou citlivost na sniZeni antiapoptickych proteint
v dasledku inhibice transkripce flavopiridolem nebo roskovitinem vykazuji néckteré
hematologické malignity a solidni nddory, coZ nabizi nové moZnosti 1é€by napiiklad
u chronické lymfoidni leukémie, Ewingova sarkomu a mnohocetného myelomu (Shapiro,

2006; Krystof et Uldrijan, 2010).

Vysoce selektivni je také novy inhibitor EXEL-8647, ktery vykazuje vice neZz
100 nasobnou specifitu vici CDK9 oproti CDK1, CDK2, CDK4 a CDK?7. Tato inhibice
CDKO9 byla prokézana jak in vitro tak i in vivo. Sloucenina EXEL-8647 vykazovala také
vliv na bunécény cyklus v souladu s CDK9 inhibici, tedy inhibici proliferace a indukci
apoptotickych efektll, jako jsou Stépeni prokaspazy 3, prokaspizy 9 a PARP-1 in vitro i
in vivo. Znacnou selektivitu vykazuje také latka BS-181, kterd inhibuje aktivitu CDK?7

s 35 ndsobnou ucinnosti a CDK?2 dokonce se 100 ndsobné vyssi selektivitou nez ostatni

CDK. Jde o molekulu pyrazolo[1,5-a]pyrimidinu odvozenou od struktury roskovitinu, kde
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postranni fetézec vykazuje selektivni vazbu na CDK?7. Tato BS-181 zprostfedkovand
inhibice fosforylace substrati CDK7 ma za nésledek zastaveni buné¢ného cyklu a indukci
apoptozy v nddorovych bunécnych liniich a byly prokdzany také jeji protinddorové ucinky

in vivo (Krystof et Uldrijan, 2010).

Dalsi mechanismus indukce apoptézy inhibitory CDK miiZe byt pfimo spojen s jejich
schopnosti blokovat aktivitu CDK2. Béhem GI1 fize bunétného cyklu dochdzi vlivem
CDK-zprosttedkované fosforylace proteinu Rb k uvolnéni transkripcnich faktorti E2F, ty
interaguji s DP1 a fid{ transkripci genti nutnych pro pfechod do S faze. Transkripce téchto
genll je vSak aktivovdna pouze ptrechodné, pozdé€jsi postup S fazi naopak vyzaduje
opétovné sniZzeni aktivity E2F vlivem fosforylaci CDK (Xu et al., 1994). Inhibice CDK
behem S faze vede k trvalé aktivit¢ E2F, kterd ma za nésledek zdrzeni S faze a apoptdzu.
E2F indukovand apoptéza muize byt dvoji: p53 zprostiedkovand nebo na p53 nezdvisla.
E2F indukovand p53 nezdvisld iniciace apoptdzy je zpusobena aktivaci E2F transkripcnich
cili jako je p73, Apaf-1 nebo kaspazy, Ci represi Mcl-1 nebo interakci E2F s receptory
smrti a NF-kB drdhou (Shapiro, 2006).

Pozdé&ji béhem cyklu CDK2/CYC A fosforyluje E2F/DP1, ¢imZ sniZuje jejich schopnost
vazat se na DNA a fosforylace CDK1/CYC A na Ser375 zprostfedkovava formovéni
komplexu Rb-E2F, tim dochédzi k inhibici aktivity E2F. Zmény v aktivit¢ CDK1 maji
za nasledek zvysenou piitomnost volného E2F. CDK7/CYCH/MAT-1 fosforyluje E2F-1
na Ser408 a Thr433, coz vede k jeho ubiquitinylaci a proteosomdlni degradaci.
Mutace téchto aminokyselin za alanin zvySuje stabilitu E2F-1 (Vandel et Kouzarides,
1999). Stfedem z4jmi vyzkumu selektivnich inhibitorG ve vztahu k E2F je také CDK2.
Inhibice CDK2 snizuje fosforylaci E2F-1 a indukuje selektivni Sa G2 zastaveni
bunécéného cyklu a apoptézu transformovanych bunék, ne vSak bunék normdlnich. To je
ddno tim, Ze naddorové buniky s naruSenou CDK4/6/CYCD-INK4-Rb drahou produkuji
vysokou hladinu aktivniho E2F, proto u nich i malé sniZeni aktivity CDK béhem S faze
vede k perzistentni aktivit¢ E2F, coz v normalnich buiikdch m4 jen maly vliv, a toto dalsi
zvyseni hladiny E2F muzZe vést az k pfekonani prahu nutného k navozeni apoptézy (Chen

et al., 1999; Shapiro, 2006).
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Zatim vSak bohuzel vétSina piistupti zaméfenych na selektivni inhibici CDKI1/2
bez privodni inhibice CDK4/6 vedla pouze k slabému zastaveni bunééného cyklu. Reseni
v nanomolarnich ¢i nizkych mikromolarnich koncentracich potencidl pro inhibici CDK2 i
I, s wvyrazn€ niz§i aktivitou proti CDK4/6. Znich lze jmenovat napiiklad
Seliciclib/R-roskovitin (Meijer, et al., 1997, McClue et al., 2002), BMS-387032 (Kim
et al., 2002; Misra et al., 2004), SU9516 (Lane et al., 2001), AZ703 (Anderson et al.,
2003; Byth et al., 2004) a amino-imidazopyridin 1d (Hamdouchi et al., 2004). Tyto
slouceniny jsou schopny navodit zastaveni bunéného cyklu v S a G2 f4zi nasledované
apoptézou. Také pan-specificky tumor supresor flavopiridol je schopen navodit E2F-1
dependentni bunécnou smrt. Flavopiridol inhibuje vice kindz: CDKI1, 2, 4, 6, 7 a 9, proto
navozuje zastaveni v G1 a G2 v mnoha typech exponencidlné rostoucich nadort. Pokud
vSak jsou bunky pfed ovlivnénim flavopiridolem jiz v S fazi, napiiklad vliem
synchronizace ¢i chemoterapie, vykazuje flavopiridol cytotoxické ucinky. Navozend
bun&énd smrt je E2F-1 zdvisld, v E2F-1" buiikdch byla potladena, a je také selektivni jen
pro transformované bunky (Matranga et Shapiro, 2002; Jiang et al., 2003). Tyto vysledky
vedly k pouZiti kombinace gemcitabinu a flavopiridolu klinickych testech. Zména aktivity
CDK béhem S a G2 faze mlzZe navodit bunénou smrt jesté i jinymi mechanismy neZ je
E2F-1, naptiklad interferenci se signdlnimi drahami poSkozeni DNA, coz

naznacuje synergické pouZiti cytotoxické chemoterapie a inhibitord CDK (Shapiro, 2006).

Komplex CDK1/CYC B je zapojen nejen v regulaci prechodu G2/M, ale hraje roli také
v aktivaci bunécného preziti béhem mitotického kontrolnitho bodu (téZ nazyvaného
kontrolnim bodem mitotického vieténka). Regulace M kontrolniho bodu je spojena
s proteinem survivinem. Survivin je ¢len IAP (inhibitor of apoptosis) rodiny proteind, ktery
inhibuje aktivaci kaspdzy, coZz vede k negativni regulaci apoptézy. Survivin je exprimovan
v zavislosti na bunécném cyklu. Jako odpovéd’ na mikrotubularni stabilizaci dochdzi v M
kontrolnim bod¢ k fosforylaci survivinu na Thr34 zprostiedkované CDK1/CYC B, tato
fosforylace vede k stabilizaci a zvySené expresi survivinu (O’Connor et al., 2002; Shapiro,
2006). Redukce aktivity CDKI1/CYC B po probéhnuti M kontrolniho bodu je nutnd
pro ukonceni mitézy. Inhibitory CDK, konkrétn¢ purvalanol A, flavopiridol, NU6140

a roskovitin, zptisobuji u bunék zastavenych v mitéze apoptézu vlivem tbytku survivinu
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inhibici fosforylace Thr34 cyklin-dependentni kindzou 1 (O’Connor et al., 2002; Wall et
al., 2003; Pennati et al., 2005).

Roskovitin je reverzibilni inhibitor CDKI1, 2, 5, 7 a 9 pusobici jako kompetitor ATP
(Ljungman et Paulsen, 2001; Savio et al., 2006; KryStof et Uldrijan, 2010). Roskovitin
zastavuje nejen bunéény cyklus v G1 a G2/M fézi, ale také zpusobuje inhibici syntézy
DNA (Schang et al., 2000), indukci a akumulaci p53, jadernou fragmentaci (David-Pfeuty,
1999) a také indukci apoptézy (Mgbonyebi et al., 1999; Ljungman et Paulsen, 2001).
Zajimavé je, Ze bunky ovlivnéné roskovitinem podstupuji apoptézu ve vSech fazich
bunééného cyklu (David-Pfeuty, 1999). Bylo prokazano, Ze roskovitin indukuje stabilizaci
a akumulaci tumor supresorového proteinu p53, coz vede k zastaveni bunéného cyklu
v G1 a G2/M féazi a navozeni apoptézy. Roskovitin inhibuje CDK2 i CDKI, které ob¢
fosforyluji p53 na serinu 315. Fosforylace serinu 315 sniZuje tetramerizaci p353.
Tetramerizace je ochranou p53 pied nukledrnim exportnim signdlem a vede k akumulaci
pS53 v jadre. SniZeni tetramerizace p53 fosforylaci serinu 315 vede k exportu p53 z jadra a
¢ini jej vice nachylnym k proteozomdlni degradaci. Blokem fosforylace Ser315 muze
roskovitin navic dédle podporovat jeho defosforylaci cdcl4 fosfatizou, coz vede k dalsi
akumulaci p53 v jadie (David-Pfeuty, 1999; Ljungman et Paulsen, 2001; Savio et al.,
2006). Tento bunécny efekt byl pfipisovan pfimému Gc¢inku roskovitinu na inhibici CDK,
je vsak pravdépodobné, Ze na tomto uc¢inku maji podil i dal$i mechanismy, jako napiiklad
inhibice transkripce (obr. 5). Blok transkripce je spoustécim mechanismem pro indukci
pS3 a apoptézu (Ljungman et Paulsen, 2001). Alternativnim mechanismem indukce p53
roskovitinem muze byt inhibi¢ni efekt roskovitinu na transkripci inhibici CDK7 a CDKO.
Inhibice téchto aktivatori RNA polymerazy II indukuje jak p53 tak i apoptézu (Ljungman
et Paulsen, 2001; Wesierska-Gadek et Krystof, 2009), mimo jiné také inhibici transkripce
MDM2 (Savio et al., 2006).

Nedavno bylo také popsano, ze chemickd inhibice CDK2 nebo téZz exprese neaktivni
CDK2 muze aktivovat S fazovy kontrolni bod, ktery vede k ATM nebo ATR zavislé
stabilizaci p53 a k modifikacim v hladindch na chromatin se vazajicich proteini MCM
v prereplikaénim komplexu. Tyto zmény nasledné navodi inhibici syntézy DNA

zastavenim replikacni vidlicky. Bohuzel neni stdle jasné, zda je aktivace S kontrolniho
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bodu zplsobend piimym tc¢inkem CDK inhibitord, nebo je naopak spousténa inhibici
syntézy DNA, ¢i jsou zde zapojeny jeSt€ dal$i mechanismy, zejména protoZe akumulace
pS53 v jadie muze byt zplisobena mnoha odliSnymi dradhami. Roskovitin spousti buné¢nou
odpoveéd’, kterd se jevi pouze ¢astecné odpoveédnd za p53 akumulaci, protoze zvySeni pS3

O D4

bylo pozorovano ve vSech fazich bunécného cyklu (Savio et al., 2006).
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Obr. 5. Roskovitin blokuje transkripci prostiednictvim inhibice CDK2, CDK7 a CDK9
(prevzato 7 Wesierska-Gadek et Krystof, 2009).
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4 Material a metodika
4.1.1 Biologicky material

Experimenty byly provedeny na bunécné linii K562. Tato linie je odvozena od lidské
chronické myeloidni leukémie. Bunky byly inkubovany pii teploté 37 °C v atmosféfe
obsahujici 5 % CO, a k jejich kultivaci bylo pouzito DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles
Medium) médium s pfidanymi aditivy: 10% (v/v) fetdlni bovinni sérum, streptomycin

(0,1 mg/ml), penicilin (0,1 mg/ml) a L-glutamin (0,3 g/1).

4.1.2 Inhibitory CDK

V experimentélni Casti price byly pouzity ndsledujici tfi inhibitory CDK: roskovitin
(6-benzylamino-2-(R)-[(1-ethyl)-2-hydroxyethylamino]-9-isopropylpurin), flavopiridol (2-
(2-chlorofenyl)-5,7-dihydroxy-8-[(3R,45)-3-hydroxy- 1-methylpiperidin-4-yl|chromen-4-
on) a CANS508 4-[(3,5-diamino-1H-pyrazol-4-yl)diazeny]fenol. Zdisobni roztoky
roskovitinu a CAN508 byly pfipraveny jako 100 mM a zasobni roztok flavopiridolu jako
10 mM v DMSO, které byly dédle rozfedény na pozadované koncentrace v DMSO a
kultivaénim DMEM médiu.

roskovitin flavopiridol CAN 508

Obr. 6: Struktura pouZitych inhibitori CDK.

27



4.1.3 Pouzité protilatky

V praktické ¢asti diplomové prace byly pouZzity mysi monoklondlni protilatky: anti Rb klon
4H1 (fedéni 1:1000) od firmy Cell Signaling, anti UBF klon F9 (fedéni 1:500) od Santa
Cruz Biotechnology a anti a-tubulin klon DMIA (fedéni 1:500) od spole¢nosti Sigma
Aldrich, a také krali¢i polyklondlni protilatky: anti fosfo UBF S388 (fedéni 1:200) a
anti fosfo UBF S484 (1:50) od firmy Santa Cruz Biotechnology, anti fosfo Rb S780
(fedéni 1:1000), anti fosfo Rb S807/811 (fedéni 1:250) a anti fosfo Rb S795 (1:100)
od Cell Signaling. Priméarni protilatky byly pfi western blottingu vizualizovdny pomoci
sekundarnich protildtek znacenych kfenovou peroxiddzou RAM/Px nebo SWAR/Px obé
v fedéni 1:1000 od firmy Sigma Aldrich. Pfi reciproké imunoprecipitaci komplexu Rb —
UBF byla pouzita mysi monoklondlni protildtka anit Rb, klon IF8 v fedéni 1:200 od firmy
Santa Cruz Biotechnology. K analyze bunc¢k na pritokovém cytometru byla pouZita
primérni protildtka konjugovand s fluorescencni znackou anti BrdU-FITC (fedéni 1:20)

od firmy Roche.

4.1.4 Chemikalie

V praktické ¢asti diplomové prace byly pouzity uvedené chemikalie: laurylsiran sodny,
chlorid sodny, kyselina chlorovodikovd, ethanol, glycerol, kyselina trichloroctova
a hydroxid sodny od spolecnosti Lach-Ner, glycin, tristhydroxymethyl)aminomethan a
tween 20 od firmy MP Biomedicals, marker molekulové hmotnosti Dual color standard
od firmy BioRad, scintilaéni koktejl ULTIMA GOLD™ od firmy Packard Biosciences,
*H uridin a '*C thymidin od firmy MP Biomedicals, dihydrogenfosfore¢nan draselny,
tetraboritan sodny dekahydrit (Chemapol), chlorid sodny, hydrogenfosfore¢nan sodny
dodekahydrét, kyselina fosfore¢nd (Penta), dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lachema),
phenylmethanesulfonyl fluoride, dithiothreitol, 2-merkaptoethanol od firmy Serva, protein
G-agarosa, aprotinin, leupeptin, ribonukleasa A, nonidet P-40, penicilin/streptomycin,
akrylamid, N,N-methylenbisakrylamid, glutamin tetramethylethylendiamin, peroxodisiran
amonny, hovézi sérovy albumin, dimethylsulfoxid, ethylendiamintetraoctova kyselina,

fluorid sodny, fenylmethylsulfonyl fluorid, propidium jodid, ponceau S,
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tetramethylethylendiamin, bromfenolova modf, Triton X-100, bromdeoxyuridin od firmy

Sigma Aldrich a ECL kit Hermo-FischerScientific od firmy Waltham.

4.1.5 Pouzité roztoky

V experimentdlni ¢asti prace byly pouzity tyto roztoky: RIPA pufr (pH = 7,4) 20 mM
TRIS pH 7,4, 100 mM NaCl, 2 mM EGTA, 5 mM EDTA, 2 mM NaF, 0,2 % Nonidet P-
40, pted pouzitim piidat: 1 mM DTT, 22 uM leupeptin, 1,5 uM aprotinin a 1 mM PMSF,
PBS (pH = 7.4 — 7,5) 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPO,.12 H,0, 2 mM
KH,PO4, TBS (pH=6,8) 137 mM NaCl, 20 mM TRIS, 5x vzorkovaci pufr 0,3 M TRIS
pH = 6,8, 10 % SDS, 50 % glycerol, 0,05 % bromfenolovd modf, 5 % 2-merkaptoethanol,
Elektroforeticky pufr 25 mM TRIS, 192 mM glycin, 3,5 mM SDS, Blotovaci pufr
25 mM TRIS, 192 mM glycin. Blokovaci roztoky: 5% nizkotu¢né susené mléko v PBS
$s0,1% Tween 20; nebo 5% BSA vTBS s0,1% Tween 20, Promyvaci roztoky pro
cytometrické techniky: 1% BSA v PBS; 1% BSA v PBS s 0,1% Tween 20; 0,5% BSA
v PBS; 2 M HCl s 0,5% Triton X-100.

4.1.6 Pristrojové vybaveni

V experimentdlni Casti prace byly pouZity tyto piistroje: prutokovy cytometr Cell Lab
QuantaTM SC-MPL (Beckman Coulter); centrifuga BR4i multifunction (Jouan); inverzni
svételny mikroskop CK2 (Olympus); vyvoldvaci automat XR 24 PRO (DURR DENTAL
AG); flowbox s vertikdlnim proudénim vzduchu TC 48 (Gelaire, Flow Laboratories); CO,
inkubdtor (Sanyo); rotdtor RS24 (Biosan); stolni centrifuga (Med. Instruments); blokovy
termostat MBT 250-2 (Kleinfeld labortechnic); spektrofotometr Helios B (UNICAM);
ultrazvukovy homogenizator Sonopuls HD2200 (Bandelin); aparét pro elektroforézu Mini
Protean (BioRad); aparatura pro western blotting (BioRad); scintilaéni pocita¢ Beckman

LS6500 (Beckman).
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4.2.1 Pritokova cytometrie

Buiniky byly inkubovany s inhibitory CDK po dobu 24 hodin pii teploté¢ 37 °C. Pouzité
koncentrace inhibitorit CDK byly ndsledujici: roskovitin 10, 20 a 40 uM, flavopiridol 0,1,
1 a 10 uM a CANS508 25, 50 a 100 uM. Na posledni hodinu treatmentu byl do média
pfidan 10 uM BrdU (bromodeoxyuridin). Poté byly buiiky 2-krat promyty 1% BSA/PBS a
30 minut fixovany 70% ethanolem (-20 °C). Nésledovala 30 minutova inkubace bunék
s HCl/Triton X-100 a neutralizace roztokem Na;B407.10 H,O. Buiikky byly promyty
1% BSA/PBS s 0,1% Tween a po dobu jedné hodiny inkubovany ve tmé¢ s protildtkou
anti BrdU-FITC. Poté byly bunky promyty 1% BSA/PBS s 0,1% Tween. Nasledovala
30 minutova inkubace bunck s koktejlem obsahujicim RNAsu a propidium jodid.

Po uplynuti doby inkubace byly buiiky analyzovany na pritokovém cytometru.

4.2.2 Radioaktivni znaceni DNA a RNA

Buiiky K562 byly inkubovany po dobu 24 hodin v DMEM médiu obohaceném
o "*C thymidin (62,5 Bg/ml), poté bylo médium vyménéno za DMEM bez *C thymidinu a
buiiky byly po dobu ¢tyf hodin ovlivnény CDK inhibitory. Vybrané inhibitory CDK byly
aplikovany na bunikky K562 v koncentracich 5, 20 a 100 uM (roskovitin), 0,1, 0,5 a 2 uM
(flavopiridol) a 10, 40 a 100 uM (CANS508). Pal hodiny pfed koncem ovlivnéni byl
domédia pfidin “H uridin (0,75 MBg/ml). Po ukondeni kultivace byly buiky
zcentirfugovany na 1000 g pii teploté¢ 4 °C po dobu 10 minut, 3-krat promyty roztokem
PBS. Pii poslednim promyti byly buiiky rozdé€leny na dva stejné dily pro stanoveni poméru

mRNA k celkové DNA a RNA a uskladnény pii -70 °C.

Pti izolaci celkové RNA a DNA byl k peletu ptiddn 1% SDS a inkubace probihala nejdiive
30 minut pii pokojové teploté a nasledn€ 5 minut pii 95 °C. Po ukonceni inkubace byla
na 10 minut pfiddna 10% trichloroctova kyselina. Bunécny lyzat byl nanesen na fritu a
centrifugovan 30 sekund pifi 12500 g. Zachyceny pelet byl propldchnut nejdiive
5% trichloroctovou kyselinou a poté destilovanou vodou a na zdvér centrifugovan
naprazdno 30 sekund opét pfi 12 500 g. Nukleové kyseliny byly eluoviany 1 M NaOH
zahtatym na 70 °C a centrifugovany 30 sekund pti 12 500 g. Vzorky byly analyzovéany
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na pfitomnost radioaktivné znafenych nukleotidi na scintilacnim piistroji Beckman

LS6500 (Beckman).

Pro izolaci mRNA byl pouzit Oligotex direct mRNA mini kit (Qiagen, ¢islo kitu 72022).

Analyza radioaktivné znacenych nukleotidi probéhla na scintilaénim pfistroji Beckman

LS6500 (Beckman).

4.2.3 Imunoprecipitace

Lyofilizovany Protein G—agarosa se nechal zcela nabobtnat v PBS pufru pH 7,4 a poté byl
vyblokovan v 1% BSA/PBS, promyt v PBS a uschovan pii 4 °C v PBS pufru s 0,02%
NaNj. Pred pouZitim bylo odebrano potiebné mnoZstvi proteinu G-agarosa, to bylo
promyto v PBS a pfevedeno do RIPA pufru pH 7,4 vjehoz prostiedi probihala

imunoprecipitace.

Bunky K562 byly po dobu 24 hodin ovlivnény roskovitinem v koncentracich 1, 10 a 100
uM. Po ukonceni kultivace byly buiiky zcentirfugovany na 1000 g pfi teploté 4 °C po dobu
10 minut, 3-krat promyty PBS a nésledné¢ uskladnény pii -70 °C. Sklizené buiiky byly
lyzovany v RIPA pufru po dobu 25 minut, v pribéhu lyzce byly bunky 10 sekund
sonikovany. Nasledovala centrifugace 25 minut na 14 000 g pii 4 °C. Koncentrace

celkovych proteinii v bunééném lyzatu byla stanovena metodou Bradfordové.

Konecnd koncentrace proteinli se nastavila dofedénim RIPA pufrem na 0,5 pg/ul. 400 ul
bunééného lyzétu o koncentraci 0,5 pug/ul bylo inkubovano se 2 ul protilatky anti Rb (klon
IF8) pies noc na rotatoru pii 4 °C. Po ukonceni inkubace bylo k lyzatu ptfiddno 20 ul
50% suspenze proteinu G-agarosa. Probéhla inkubace s proteinem G na rotatoru 4 hodiny
pii 4 °C. Po ukonceni inkubace byl protein G—agarosa s navdzanym proteinem Rb 3-krat
promyt RIPA pufrem a kratce centrifugovan na stolni centrifuze. Supernatant byl odsan a
ke vzorklim bylo pfiddno 20 pl 3-krat vzorkovaciho pufru. Nasledovala denaturace 5 minut
pfi teploté 95 °C. Vzorky byly dédle analyzovdny pomoci SDS-PAGE, Western blottingu a

imunodetekce na membrané za pouZziti specifickych protilitek a chemiluminiscenéniho
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kitu ECL. Pro detekci analyzovanych proteint byly pouZity protildtky anti Rb (klon 4H1,
fedéni 1:1 000) a anti UBF (klon F-9, 1:200).

4.2.4 SDS-PAGE a Western blotting

Buniky byly inkubovany s inhibitory CDK po dobu 24 hodin. Inhibitory byly pouzity
v koncentracich: 1, 10, 20 a 40 uM (roskovitin), 0,1, 1, a 10 uM (flavopiridol) a 25, 50 a
100 uM (CANS508). Po ukonceni kultivace byly buiiky zcentrifugovany na 1000 g a
pfti teploté 4 °C po dobu 10 minut, 3-krat promyty PBS a nasledn¢ uskladnény pfi -70 °C.
Sklizené buniky byly lyzovany v RIPA pufru pH 7,4 po dobu 25 minut, v prib¢hu lyzace
byly bunky 10 sekund sonikovany. Néasledovala centrifugace 25 minut na 14 000 g
pii 4 °C. Koncentrace celkovych proteini v bunééném lyzatu byla stanovena metodou
Bradfordové. K lyzatu byl pfidan vzorkovaci pufr a vzorky byly denaturovany 5 minut
pti teploté 95 °C. Vzorky byly naneseny na SDS-PAGE (10% separacni gel pH 8.8,
5% zaostrovaci gel pH 6,8). Proteiny byly zaostfeny prvni pul hodiny pfi napéti 80 V, poté
se napéti zvysilo na 150 V a proteiny byly déleny dals$i hodinu a pil. Rozdé€lené proteiny
byly western blottingem pieneseny z gelu na nitrocelulosovou membranu v prostfedi
blotovaciho pufr chlazeného ledem, pfi stabilnim proudu 270 mA po dobu dvou hodin.
Membrany byly obarveny v 0,2 Ponceau S, rozdé€leny na oblasti s poZadovanymi proteiny
podle markeri molekulové hmotnosti a nésledné¢ opét odbarveny. Membrany byly
blokovany bud’ v 5% mléku/PBS s0,1% Tween nebo v 5% BSA/TBS s0,1% Tween
podobu jedné hodiny pii laboratorni teploté. Proteiny byly detekovany pomoci
specifickych protilatek, kdy sekundarni protildtky byly znaCeny peroxidasou. Inkubace
s primarnimi protildtkami probihala ptfes noc pti 4 °C, se sekunddrnimi jednu hodinu
pfi laboratorni teploté. Vizualizace byla provedena pomoci chemiluminiscenéniho kitu

ECL a filmu.
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5 Vysledky
5.1 Analyza bunécného cyklu a syntézy DNA

Negativni ti¢inky inhibitort CDK na proliferaci bunék v kultufe jsou dobfe zndmé. ProtoZe
jsou vSak zavislé na jejich koncentraci a dobé pusobeni, a také na typu pouzitych bunék,
byly nejprve antiproliferativni u¢inky vybranych inhibitori CDK ovéfeny. Kokrétné byl
sledovan vliv roskovitinu, flavopiridolu a CANS508 na replikaci DNA na buné¢né linii
K562, a to v koncentra¢nich rozsazich, kdy dochazi k u¢inné inhibici proliferace (KryStof
et al, 2006). Pruitokovym cytometrem byla analyzovadna inkorporace BrdU (kandl FL1)
skrze fluorescenci protilatky anti BrdU-FITC kombinovana s méfenim relativniho obsahu
DNA pomoci znafeni propidium jodidem (kandl FL3). CANS508 a flavopiridol
zpusobovaly zna¢nou inhibici syntézy DNA, u roskovitinu nebyl v danych koncentracich
zaznamenam tak vyrazny pokles replikace (obr. 7). U flavopiridolu a CANS508 klesla
replikace  DNA v nejvysSich koncentracich téméf na nulu. V ptfipadé inhibitoru
flavopiridolu byl pozorovan také jeho vliv na narlst poctu bunék v G1 a subGl fazi

bunécného cyklu.

5.2 Analyza syntézy RNA

Vliv jednotlivych CDK inhibitorti na transkripci byl hodnocen na zdkladé¢ meéfeni
inkorporace radioaktivné znaceného uridinu do nové sytentizované RNA. Méfena byla
hladina nové syntetizované celkové RNA a mRNA. Pro normalizaci byly buiiky den pted
pokusem inkubovany s radioaktivné znaCenym deoxythymidinem, ktery se inkorporoval
do DNA. Signal DNA byl pak pouzit pro normalizaci hladin RNA. VSechny tfi inhibitory
(roskovitin, flavopiridol, CAN508) vykazovaly vyrazny inhibi¢ni vliv na hladinu nové
syntetizované RNA (obr. 8). Byl pozorovan postupny pokles hladin celkové RNA 1 mRNA

se zvySujici se koncentraci aplikovanych inhibitort.
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Obr. 7: Vliv 24 hodinového piisobeni roskovitinu, flavopiridolu a CAN508 na bunécny
cyklus a syntézu DNA v bunécné linii K562. Analyza BrdU inkorporace priitokovym

cytometrem na bunécné linii

K562 ovlivnéné po dobu 24 hodin roscovitinem,

flavopiridolem a CAN508. BrdU byl priddn béhem posledni hodiny inkubace. Dot — plots
ukazuji inkorporaci BrdU detekovanou imunoflourescenci protildtky anti BrdU-FITC

doplnéné fluorescenci propidiumjodidu, ktery znaci relativni obsah DNA.
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Obr. 8: Vliv 4 hodinového piisobeni roskovitinu, flavopiridolu a CAN508 na syntézu
RNA a mRNA v bunécné linii K562. Scintilacni analyza inkorporace He thymidinu a
YH uridinu na bunécné linii K562 ovlivnéné po dobu 4 hodin indikovanymi koncentracemi
inhibitorit CDK (roscovitin, flavopiridol, CAN508).

5.3 Fosforylace proteinu Rb

Déle byl sledovan vliv pouzitych inhibitorii na fosforylaci proteinu Rb na serinu 780,
Ser807/811 a Ser795 (obr. 9). Aplikace roskovitinu na bunky linie K562 méla za nésledek
nejen ocekdvané sniZzeni fosforylace Rb, ale také sniZeni celkové hladiny proteinu Rb.
K postupné defosforylaci proteinu Rb na Ser780, Ser807/811 a Ser795 dochézelo opét
se zvySujici se koncentraci pouzitych inhibitorii. Defosforylaci Rb na serinu 780 je mozné
pozorovat jiz u koncentrace roskovitinu 20 uM. Pokles fosforylace Rb byl zaznamenan
také na Ser795 skoncentraci roskovitinu 10 uM a byl patrny 1 na Ser807/811
pfi koncentraci inhibitoru 40 uM. Jiz ne tak zjevny pokles fosforylaci proteinu Rb
pozorujeme u bunék ovlivnénych flavopiridolem, zde dochdzi k defosforylaci serinu 795
s koncentraci flavopiridolu 1 pM. Hladiny Ser780 a Ser807/811 ziistavaji vyrovnané.
U bun€k ovlivnénych inhibitorem CANS508 dochézelo k poklesu fosforylace proteinu Rb
na Ser780, Ser807/811 a Ser795 az s nejvyssi, to jest 100 uM, koncentraci inhibitoru.
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Obr. 9: Vliv roskovitinu, flavopiridolu a CAN508 na hladinu a fosforylace proteinu Rb.
Imunoblot analyza bunécné linie K562 ovlivnéné po dobu 24 hodin indikovanymi
koncentracemi inhibitorii CDK (roscovitin, flavopiridol, CAN50S).

36



5.4 Fosforylace proteinu UBF

Déle byl sledovan vliv jednotlivych inhibitorti na celkovou hladinu transkripéniho faktoru
UBF a zmény v jeho fosforylaci na serinu 388 v bunéc¢né linii K562 (obr. 10). Aplikace
roskovitinu na bunky linie K562 vyvolala sniZzeni fosforylace UBF na Ser388, ne vSak
pokles celkové hladiny UBF. K poklesu fosforylace serinového rezidua 388 dochdzelo
pii koncentracich 20 a 40 uM. U bunék ovlivnénych flavopiridolem dochdzelo jak
k defosforylaci proteinu UBF na Ser388, tak i k celkovému poklesu hladiny UBF.
V pripadé latky CANS08 klesla pfi maximéalni pouZzité koncentraci (100 uM) také hladina
celkového proteinu UBF.
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Obr. 10: Vliv roskovitinu, flavopiridolu a CAN508 na hladinu a fosforylaci proteinu
UBF na Ser388. Imunoblot analyza bunécné linie K562 ovlivnené po dobu 24 hodin
uvedenymi koncentracemi inhibitorii cdk (roscovitin, flavopiridol, CAN50S).

5.5 Zmény tvorby komplexu Rb - UBF

Po ovéteni antiproliferativniho plisobeni testovanych inhibitortt CDK nésledovalo studium
jejich vlivu nazmény vzdjemné interakce Rb a UBF. Nejprve byl studovan vliv
roskovitinu na komplex Rb—UBF, a to pomoci reciproké imunoprecipitace s nislednym
imunoblotingem. Precipitovan byl po sérii pfedbéZnych pokust protein Rb, a to protilatkou
IF8. Protilatka proti UBF, vhodnd pro obracenou precipitaci nebyla dostupnd. Precipitat
byl po ditkkladném promyti denaturovdn a analyzovan imunoblotem, kdy byly detekovany

pomoci specifickych protildtek jak Rb tak UBF. Nebyla pozorovdna 7Zddnd vyznamnd
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zména v poméru jednotlivych komponent komplexu Rb — UBF na zdkladé ovlivnéni bunck
indikovanymi koncentracemi roskovitinu (obr. 11). Vzhledem k ndrocnosti experimentu a
negativnimu vysledku jiz pak nebyly provedeny experimenty s dalSimi dvéma inhibitory

CDK.

Roskovitin
0O 1 10 100 MM

PRb “

UBF P &

Obr. 11: Analyza hladin komplexu Rb — UBF po ovlivnéni roskovitinem. Imunoblot
analyza reciproké imunoprecipitace komplexu Rb — UBF bunécné linie K562 ovlivnené
po dobu 24 hodin indikovanymi koncentracemi roskovitinu zachycuje jeho vliv na stabilitu
komplexu Rb — UBF.
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6 Diskuse

Cilem diplomové price bylo pfispét k objasnéni mechanismi cytotoxického plisobeni
roskovitinu, a to jeho srovndnim s dalSimi inhibitory CDK s odliSnou selektivitou —
flavopiridolem a CANS508. Jednd se o latky s potencidln¢ protinddorovym piisobenim, ale
vzhledem k jejich selektivit€¢ (zejména u flavopiridolu a roskovitinu) jsou jejich ucinky
pleiotropni a proto neni zcela jasné, co je podstatné pro jejich antiproliferativni a
proapoptotické ucinky. Ukazuje se, Ze se na nich podili pravdépodobné nékolik
nezdvislych mechanismti. Roskovitin totiz pfimo inhibuje aktivitu mitotické CDKI,
S-fazové CDK2, aktivacni CDK7 a transkripéni CDK9 (McClue et al., 2002; Krystof
et Uldrijan, 2010). Flavopiridol inhibuje CDK1, CDK2, CDK4, CDK6, CDK?7 a nejsiln¢j$i
inhibici pak vykazuje vici CDK9 (Lapenna et Giordano, 2009). CANS508 vykazuje piimy a
relativné specificky ucinek na inhibici CDK9 (KryStof et al., 2006). Roskovitin
a flavopiridol maji pfimy negativni efekt na bunécny cyklus nddorovych buné€k, coz vede
k okamZitému zastaveni proliferace, s nejvétsi pravdépodobnosti spojenou s defosforylaci
proteinu Rb (Whittaker et al., 2004, MacCallum et al., 2005). Negativni vliv téchto latek
na fosforylaci Rb v bunécné linii K562 byl ovéien také v této praci (obr. 9). Zejména
u flavopiridolu a CANS508 pak toto zji€téni koreluje se schopnosti téchto dvou latek
zvySovat podil bunék v Gl fazi bunéfného cyklu (obr. 7). Roskovitin vSak v pouzité
bunécné linii K562 Zadnou vyraznou akumulaci v G1 fazi nezptisoboval, pozorovana byla
az u nejvyssi koncentrace, tj. 40 uM. Mnohem vyraznégjsi vSak byl jeho vliv na populaci
bunék ve fazich G2 a M. Diivodem muze byt inhibice CDK1, coZ je reguldtor vyznamny
zejména pro prechod G2/M (Wesierska-Gadek et Krystof, 2009). Inhibice CDKI1
roskovitinem negativné¢ ovliviluje pribéh mitézou. Doposud vSak nebylo zcela
jednoznacné vysvétleno, pro¢ by inhibice CDK1 méla mit cytotoxické ucinky. Jednou
z moznosti je zablokovani homologni rekombinace (resp. krokti zavislych na CDK1), které
muze vést k akumulaci zlomi DNA a navozeni bunétné smrti. Roskovitin (Crescenzi
etal., 2005) i flavopiridol (Ambrosini et al., 2008) prokazatelné negativné ovliviuji
opravy dvouvldknovych zlomi v DNA pomoci nehomologniho spojovani koncti (NHEJ,
non-homologous end joining), ¢imZ podporuji zastaveni bunééného cyklu a navozeni

bunééné smrti. Experimenty sice byly provadény s bufikami vystavenymi vlivu
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ionizujictho zéfeni, da se vSak predpokladat, Ze podobné mohou inhibitory CDK ptsobit

také na spontanni poSkozeni DNA niZsiho rozsahu.

Na cytotoxickém pilisobeni roskovitinu se miZe podilet také nddorovy supresor p53, jehoZz
hladina v ovlinénych bunkdch vyrazné¢ narGstd a méni expresi pS53-podiizenych genil
(David-Pfeuty, 1999; Kotala et al., 2001; Paprskafova et al., 2009). Cytotoxicita
roskovitinu vSak neni zcela zdvisld na p53, nebot’ linie s nefunkénim (mutovanym) p53
jsou k roskovitinu také citlivé, i kdyz ptiblizn¢ 2-krdt méné (Paprskérova et al., 2009).
Za aktivaci p53 stoji pravdépodobné pfima inhibice CDK9 roskovitinem, kterd sniZuje
expresi MDM?2 (Krystof et al., 2005; Paprskérova et al., 2009). Aktivita p53 vSak muze
vzristat také ptisobenim ionizujiciho zéafeni, které poskozuje DNA (Crescenzi et al., 2005).
Aktivace nddorového supresoru p53 kombinaci uvedenych (riznych) mechanisml tak

muze byt vyhodnd pro terapeutické pouZiti inhibitord CDK (Krystof et Uldrijan, 2010).

Dalsi diskutovanou moZznosti ptiin cytotoxicity inhibitorit CDK je replikacni stres, ktery
vyvoldvaji. Jejich piisobenim totiZz dochdzi k blokovani replikace, nejspi§ vlivem piimé
inhibice CDK2 (Schutte et al., 1997; Krystof et al., 2006; Paprskédrova et al., 2009).
Roskovitin a dal§si CDK2 inhibitory prokazatelné¢ blokuji replikaci (obr. 7), nasledny
kolaps replikacnich vidlicek a nedoreplikovand DNA je nejen signdlem pro zastaveni

bunécného cyklu, ale mize indukovat i bunéénou smrt (Savio et al., 2006).

Postup bunéénym cyklem je regulovan fadou pozitivnich a negativnich faktort, z nichz
vyznamnou roli hraji pravé CDK. Zejména vstup do bunécného cyklu a rozhodovani
o zahdjeni S faze jsou kriticky zdvislé na aktivitich CDK4 a CDK2. Nasledkem je aktivace
transkripce genti fiznych E2F transkripénimi faktory a zahdjeni replikace DNA. Na druhou
stranu nespravnd a pretrvavajici aktivita transkripCnich faktora E2F, kterd je nutnd pouze
pro piechod G1/S a zahdjeni replikace, muze vyvolat zastaveni bunéného cyklu az
apoptozu. Béhem S faze je totiz aktivita E2F opét inaktivovédna, mj. fosforylaci CDK2.
Pokud je CDK2 inhibovdna napf. nizkomolekuldrnimi inhibitory typu roskovitinu,
transkripce G1/S-fazovych gent fizend E2F pfetrvava a mlze vést az k navozeni apoptézy

(Chen et al., 1999; Vandel et Kouzarides, 1999; Shapiro, 2006).
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Inhibitory CDK potlacuji ovSem nejen transkripci relativné omezené skupiny
E2F-regulovanych genti, ale v podstat¢ transkripci globdlni. Je to zndmo jak
pro flavopiridol, tak pro roskovitin (Ljungman et Paulsen, 2001). Za pficinu je povaZzovéana
piima inhibice CDK7 a CDK®9, které aktivuji RNA polymerasu II. Tuto skutecnost
potvrzuji i vysledky této prace, kdy byl roskovitin a flavopiridol srovndvén s relativné
vysoce selektivnim inhibitorem CDK9, azopyrazolem CANS508. Jeho preference vuci
CDKD9 a vliv na expresi nékterych genli byla popsédna v literature (Krystof et al., 2006).
Zde je ukdzan jeho negativni vliv na syntézu RNA v buikdch, ktery dobfe koreluje
s koncentracemi, které vykazuji cytotoxickou aktivitu (Krystof et al., 2005; Krystof et al.,
2006). Pasobeni vSech tif inhibitorG vede k dtlumu transkripce zejména mRNA, coZ se
muze odrazit na schopnosti bun¢k pfezivat, protoze nddorové bunky jsou velmi zavislé na
kontinudlni expresi nékterych onkogenti (Koumenis et Giaccia, 1997). Navic dochazi
k poklesu hladin nékterych dileZitych antiapoptotickych proteinil, jako jsou Mcl-1 nebo
XIAP (Demidenko et Blagosklonny, 2004; MacCallum et al., 2005, Paprskédtova et al.,
2009).

Inhibice CDK9 a nésledny pokles urovné transkripce tak sniZuje viabilitu
transformovanych bunék, které jsou na vysSich hladindch nékterych antiapoptotickych
proteinii a proteinti pro piezivani kriticky zdvislé. Pro normdlni buiiky pfitom zdsah
do transkripce na pfechodnou dobu neni vyrazné nebezpec¢ny (Koumenis ef Giaccia, 1997).
Vliv studovanych latek ovSem neni negativni pouze na syntézu mRNA, ale také
na transkripci celkovou, jak jiz bylo zjiSténo dfive (Ljungman ef Paulsen, 2001). Vé&tSina
bunéné RNA piitom pifipadd na rRNA, jejiZ syntéza je pro rychle rostouci a d€lici se
buiiky také velmi dualezitd. Negativni vliv inhibitort CDK9 na syntézu mRNA, ale

predevsim celkové RNA, je také doloZen v této praci (viz obr. 8).

Jaky je tedy vztah mezi inhibici CDK a transkripci rRNA? Probihajici bunécny cyklus je
pochopitelné koordinovéan s ristem buiky tak, aby vzniklé dcefiné bunky po rozdéleni
mély pfiblizné stejnou velikost jako buiikka matefskd, pro coZ je samoziejm¢ nutny nérast
veskeré jeji hmoty. Tento rust je ddn predevSim proteosyntézou, zdvislou na intenzivni
transkripci a translaci. Jednim z pojitek mezi ristem builky a kontrolnim systémem
bunécného cyklu jsou transkripéni regulatory interagujici s napi. proteinem Rb (viz obr. 2

a 5). Syntézu rRNA fidi mimo jiné transkripcni faktor UBF, ktery je v Gl fazi cyklu
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aktivovan fosforylaci CDK2. V neproliferujici bunice, kdy je transkripce relativné tlumena,
je navic UBF drZen v neaktivnhim komplexu s Rb, jehoz fosforylace po mitogenni stimulaci
vede k rozpadu tohoto komplexu a zvySeni aktivity RNA polymerasy I (White, 2005).
Jednim z cilt této prace bylo zjistit, zda inhibitory CDK ovliviiuji fosforylaci UBF a jeho
schopnost rozvoliovat vazbu s Rb. VSechny tfi testované inhibitory zpisobuji sniZeni
fosforylace UBF na Ser388. Pro roskovitin a flavopiridol, které inhibuji CDK2 byl tento
efekt ocekdvan. Vliv roskovitinu na vzdjemnou interakci mezi Rb a UBF vSak nebyl
potvrzen. Ponckud piekvapivé byl ovSem pozorovdn negativni vliv latky CANS508
na fosforylaci UBF. Preference CANS508 pro CDK9 naznacuje opét slozitost regulacnich
mechanismi, které propojuji bunécny cyklus s bunéénym ristem. Jednim z moZnych
vysvétleni je, Ze Ser388 faktoru UBF muze byt fosforylovin krom¢ CDK2 také
piimo CDKO, piipadné dalSi proteinkinasou, jejiz aktivita (nebo exprese) je vlivem
inhibice CDK9 také potlacena. Jednoznacnym vystupem ovSem zistdvd negativni vliv
inhibitori CDK (minimdlné téch tfech pouzitych v této praci) na transkripci mRNA a
zejména rRNA, dany alesponi z ¢asti snizenou fosforylaci UBF, coZ mize pfispivat

k cytotoxickému pisobeni studovanych sloucenin.
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7 Zavér

Cilem diplomové prace bylo pfispét kobjasnéni vztahu mezi selektivitou
nizkomolekuldrnich inhibitort CDK a jejich vlivem na regulaci transkripce u buné¢né linie
K562 odvozené od chronické myeloidni leukémie. Zvoleny byly roskovitin, flavopiridol
a CANS5O08, inhibitory s odliSnymi strukturami a také selektivitou. Ziskané vysledky
dokumentuji negativni vliv téchto latek na proliferaci leukemické bunécné linie K562.
Tento vliv je pravdépodobné zptisoben inhibici CDK v bunkéch, coz se projevuje zménami
v bunécném cyklu, ve snizené fosforylaci proteinu Rb a poklesu trovné syntézy RNA.
Posuzovian byl také nov€ navrhovany mechanismus antiproliferativniho puasobeni
inhibitor CDK zaloZeny na jejich pfedpoklddaném vlivu ménit vzdajemnou interakci
transkripénich reguldtort Rb a UBF. Pfestoze byl zjiStén negativni vliv studovanych
inhibitord na fosforylaci UBF, kterd je duleZitd pro schopnost aktivovat transkripci rRNA,

zmény ve schopnosti Rb tvofit komplex s UBF nebyly pozorovény.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

Apaf-1
ATM
ATR
ATP
ARF
Bcl-2
BrdU
BSA
CAK
cdc
CDK
clAP-1
Cip/Kip
CTD
CYC
DMEM
DMSO
DNA
DTT
EDTA
E2F
FITC
HMG
H1
IAP
ICs
INK4
Ki-67
MATI1
Mcl-1

apoptotic protease-activating factor
Ataxia-Telangiectasia

Ataxia-Telangiectasia and Rad3-related
adenosintrifosfat

alternative reading frame product

B-cell lymphoma 2

5-bromo-2"-deoxyuridin

hovézi sérovy albumin

CDK-aktivaéni kindza

cell division cycle

cyklin-dependentni kindza

baculoviral IAP repeat-containing 2
CDK-interacting protein/kinase inhibiting protein
carboxy terminal domain of RNA polymerase 11
cyklin

Dulbecco’s Modified Eagles Medium
dimethylsulfoxid

deoxyribonucleic acid

dithiothreitol

ethylendiamintetraoctova kyselina

transkrip¢ni faktor E2F

fluorescein isothiokyanat

high mobility group

histone cluster 1

inhibitor of apoptosis

50% inhibi¢ni koncentrace

inhibitor CDK4

antigen identified by monoclonal antibody Ki-67
ménage-a-trois 1

myeloid cell leukemia 1
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MCM
MDM?2
mRNA
MRP
Myc
NF-xB
NHEJ]
PBS
PMSF

P-TEFb

p 1 6INK4A

p27KiP!
Rb
RAM/Px
RNA
rRNA
SDS
SDS-PAGE
Ser
SINES
siRNA
SL1
snRNA
SWAR/Px
TAFs
TBP

TBS
TEMED
TFIIIB
TFIIC
TFIIH
Thr

minichromosome maintenance

mouse double minute 2

messenger RNA

multidrug resistance protein
myelocytomatosis viral oncogene homolog
nuclear factor-kappa B

non-homologous end joining

phosphate buffered saline
fenylmethylsulfonylfluorid

positive transcription elongation factor b
CDK4 inhibitor p16-INK4A
cyclin-dependent kinase inhibitor 1B
protein retinoblastomu

rabitt anti mouse/peroxidase

ribonucleic acid

ribosomal RNA

dodecylsiran sodny

sodium dodecyl sulfate - polyacrylamide gel electrophoresis

serin

short intespersed nuclear elements
small interfering RNA
promoter-selectivity factor

small nuclear RNA

swine anti rabitt/peroxidase

three TBP-associated factors
TATA-binding protein

tris buffered saline
tetramethylethylendiamin

RNA polymerase III transcription initiation factor B
general transcription factor IIIC
transcription factor IIH

threonin
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TRIS
tRNA
TTF-1
UBF
U6
VEGF
Wee-1
XIAP

tris(hydroxymethyl)aminomethane
transfer RNA

transcription termination factor 1
upstream binding factor

RNA, U6 small nuclear

vascular endothelial growth factor
Wee-1 homolog

X-linked inhibitor of apoptosis
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