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Abstrakt
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1 SEZNAM ZKRATEK

Akt1 — a-serin/threonin protein kinase 1

ALL Ph*— Philadelphia chromosome-positive acute lymphoblastic leukemia
AML — Acute myeloid leukemia

APS — Ammonium persulfate

ATP — Adenosine triphosphate

ATRX — Alpha-thalassemia mental retardation X-linked
AURKA — Aurora kinase A

BSA — Bovine serum albumin

CAK — Cyclin-activating kinase

CAMKIly/d — Ca?*/calmodulin dependent protein kinase Il &
CDK — Cyclin-dependent kinase

CDK4/6 — Cyclin-dependent kinase 4 and 6

CDK4/6i — CDK4/6 inhibitor

CDKi — CDK inhibitor

clAP — Cellular inhibitor of apoptosis protein

Cip/Kip — CDK interacting protein/kinase inhibitor protein
CRBN — Cereblon

CRL4CRNB _ Cullin-RING ubiquitin ligase 4

DCAF16 — Damage-specific DNA binding protein 1 CUL4 associated factor
DMSO - Dimethyl sulfoxide DNA Deoxyribonucleic aci
DMSO - Dimethylsulfoxide

DNA — Deoxyribonucleic acid

DTT - Dithiothreitol

ECL — Enhanced Chemiluminescence

EDTA - Ethylenediaminetetraacetic acid

EGR-1 — Early growth response protein 1

EGTA — Ethylenglycoltetraacetic acid

ER — Estrogen receptor

ERBB2 — Erb-b2 receptor tyrosine kinase 2

FDA — Food and Drug administration

FOXM1 — Forkhead box M1

FOXO1 - Forkhead box O1

FS — Fetal serum

GSK3a/p — Glycogen synthase kinase-3 a and 3

HER2 — Human epidermal growth factor receptor 2

HSC — Hematopoietic stem cell



IL2 — Interleukin 2

IMDM - Iscove's Modified Dulbecco's Medium

INK4 — Inhibiting CDK4

IRS2 — Insulin receptor substrate 2

LSC — Leukemic stem cells

MCL — Mantle cell lymphoma

MDM2 — Murine double minute 2

MHC1 — Major histocompatibility complex class 1
MiRNA — microRNA

mTOR — Mammalian target of rapamycin

NADPH — Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
NFAT — Nuclear factor of activated T-cells

Notch — Neurogenic locus homolog protein

NSC — Neural stem cells

PBS — Phosphate buffered saline

PD-1 — Programmed death-1

Pdx1 — Pancreatic and duodenal homeobox 1

PFK1 — Phosphofructokinase-1

PFKFB3 - 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3
PKM2 — Pyruvate kinase M2

PMSF — Phenylmethylsulfonyl fluoride

PROTAC - Proteolysis targeting chimera

RAS - Rat sarcoma virus

Rb — Retinoblastoma protein

RIPA — Radioimmunoprecipitation buffer

RNA — Ribonucleic acid

RNAPII — RNA polymerase I

ROS — Reactive oxygen species

Runx1 — Runt-related transcription factor 1

SDS — Sodium dodecyl sulphate

SDS-PAGE - Sodium-dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
Smad3 — Mothers against decapentaplegic homolog 3
STAT — Signal Transducers and Activators of Transcription
TBS - Tris-buffered saline

TEMED - Tetramethylethylendiammin

TGF-B — Transforming growth factor

TRIS — Tris(hydroxymethyl)aminomethane
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VEGF - Vascular endothelial growth factor
VHL — von Hippel Lindau ligase
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2 UvoD

Za fyziologickych podminek je bunétné déleni pfisné regulovano prostfednictvim
proliferacnich a antiproliferacnich signall, které zajisStuji spravné naCasovani a presné
rozdéleni bunky. Klicovou roli v bunééné proliferaci zastavaji zejména cyklin dependentni
kinasy 4 a 6 (CDK4/6). Tyto kinasy v komplexu se svymi regulacnimi podjednotkami, cykliny
typu D, umozhuji prachod G1 restrikénim bodem a progresi bunééného cyklu
prostfednictvim fosforylace Rb (Retinoblastoma protein). Pravé tato signalni draha je u fady
typu nadorl naruSena mutacemi, které zpUsobuji nadmérnou expresi nebo aktivaci CDK4/6
a cyklind, coz vede k abnormalnimu a nekontrolovatelnému bunécnému déleni
a karcinogenezi.

Z tohoto divodu jsou CDK4/6 povazovany za vyznamné terapeutické cile pro vyvoj
inhibitor( jako protinadorovych |éCiv, pficemz Ctyfi ATP-kompetitivni inhibitory byly FDA
(Food and Drug Administration) jiz schvaleny pro klinické pouziti. Vzhledem k velkému
uspéchu téchto inhibitorl CDK4/6 zejména pfi terapii karcinomu prsu, jsou tyto latky dale
intenzivné testovany v preklinickych a klinickych studiich pro terapii dalSich malignit jako je
rakovina prostaty, ale také melanomy, gliomy, leukémie nebo lymfomy a jsou neustale
vyvijeny nové potencialné ucinngjsi latky. Na zakladé nejnovéjSich studii bylo totiz
dokazano, ze pfi dlouhodobé Ié¢bé témito terapeutiky dochazi u rakovinnych bunék ¢asto
k jejich adaptaci a k rozvoji rezistence. Ta Casto spoCiva v kompenzacni aktivaci nebo
nadmérné expresi CDK4/6 nebo cyklinl, coz zpasobuje necitlivost nadorovych bunék vaci
témto inhibitordim CDK4/6 a vyznamné limituje léCbu. Vzhledem k tomu, Ze se jedna
o ATP-kompetitivni inhibitory, tyto latky inhibuji pouze kinasovou aktivitu cilovych enzymd.
Ackoli jsou CDK4/6 kinasy svou strukturou a funkci vysoce homologické, ukazuje se, ze
zejména CDKG6 vykazuje i na kinase nezavislé funkce, které nemohou byt postihnuty témito
ATP-kompetitivnimi latkami. Vzhledem k témto nekinasovym funkcim, vedlejSim toxickym
ucinkiim spojenych s dualni inhibici CDK4/6 a vysoké pravdépodobnosti rezistence, jak
ziskané, tak vrozené, by mohla byt cilend degradace CDK4/6 jednou z moznosti terapie
nadorovych onemocnéni a pfekonani rezistence. Za timto u€elem jsou vyvijeny inovativni
PROTAC molekuly jako konjugaty ligandu pro cilovy protein a ligandu pro E3 ubikvitin
ligasu, ktera zprostfedkuje degradaci proteasomem. Vyhodou téchto latek je také to, ze
umoznuji z puvodné dualnich CDK4/6 kinasovych inhibitor( vytvofit vysoce selektivni
degradéry, které jsou schopny cilené degradovat pouze CDK4 nebo CDKE6 i pfes jejich
vysokou homologii.

Experimentalni ¢ast této bakalafska prace je zaméfena na testovani mechanismu
u€inku dvou PROTAC molekul, YX-2-107 a BSJ-03-123, které byly v pavodnich publikacich
popsany jako CDKG6 selektivni degradéry. Jejich plisobeni bylo rovnéz porovnavano s jejich

vychozi molekulou, palbociclibem, a to na lymfomovych buné&nych liniich.
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3 CILE PRACE

Vypracovani literarni reSerSe shrnujici aktualni védecké poznatky z oblasti vyvoje novych
heterobifunkénich molekul PROTAC vychazejicich ze struktury schvalenych inhibitor(
cyklin-dependentnich kinas 4/6.

Experimentalni analyza mechanismu plsobeni a ucinnosti PROTAC molekul
YX-2-107 (De Dominici, 2020) a BSJ-03-123 (Brand, 2019) s vyuzitim molekularnich
a biochemickych metod, zejména kultivace nadorovych buné&cnych linii, cytometrické
analyzy bunécného cyklu a stanoveni bunécné viability, SDS-PAGE, western blottingu
a imunodetekce zajmovych proteinli po pusobeni testovanych latek.

Vyhodnoceni a zpracovani ziskanych dat a jejich porovnani v ramci riznych

lymfomovych bunécnych linii.
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4 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

41 Cyklin-dependentni kinasy

Cyklin-dependentni kinasy (CDK) patfi do skupiny 518 serin/threoninovych proteinovych
kinas, které se podileji na regulaci kliCovych bunéfnych pochodl prostfednictvim
fosforylace svych substratd (Manning, 2002). Za jejich objev byla v roce 2001 udélena
Nobelova cena za medicinu L. H. Hartwellovi, T. R. Huntovi a P. R. Nurserovi. Lidsky genom
obsahuje 21 genU kédujicich 20 CDK, pficemz CDK11 je kédovana dvéma geny (CDCL1
a CDCL2). DalSich 5 gent pak koduje kinasy podobné CDK. Nazev CDK byl odvozen
na zakladé jejich proteinovych regulacnich podjednotek, tzv. cyklin{, které se vazi na CDK
a zvySuji jejich proteinkinasovou aktivitu (Arellano, 1997; Lim, 2013; Malumbres, 2009;
Malumbres, 2014). Tyto kinasy se kromé regulace bunééného cyklu podileji také na Fizeni
mechanismu genové transkripce, apoptézy nebo senescence (Anders, 2011; Park, 2009;
Lim, 2013). Dale ovliviiuji metabolismus glukosy (Wang, 2017; Jia, 2018), diferenciaci
bunék a angiogenezi (Kollmann, 2013; Chirivella, 2017). Mohou byt rovnéz zapojeny
do protinadorové imunitni odpovédi (Goel, 2017; Uzhachenko, 2021; Deng, 2018). Jako
takoveé tvofi vyznamny molekularni cil nejen pro terapii nadorovych onemocnéni, ale také
kardiovaskularnich nebo neurodegenerativnich onemocnéni (Xiao, 2021; Abouleisa, 2022;
Yan, 2022; Lim, 2013).

U savcl veetné Clovéka jsou tyto kinasy oznacovany jako CDK1-CDK20 a tvori 8
samostatnych podrodin rozdélenych v zavislosti na své funkci (Obrazek 1). Pfi regulaci
bunééného cyklu se uplatiiuji podrodiny CDK1, CDK4 a CDKS5, které umoznuji prichod
buriky rdznymi fazemi buné&ného cyklu a nasledné déleni. Zbyvajici podrodiny (CDK?7,
CDKS8, CDK9, CDK11 a CDK20) jsou soucasti regulacnich mechanismu transkripce. Stejné
jako CDK uplatfujici se pfi Fizeni buné&ného cyklu jsou i tyto transkripéni CDK regulovany
cyklinovymi podjednotkami, jejichz hladina se ale v pribéhu buné¢ného cyklu neméni.
Jejich nejdulezitéjsi funkce spociva ve fosforylaci karboxylové terminalni domény nejvétsi
podjednotky RNA polymerasy I, ktera stimuluje elongaci vznikajiciho transkriptu. Funkce
obou podrodin se ale do znacné miry prekryvaji, jelikoz kinasy umoZznujici progresi
bunécného cyklu mohou fungovat na principu fosforylace regulatord transkripce, naopak
transkripCni kinasy se mohou podilet na regulaci bunécného cyklu nezavisle na své
transkripcni aktivité (Malumbres, 2014; Anders, 2011).

CDK jsou tvofeny dvéma doménami, z nichZz N-terminalni doména je slozena
z B-listd. Jeji soucasti je G-smyc€ka bohata na glycin a aminokyselinova sekvence podobné
PSTAIRE oznaCovana jako C-Sroubovice. C-terminalni doména se sklada predevsim
z a-helixtt. Obsahuje rezidua aminokyselin citlivd na fosforylaci, tzv. T-smycku, ktera bez

vazby na cyklin blokuje katalytické misto CDK a zabrarnuje navazani molekuly ATP
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(adenosine triphosphate). Po navazani cyklinu na C-doménu dochazi na zakladé
hydrofobnich interakci k jeho obklopeni C-Sroubovici, ¢imz dojde ke konformacnim
zménam CDK. Diky tomu je uvolnéno aktivni misto pro vazbu ATP a zpfistupnéno
katalytické misto. Poté dochazi k fosforylaci Ser/Thr zbytktl pomoci CDK aktivujicich kinas
(CAK), coz stabilizuje komplex CDK/cyklin. PIné aktivovana CDK pak nasledné muze
fosforylovat sv(j substrat (Lim, 2013; Malumbres, 2014).

Cykliny se tedy podileji na pozitivni regulaci CDK. Vytvari soubor zhruba 30 proteina,
které jsou slozeny z tzv. cyklinovych boxUi tvofenych pfiblizné 100 aminokyselinami
uspofadanych do o-helixd. N-terminalni box je dulezity pro vazbu s CDK, zatimco
C-terminalni box je nezbytny pro spravneé sloZeni cyklinu. Koncentrace téchto vazebnych
partnerd CDK se v burikach méni v zavislosti na fazi bunécného cyklu na rozdil od hladiny
samotnych CDK, jejichZ exprese zUstava po celou dobu konstantni. Syntéza a proteolyticka
degradace cyklinu je v burice pfisné regulovana a deregulace jejich exprese mlze vést az
k rozvoji nadorového bujeni (Malumbres, 2014; Arellano, 1997). Na aktivaci CDK se kromé
cyklini podileji také CAK. Aktivita CDK je ale rovnéz regulovana negativné, a to
prostfednictvim endogennich inhibitordl CDK, které tak pini funkci nadorovych supresoru.
Jedna se o malé molekuly fadici se do dvou samostatnych skupin. Prvni skupinu tvori
rodina proteind Cip/Kip (CDK interacting protein/kinase inhibitor protein), kam spadaji
proteiny p21, p27, p57. Druhou rodinu inhibitord INK4 (Inhibiting CDK4) pak tvofi proteiny
p16NKda  n15INKIb — n18INKac - n1QINK4d - pFicemz tyto proteiny specificky inhibuji CDK4/6
(Roskoski, 2019; Lim, 2013; Malumbres, 2014).

- Kinasova doména
I | COK

CDK2 [] Doména bohata na Arg/Ser
CDK3

[ | o5 Doména bohata na Glu

CDK16 D Doména bohaté na GIn

B | COK1s [ Domeéna bohata na Pro

CDKg

1
— mamEsy

I | COK10
0N [ | cok
B (coks

CDK20

[0 [ O CDK12
[im —/ | CDK13

BN cpk2o

Obradzek 1: Schematické zndzornéni evolucnich vztahi mezi podrodinami cyklin-dependentnich kinas (CDK),
oranZové oznacena podrodina CDK souvisejici s regulaci bunécného cyklu, zelené CDK podilejici se na genové
transkripci; upraveno podle Malumbres, 2014
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4.2 Regulace bunééného cyklu

CDK4 a CDK6 se vyznacuji podobnosti svych aminokyselinovych sekvenci az 70 %.
Strukturou, ale i funkci, jsou tedy vysoce homologni (Tadesse, 2015). Spole¢né s cykliny
typu D (D1, D2 a D3) jsou povazovany za kliCové iniciatory vstupu bunék do bunécného
cyklu. Transkripce cyklinu D je indukovana mitogennimi faktory, jako jsou napfiklad ristové
faktory, které umoznuji narust jeho hladiny béhem G1 faze. Cyklin D se sklada
z cyklinového boxu sloZzeného z 11 a-helixd. Na N-koncovém motivu se nachazi 2 vazebna
mista pro substrat, Rb (Rb1 nebo Rb-podobné proteiny, p107, p130). Na zaatku G1 faze
dochazi k navazani cyklind D na CDK4/6 a vznikly komplex umoznuje priichod restrik€nim
bodem z G1 faze do S faze buné&tného cyklu. Komplex CDK4/6 s cyklinem D je dale
aktivovan fosforylaci prostfednictvim CAK a muize iniciovat postupnou fosforylaci Rb
na serinu 807 a 811 (Ser807/811). Tyto fosforylace Rb zprostfedkovavaji pfenos signalu
mezi CDK a transkripénim aparatem zodpovédnym za genovou expresi nezbytnou pro
prichod bunéénym cyklem. Takto fosforylované Rb proteiny jsou Caste€¢né inaktivovany
a nejsou dale schopny vazby na transkripéni faktory E2F, které jsou uvolnény. Podporuji tak
transkripci cilovych gend, véetné genl pro cykliny typu E. Komplex CDK2/cyklin E dale
hyperfosforyluje Rb v pozdni G1 fazi, coz zpusobi uUplnou inaktivaci Rb, a je zahajena
transkripce genu zodpovédnych za bunéfny rast, syntézu DNA a také
cyklinu A. Burika tak muze pokracovat do S faze bunééného cyklu (Malumbres, 2014; Day,
2009; Arellano, 1997; Weinberg, 1995).

V poslednich letech se v3ak ukazuje, Ze Rb proteiny nejsou jedinymi substraty
CDK4/6 a ze mnozstvi fosforyla€nich cilt téchto kinas je obsahlejsi. Jednim z téchto cill je
transkripéni faktor FOXM1 (Forkhead Box M1). Plna aktivace FOXM1 pomoci pfimé
vicemistné fosforylace prostfednictvim komplexu CDK4/6 scykliny D iniciuje
v proliferujicich burikach expresi genu podilejicich se na prfechodu G1/S, jako je gen
kodujici cyklin E2, a fada dalSich genu nezbytnych pro replikaci DNA, regulaci opravy DNA
a sestfihu mediatorové RNA (Anders, 2011). Kromé toho také potlacuje tvorbu ROS
(Reactive oxygen species) a podili se na inhibici senescence a apoptézy u rakovinnych
bunék a tim podporuje progresi bunécného cyklu (Park, 2009).

Neméné vyznamnym substratem ovlivnénym fosforylacni aktivitou CDK G1 faze je
transkripCni faktor Smad3 (Mothers against decapentaplegic homolog 3), ktery je schopen
aktivovat faktor TGF-B (Transforming growth factor B). Tato aktivace indukuje tvorbu
proteinu p15, inhibitoru CDK4/6, a spusténi drah s antiproliferacnimi uc€inky nasledované
zastavenim bunécného cyklu v G1 fazi. Smad3 tak pusobi jako nadorovy supresor

u nékolika typt nadorovych onemocnéni (Feng, 2000). Inhibice transkrip&ni aktivity Smad3
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prostfednictvim CDK4 a CDK2 dependentni fosforylace vede ke snizeni hladiny proteinu
p15 a naopak ke zvySeni exprese protoonkogenu c-myc, coz umoznuje prichod G1/S

restrikénim bodem (Matsuura, 2004; Hendrychova, 2021).

4.3 Patofyziologie CDK4/6

Maligni transformace bunék jsou velmi Casto doprovazeny genetickymi zménami, které
vedou ke zvySeni aktivity nebo exprese CDK4/6. Tyto zmény nasledné vedou ke ztraté
kontroly nad G1/S restrikénim bodem bunéného cyklu. Vysledkem je abnormalni,
nekontrolovatelné bunééné déleni vedouci az ke karcinogenezi (Qi, 2022; VanArsdale,
2015). Mezi tyto zmény se fadi napf. amplifikace genu CCND1, kdédujiciho cyklin D1
urakoviny prsu, nebo chromozomaini translokace t(11;14)(q13;932) u lymfom(
z plastovych bunék rovnéz vedouci k nadmérné expresi cyklinu D1 (VanArsdale, 2015;
Marzec, 2006; Leonard, 2012).

Deregulace drahy CDK4/cyklin D se u mnoha druh( rakovin vyskytuje mnohem
Castéji néz zmény exprese jinych CDK a cyklind. Amplifikace genu pro CDK4 a cyklin D
nebo jejich nadmérnou expresi v dlisledku mutaci vykazuji zejména liposarkomy
a mnohocetné myelomy, Ize je také detekovat u karcinomu prsu nebo glioblastomu. Mutace
CDK (Arg-24-Cys) vede k necitlivosti vaci inhibici nadorovym supresorovym proteinem p16
z rodiny inhibitord INK4. Deregulace nebo hyperaktivace drah regulovanych komplexem
CDK4/cyklin D v rakovinnych burikach pak pravdépodobné souvisi s jejich zvySenou
proliferaci (Zhang, 2014; Cen, 2012; Day, 2009).

Nadmérna exprese CDKG6 patfi rovnéz k onkogennim faktordm. Byla prokazana
napf. u leukémii, gliomu, rakoviny slinivky bfisni nebo u rakoviny prostaty, kde stimuluje
aktivitu androgenniho receptoru nezavisle na své kinasové aktivité. Inhibice exprese genu
CDK6 ma vyznamny vliv na inhibici proliferace bunék, coz ukazuje na jeji vyznamnou roli
v progresi nadorovych onemocnéni. Inhibice nejen kinasovych funkci CDKG tak predstavuje
vyznamnou terapeutickou strategii pro Ié€bu rakoviny. (Brotherton, 1998; Tadesse, 2015).

Vzhledem k tomuto Castému vyskytu narusené regulace bunééného cyklu jsou
CDK4/6 povazovany za vyznamné terapeutické cile, zejména pro vyvoj ATP-kompetitivnich
inhibitord, z nichz se fada nachazi v klinickém testovani a nékolik je jiz klinicky vyuzivano
jako protinadorova terapie (Roskoski, 2019; Qi, 2022).

4.4 Vyvoj a soucasny stav inhibitord CDK4/6

Zejména v poslednich letech byl vyzkum CDK terapeutik pro |éEbu malignit zaméfen
pfedevsim na inhibitory CDK4/6 (CDK4/6i). Nicméné farmakologické CDK inhibitory (CDKi)
prvni generace, mezi které se fadi napf. flavopiridol (alvociclib) (Kaur, 1992), roskovitin

(seliciclib) nebo olomoucin (Havlicek, 1997), vykazovaly vysokou cytotoxicitu a velice
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nizkou specificitu, jelikoz inhibovaly CDK podilejici se na regulaci interfaze,
ale i transkripéni CDK. Za ucelem vyvoje selektivnéjSich CDKi byla vytvofena druha
generace inhibitord. Nékteré z nich, jako je napf. pyrazoloryrimidinovy derivat dinaciclib
(Paruch, 2010), se dostaly i do klinického testovani, nicméné diky nejasnému mechanismu
ucinku a nizké selektivité nebyly ani tyto CDKi schvaleny pro klinické pouziti (Roskoski,
2019; Hendrychova, 2021).

Pro uspésné wvyuziti CDKi vKklinické praxi byla kliCova optimalizace
pyrido[2,3-d]pyrimidinového skeletu (Fry, 2004). Pfipojenim metylového substituentu
do pozice C5 se vyrazné zvysila selektivita vi¢i CDK4/6 (VanderWel, 2005). Na zakladé
této chemickeé struktury byl vytvoien prvni selektivni CDK4/6i, palbociclib. O vice nez 10 let
pozdéji byl palbociclib (PD-0332991; Imbrace; Pfizer Inc.) jako prvni CDKi schvalen FDA
pro IéEbu metastatického karcinomu prsu pozitivniho na estrogenovy receptor a negativniho
na receptor pro lidsky epidermalni rastovy faktor 2 (ER*/HERZ2") u postmenopauzalnich zen
v kombinaci s letrozolem (Beaver, 2015) nebo fulvestrantem (Walker, 2016). O dva roky
pozdéji byl nasledovan také ribociclibem (LEEO11; Kisqali; Novartis) v kombinaci
s letrozolem pro tutéz indikaci. Podobné jako u palbociclibu je zakladni skelet ribociclibu
tvofen pyridol[2,3-d]pyrimidinovym jadrem (Syed, 2017). V roce 2017 byl rovnéz schvalen
abemaciclib  (LY2835219; Verzenio; Lilly), jehoz zakladni strukturu tvofi
pyridin-pyrimidin-benzimidazolové jadro (Gelbert, 2014; Kim, 2017), pro terapii ER*/HER2-
pokroc€ilého nebo metastazujiciho karcinomu prsu v kombinaci s fulvestrantem. Zaroven je
jako jediny z FDA schvalenych CDK4/6i vyuzivan i jako monoterapie (Dickler, 2017).

Nejnoveéji schvalenym CDKA4/6i je trilaciclib (G1T28; Cosela; G1 Therapeutics)
se strukturou tricyklického laktamového skeletu (Bisi, 2016). Na rozdil od pfedchozich latek
je ale vyuzivan ke zmirnéni myelosuprese vyvolané chemoterapii pfi Iécbé malobunécného
karcinomu plic v maligni fazi (Dhillon, 2021). Trilaciclib indukuje reverzibilni G1 blok
buné&ného cyklu proliferujicich hematopoetickych kmenovych a progenitorovych bunék
v kostni dfeni. Tim je chrani pfed poskozenim v pribéhu chemoterapie karboplatinou,
etoposidem nebo topotekanem, aniz by antagonizoval 1éEbu témito chemoterapeutickymi
latkami (He, 2017; Bisi, 2016).
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CDK4/6i schvalené FDA (Obrazek 2) jsou ATP-kompetitivnimi inhibitory CDK4/6
s prevazné cytostatickym acinkem, které inhibuji jejich kinasovou aktivitu interakci
s vazebnou doménou pro ATP. Vykazuji podobnou afinitu k CDK4 i CDK6 z dlivodu vysoké
homologie tohoto ATP vazebného mista u obou kinas. CDK4/6i zabranuji fosforylaci Rb,
¢imz zplsobi zablokovani bunééného cyklu v G1 fazi (Fry, 2004; Hendrychova, 2021;
Gelbert, 2014; Hafner, 2019; Bisi, 2016).
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Obrdzek 2: Chemické struktury FDA schvdlenych inhibitorti CDK4/6

Ackoli palbociclib, ribociclib a abemaciclib byly schvaleny pro 1é€bu stejné indikace,
ukazuje se, Ze jejich bunécné ucinky se mohou lisit. Rozdily byly pfipisovany odliSné
ucinnosti, toxicité a rozdilnému davkovani, nicméné nedavné studie ukazaly, Ze jsou dany
také ruznou selektivitou, a tedy fyziologickou aktivitou. Abemaciclib se jakozto
polyselektivni ATP-kompetitivni inhibitor odliSuje od palbociclibu a ribociclibu, jelikoz kromé
CDK4 a CDKG®6 inhibuje také dalsi cile jako jsou CDK1, CDK7, CDK9, GSK3a/ (Glycogen
synthase kinase-3 a and B) a CAMKIIly/d (Ca?*/calmodulin dependent protein kinase Il d)
nebo komplex CDK2/cyklin A/E. Je tedy schopen zpUsobit zablokovani nejen v G1, ale
ivG2 fazi bunéného cyklu. Nicméné i pfes nizkou selektivitu vykazuje v burnkach
karcinomu prsu nejvy$Si ucinnost, coz muze byt pravé pfipisovano inhibici vice cill
(Hafner, 2019; Bisi, 2017).

| prfestoze je |éCba témito latkami ucinna, vyskytuji se u téchto nadorovych
terapeutik, podobné jako u jinych 1é€iv, nezadouci ucinky vedouci k neutropenii, leukopenii
a anémii, které vyrazné limituji dobu a intenzitu |éCby. DalSi nevyhodou je Casty rozvoj
rezistence na tato léCiva. V disledku toho je snahou védcu vyvinout dalSi Ucinnéjsi
CDKa4/6i, které by se vyznaCovaly mensi mirou nezadoucich u€inkd a omezenim rizika
rozvoje rezistence. Nékteré z nich jsou jiz testovany v klinickych studiich, jako napfiklad
lerociclib (G1T38; G1 Therapeutics), ktery kromé& CDK4/6 inhibuje také CDK9, a nachazi

se vell. klinické fazi pro lé¢bu ER*HER2™ metastatického karcinomu prsu
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a nemalobuné&ného karcinomu plic (Bisi, 2017). Ve Il. fazi se nachazi také FCN-437c
(Fosun Pharmaceuticals) a birociclib (XZP-3287, Jilin Sihuan Pharmaceutical/XuanZhu
Pharma), které jsou zamérené na terapii pokrocilych solidnich nadort (Lin, 2019; Xu, 2019).
Inhibitor CDK2/4/6 oznaCovany jako ebvaciclib (PF-06873600; Pfizer) je v L./Il. klinické fazi
testovan pro lé¢bu pro ER*/HER2™ metastatického karcinomu prsu, triple-negativniho
karcinomu prsu a karcinomu vaje¢niku (Yap, 2022). Kromé toho je snahou také vyuzit
soucCasné schvalené CDK4/6i pro |éCbu dalSich indikaci jako je rakovina tlustého stfeva,
jater, slinivky bfisni, ale také melanomud, myelomd nebo lymfom( z plastovych bunék
(Leonard, 2012; Roskoski, 2019; Zhang, 2014; Yoshida, 2016). Vzhledem ke schopnosti
palbociclibu a abemaciclibu pronikat hematoencefalickou bariérou by CDK4/6i mohly mit

potencial i pfi IéCbé glioblastomu (Raub, 2015; Zhang, 2023).

4.5 DalsSi vyznamné funkce CDK4/6

Mechanismus regulace bunééného cyklu prostfednictvim drahy CDK4/6-Rb je znamjiz fadu
let. V poslednich letech bylo pravé diky vyvoji CDK4/6i a dalSim podrobnéjSim studiim
objeveno také zajimavé alternativni zapojeni fyziologickych funkci CDK4/6 i do regulace
senescence, imunitni protinadorové odpovédi a mnohych metabolickych drah, jejichz
potlaeni by mohlo pfispét ke zlepSeni protinadorové terapie. Vzhledem k témto
vyznamnym vlivim by kombinace CDK4/6i s jinymi |éCivy mohla pfedstavovat idealni formu

terapie nadorovych onemocnéni (Yoshida, 2016; Klein, 2018).

4.5.1 Indukce senescence prostrednictvim inhibice CDK4/6

Jelikoz se CDK4/6 podileji na regulaci bunécného cyklu, muze jejich inhibice zpUsobit
spusténi dormance bunék, anebo jejich senescenci. Inhibice CDK4 zabrariuje fosforylaci
Rb. Bunécény cyklus se zastavi v G1 fazi a buriky pfechazeji bud do reverzibilniho klidového
stavu tzv. quiescence, nebo do stadia senescence, pfiemz senescenéni buriky se
nemohou vratit zpét do mitotického cyklu, nereaguji na proliferativni signaly a ztraci
schopnost replikace. Prvni mozné vysvétleni indukce senescence je spojeno s akumulaci
ROS vyvolané supresi FOXM1, tedy pfimého substratu CDK4/6 (Klein, 2018). Druhou
moznosti je pak zapojeni drahy spojené se zménami exprese enzymu remodelujiciho
chromatin ATRX (Alpha-thalassemia mental retardation X-linked) v duasledku ovlivnéni
aktivity CDK4/6. V reakci na inhibici CDK4 dochazi v burikach rakoviny prsu ke zménam
sekre¢niho fenotypu spojeného se starnutim a k degradaci MDM2 (Murine double minute
2). S inhibici CDK4 je spojena zvySena exprese ATRX, ktera je vyZzadovana pro degradaci
MDM2, a je nezbytna k pfechodu klidovych bunék do ireverzibilniho stadia senescence

jinak oznacovaného jako gerokonverze (Kovatcheva, 2017; Kovatcheva, 2015). Kromé toho
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v8ak indukce senescence u bunék melanomu vyvolané dlouhodobou inhibici CDK4/6
koreluje také s inhibici signalni drahy serin/threoninové kinasy mTOR (Mammalian target
of rapamycin complex) regulujici buné&nou proliferaci a metabolismus. U bunék s depleci
Rb nedochazelo po jejich ovlivnéni CDK4/6i k navozeni senescence. Tento fakt dokazuje,
ze indukce senescence v melanomovych burikach je zavisla na schopnosti CDK4/6i potlacit
fosforylaci Rb. Tyto studie také naznacuji, ze pouziti CDK4/6i s dalSimi inhibitory téchto
signalnich drah by mohla rozhodnout o tom, do jakého klidového stavu burika vstoupi.
Schopnost vyvolat trvalé zastaveni rlistu by mohla zkratit dobu expozice pacienta léku, coz
muze snizit toxicitu vyvolanou inhibici CDK4/6 a zabranit rozvoji rezistence (Yoshida, 2016;
Klein, 2018).

4.5.2 Zapojeni CDK4/6 do metabolismu

Aktivné se délici burfiky maji zvySené naroky na tvorbu energie ve formé ATP, syntézu
proteind, nukleonovych kyselin a jinych biomolekul esencialnich pro bunécny rist a déleni
bunék. Zejména nadorove buriky vykazuji vysoké naroky na optimalizaci metabolismu
pro maximalni podporu buné&ného ristu a proliferace, aby zabranily buné&né smrti
metabolickym stresem z nedostatku Zzivin, energie nebo akumulace ROS. Progrese
bunécného cyklu je tedy bezprostiedné spjata s regulaci metabolickych drah, pficemz
bunélny cyklus i energeticky metabolismus jsou do znaéné miry ovlivnény CDK4/6
(Jones, 2009; Lopez-Mejia, 2017).

Pfechody mezi metabolismem glukosy a mastnych kyselin jsou jedny z klicovych pro
regulaci anabolickych a katabolickych procesu v burice, proto je metabolismus glukosy
v délicich se burikach neustale pfizpisobovan energetickym pozadavkim buriky. Komplex
CDK4/cyklin D3 snizuje oxidaci mastnych kyselin v mitochondriich a naopak podporuje
tvorbu ATP anaerobni glykolyzou. Tento regulacni mechanismus ma vyznamny vliv
na progresi buné&ného cyklu diky modulaci metabolickych drah smérem k anabolickym
procesim a to nezavisle na transkripénim faktoru E2F1 (Lopez-Mejia, 2017). Vyznamny
vliv na regulaci metabolismu glukosy ma také komplex CDKG6/cyklin D3, ktery pfimou
fosforylaci inhibuje katalytickou aktivitu glykolytickych enzymu PFK1
(Phosphofructokinase-1) a PKM2 (Pyruvate kinase M2), jez se podileji na regulaci
glykolyzy. SniZeni rychlosti glykolyzy inhibi¢ni fosforylaci PFK1 a PKM2 v nadorovych
burikach exprimujicich CDK6 a cyklin D3 ve vy$Sich hladinach vede ke spusténi
pentosafosfatové a serinové drahy. Vyuziti meziproduktu glykolyzy v téchto metabolickych
pochodech podporuje produkci NADPH (Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate)
a glutathionu, které potlacuji tvorbu ROS a maji antioxida¢ni funkci. Naopak narust aktivity
PFK1 a PKM2 inhibici CDK6/cyklin D3 ma& za nasledek sniZzeni hladiny NADPH
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a glutatihionu a zvySeni produkce ROS, coz zpusobi v nadorovych bunkach spusténi
apoptotickych drah zavislych na oxidaénim stresu vyvolaném akumulaci ROS
(Wang, 2017).

4.5.3 Uplatnéni CDK4/6 v protinadorové imunitni odpoveédi

Kinasy CDK4/6 hraji vyznamnou roli také v protinadorové imunitni odpovédi, jelikoz maji
imunomodulacéni funkci. Inhibice drahy CDK4/6-Rb-E2F indukuje podobné jako pfi
napadeni buriky virem hypometylaci genu, produkci interferond Il a naslednou expresi
proteinu B2M a MHC1 (Major histocompatibility complex class 1). ZvySené vystaveni
antigenu na povrchu nadorovych bunék stimuluje imunitni odpovéd organismu a nadorové
buniky jsou lépe rozpoznavany T-lymfocyty. Inhibice CDK4/6 potlacuje proliferaci
T-regulagnich bunék, které za normalnich podminek potlaéuji protinadorovou odpovéd
cytotoxickych T-lymfocyt (Goel, 2017). Nicméné inhibice CDK4/6 zpusobuje také zvySeni
aktivity rodiny nuklearnich transkrip&nich faktor(l aktivovanych T-bunék podilejicich se
na regulaci funkce T-lymfocytd a produkci interleukinu 2. Tato inhibice tak simultanné
podporuje protinadorovou imunitni odpovéd spojenou s blokaci imunitniho kontrolniho
receptoru programované bunécné smrti-1. | pfes to, ze inhibice CDK4/6 ma na T-lymfocyty
antiproliferativni uc€inek, pfispiva ke zvySeni protinadorové aktivity podporou aktivace
efektorovych T-bunék a jejich infiltrace do nadorové tkané, pficemz T-lymfocyty, které se
s nadorovymi antigeny jiz setkaly, jsou vici inhibici CDK4/6 vice citlivé nez nativni T-buriky.
Zaroven je inhibice CDK4/6 spojena se zvySenou sekreci chemokinl nadorovymi burikami,
ktera taktéz podporuje infiltraci T-lymfocytd do nadorového mikroprostfedi, avSak tato
produkce chemokinl je zavisla na zménach metabolické aktivity, ke kterym dochazi
po inhibici CDK4/6 (Uzhachenko, 2021; Deng, 2018).

Vzhledem k vyznamnému vlivu CDK4/6 na senescenci, metabolismus, proliferaci
a imunitni protinadorovou odpovéd by kombinace inhibitord CDK4/6 s jinymi IéCivy mohla
predstavovat idealni formu terapie nadorovych onemocnéni. Navic schopnost vyvolat trvalé
zastaveni rGstu by mohla zkratit dobu expozice pacienta Iéku, coz muze snizit toxicitu

vyvolanou inhibici CDK4/6 a zabranit rozvoji rezistence (Yoshida, 2016; Klein, 2018).

4.5.4 Nekinasové funkce CDK4/6

Vedle kinasovych funkci maji CDK4/6 i funkci transkripénich regulatorl a to nezavisle
na jejich kinasové aktivité. Bylo zjisténo, Zze kinasa CDK®, ktera je vysoce exprimovana
zejména v lymfoidnich nadorech, je také soucasti transkripéniho komplexu. Spole¢né
s transkrip&nimi faktory STAT (Signal Transducers and Activators of Transcription) a cykliny

D se podili na indukci transkripce nadorového supresoru p16™K42. Spole¢né s aktivaénim
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proteinem-1 muze vytvaret také transkripéni komplex podilejici se na regulaci transkripce
faktoru VEGF (Vascular endothelial growth factor). ZvySena exprese CDKG6 koreluje se
zvy$enou hladinou inhibitoru p16'™K4a ktery se vaze na monomerni CDK6 a zabrariuje
tvorbé komplext s cykliny rodiny D, ¢imz zabranuje progresi bunééného cyklu a pulsobi
jako negativni zpétnovazebny regulator CDK6. V nepfitomnosti p16™42 v dusledku mutaci,
deleci nebo metylaci typicky se vyskytujicich u malignich bunék, CDK6 podporuje
proliferaci a stimuluje angiogenezi u hematopoetickych malignit. Ktomu dochazi
prostfednictvim indukce exprese proangiogenniho rlistového faktoru VEGF-A podilejiciho
se na de novo tvorbé krevnich cév, které nadorovou tkan zasobuji kyslikem a Zivinami.
Vysoka exprese CDKG6 tak podporuje tumorogenezi stimulaci migrace a proliferace
endotelovych bunék. ATP-kompetitivni inhibitory CDK6 nemaji vliv na expresi p16 <4 anj
VEGF-A, coz potvrzuje nezavislost této transkripéni funkce CDKG6 na jeji kinasové aktivité
(Kollmann, 2013).

Regulacni funkce CDKG6 se uplatiuje také pfi vyvoji HSC (Hematopoietic stem cell)
a LSC (Leukemic stem cells), jejichz homeostaza zavisi na transkripénim faktoru EGR-1
(Early growth response protein 1). V dormantnich HSC je EGR-1 exprimovan ve vysokych
hladinach a u hematopoetickych malignit midze mit funkci nadorového supresoru.
Pro iniciaci proliferace za stresovych podminek je nutné snizeni hladiny EGR-1 pomoci
vazby CDKG6 na jeho promotor, coz umozni zahajeni proliferace HSC a hematopoézy.
Maligni LSC hraji kliC¢ovou roli pfi rozvoji leukemii, které vykazuji po onkogennim stresu
vysokou expresi CDK6 na rozdil od netransformovanych bunék. Z tohoto divodu by
inhibice nejen kinasovych funkci CDK6, ale i téch nekinasovych, mohla byt u€innym
feSenim pro lé¢bu téchto nadorovych onemocnéni (Scheicher, 2015). Aktivace HSC zavisi
také na transkripénim faktoru Runx1 (Runt-related transcription factor 1), ktery miaze rovnéz
podporovat progresi akutni leukémie, proliferaci, angiogenezi nebo metastazovani
(Lin, 2020). Aktivita CDK6 vede ke snizeni exprese genl pro terminaini diferenciaci
a naopak podporuje proliferaci myeloidnich progenitorovych bunék. Nepfitomnost CDK6
u CDK6-deficientnich mySi naopak vede ke snizeni proliferace myeloidnich bunék
a umoznuje terminalni diferenciaci granulocytt (Fujimoto, 2007). CDK6 je také nezbytna
pro proliferaci a diferenciaci multipotentnich prekurzor( thymocytu z kostni dfené zavislych
na receptoru Notch (Neurogenic locus homolog protein) pfi vstupu do brzliku
a tumorogenezi zavislé na AKT1 (a-serin/threonin protein kinase 1). Absence CDKG6 tedy
také zamezuje onkogenni transformaci pfi rozvoji lymfoidnich malignit indukovanych
signalizaci Notch (Hu, 2009).

Ackoli ma CDK6 mnohem veétsSi substratovou specifitu nez CDK4 (Anders, 2011),
vyskytuji se substraty, které CDK4 ovliviiuje i svou nekinasovou aktivitou. Bifunkéni

izoenzym PFKFB3 (6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3) je
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exprimovan ve vysoké mife v malignich tkanich, kde se podili na regulaci glykolyzy, jelikoz
katalyzuje tvorbu a degradaci fruktosa-2,6-bisfosfatu. Zastava funkci také pfi angiogenezi,
autofagii nebo inhibici proliferace. Nadmérnou expresi PFKFB3 spole¢né se zvySenou
hladinou CDK4 vykazuji bunky karcinomu prsu. Vazba CDK4 na PFKFB3 pres lysin
stabilizuje CDK4 a zabrariuje jeji degradaci ubikvitin-proteasomovou cestou (Jia, 2018;
Xiao, 2021).

Aktivita CDK4 sehrava klicovou ulohu také pfi inzulinové signalizaci podilejici se
na diferenciaci a proliferaci  bunék ostravkd slinivky bfisni v mySich modelech. CDK4
inhibuje protein FOXO1 (Forkhead box O1), ¢imz je zabranéno supresi bunécného faktoru
Pdx1 (Pancreatic and duodenal homeobox 1) a pankreatické B bufky se mohou
diferenciovat. Naopak ztrata regulacni aktivity CDK4/cyklin D2 muze zapfiCinit selhani
B bunék pfi diabetu Il. typu. Ackoli CDK4 podporuje fosforylaci FOXO1, deprese Pdx1
zprostfedkovana CDK4 neni na této fosforylaci zavisla (Stamateris, 2023). Podobny vliv ma
CDK4 diky inzulinové stimulaci IRS2 (Insulin receptor substrate 2) a proteinkinasy B
i na terminalni diferenciaci a proliferaci NSC (Neural stem cells). Nicméné tato diferenciace
a nasledna tvorba neurontd z NSC zprostfedkovana drahou IRS2/CDK4 je zavisla
na kinasové aktivité CDK4(Chirivella, 2017).

Pravé tyto funkce CDK4/6 nezavislé na jejich kinasové aktivité nemohou byt
postihnuty klasickymi ATP-kompetitivnimi CDK4/6i, proto bude pro dalSi vyvoj
protinadorovych terapeutik vhodné zvolit jinou strategii. Ta by mohla spocivat napfiklad
v samotné degradaci CDK4/6 (Hafner, 2019; Rana, 2019; De Dominici, 2020).

4.6 Mechanismy rozvoje rezistence na CDK4/6i

U rakovinnych bunék dochazi ¢asto k rozvoji mechanismu, které jim poskytuji vyhodu
a napomahaji k rozvoji de novo rezistence vuci terapii zalozené na CDK4/6i. Mezi tyto
zmény typicky patfi napfiklad nadmérna exprese CDK4/6, CDK2 nebo cyklinu D nebo E
(Yang, 2017; Asghar, 2017). Bylo prokazano, ze u buné&&nych linii odvozenych z ER*
rakoviny prsu dochazi krozvoji rezistence zvySenim exosomalni exprese
miRNA (microRNA), a to zejména miR-432-5p. Interakce této miRNA s mediatorovou RNA
transkrip&niho faktoru TGF- a jeho receptoru potladuje signalizaci zprostfedkovanou touto
signalni drahou. V dusledku toho neni aktivovana transkripce endogennich inhibitord CDK,
p15NK4B g p21CP1 g dochazi tak ke zvySeni exprese CDK6 a vzniku rezistence. Jelikoz tato
rezistence neni zplisobena mutacemi genu, ale pouze zvySenou expresi mediatorové RNA,
dochazi po ukonéeni expozice bunék CDK4/6i k obnové citlivosti na tyto inhibitory. Nicméné
fenotyp téchto bunék je podobnéjsi rezistentnim bufkam nez burikdm puvodnim (Cornell,
2019; Feng, 2000; Matsuura, 2004). Navic v dusledku zvySeni exprese CDK6 u bunék ER*
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rakoviny prsu dochazi také ke snizeni ER a progesteronového receptoru, coz podporuje
také vznik rezistence na antagonisty ER (Yang, 2017).

Naopak u nékterych bunécnych linii glioblastomu dochazi po 1é¢bé CDK4/6i
k deregulaci drahy p16™%4-CDK4/6-Rb a nadmérné expresi CDK4, ktera také muze vést
k rezistenci. Zajimavosti je, ze amplifikace CDK6 u téchto linii neovlivnila jejich citlivost
vuci CDK4/6i (Cen, 2012). ZvySenou expresi CDK4 vykazuji také liposarkomy, které vSak
po ovlivnéni bunék CDK4/6i jsou schopny aktivovat kompenzaéni mechanismy spocivajici
v nadmérné expresi cyklind D a potlaeni aktivity tumor supresorového proteinu p53
(Zhang, 2014).

DalSi zpUsob, jak mohou buriky obejit restrikéni bod kontrolovany aktivitou CDK4/6,
zavisi na postmitotické aktivité CDK2. Bunééné linie trojité negativniho karcinomu prsu
v odezvé na inhibici CDK4/6 exprimuji vysoké hladiny CDK2 a cyklinu E1. Nadmérna
exprese cyklinu E vyvolana plsobenim CDK4/6i vede ke zvySeni aktivity CDK2, diky niz
jsou buriky schopny pokraCovat do S faze buné&ného cyklu, navzdory inhibici CDK4/6.
Vysoka aktivita CDK2/cyklin E1 tedy pfispiva krozvoji rezistence vuci CDKA4/6i
(Asghar, 2017).

Na zakladé sekvenovani bylo u pacientd s HR*/HER2" rakovinou prsu prokazano
snizeni exprese Rb1 a ER a patogenni amplifikace a/nebo mutace v genech pro AKT1,
receptory pro ERBB2 (Erb-b2 receptor tyrosine kinase 2), fibroblastovy faktor 2 a onkogenu
RAS (Rat sarcoma virus), AURKA (Aurora kinase A) a genu pro cyklin E2 (CCNE2)
(Wander, 2020), pficemz tyto zmény byly spojeny s rozvojem rezistence na CDK4/6i. Ztrata
exprese Rb1 byla také prokazana u bunék melanomu i karcinomu prsu (Yoshida, 2016;
Wander, 2020). Somatické mutace Rb1 byly u karcinomu prsu pozorovany také v cirkulujici
DNA, ackoli nebylo prokazano, ze se tyto mutace pfimo podileji na rozvoji rezistence
na CDK4/6i (Condorelli, 2018).

Jednim z kliC¢ovych enzym( podilejici se pravé na rozvoji rezistence u rakoviny prsu
a plic je zvySena exprese AURKA kinasy v disledku amplifikace genu AURKA. Nicméné
na rozdil od rakoviny plic, kde se AURKA exprimuje ve vy$Si mife, u rakoviny prsu dochazi
k amplifikaci pouze u nékterych linii a to jen ve velmi omezeném mnozstvi. OvSem i tento
maly narGst amplifikace AURKA vede k vyznamné zméné genové exprese a naslednému
rozvoji rezistence na CDK4/6i. V rezistentnich bufkach byly také pozorovany kombinace
téchto zmén, jako napf. amplifikace ERBB2 a AURKA, ztrata ER a zmény v expresi AKT1
a RAS, které podporovaly rozvoj rezistence. Rozvoj rezistence je tedy do znacné miry
specificky v zavislosti na buné&céné linii. Nékteré z téchto zmén jako napf. vysoka exprese
AKT1, cyklinu E2 nebo AURKA vedly v nékterych bunécnych liniich rakoviny prsu
k rezistenci i na antiestrogenni 1éCbu, ktera u karcinomu prsu doprovazi CDK4/6i jako

standardni terapeuticka kombinace (Wander, 2020).
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Rozvoj klinické rezistence na CDK4/6i je prakticky nevyhnutelny. Bylo prokazano, ze
dochazi i ke zkfizené rezistenci mezi ribociclibem a palbociclibem a to i pfi vysokych
davkach. Tato rezistence oviem nebyla pozorovana u bunék karcinomu prsu ovlivnénych
abemaciclibem, coz dokazuje odliSné pusobeni abemaciclibu a jeho vliv i na dalsi kinasy
(Hafner, 2019). Mechanismy, na jejichz zakladé tato rezistence vznika, jsou velice
komplexni a do zna¢né miry stale neznamé. Znalost téchto mechanismi muize prispét
k lepSi prevenci nebo k vyvoji 1é€Civ, které umozni pfekonani ziskané rezistence (Wander,
2020). Jednou z moznosti je také kombinace CDK4/6i s inhibitory drah podilejicimi se
na vyvolani rezistence jako jsou napf. inhibitory CDK2 (Yoshida, 2016; Wander, 2020).

DalSim inovativnim pfistupem, ktery by mohl vést ke zlepSeni terapie zalozené
na CDK4/6i je cilena degradace proteint prostfednictvim PROTAC molekul, a to zejména
v téch pfipadech, kdy dochazi k rezistenci vyvolané zvy3enou expresi CDK4 nebo CDK®,
které byly v této kapitole popsany. Zejména v posledni dobé se ukazuje, ze PROTAC
molekuly jsou jednou z atraktivnich terapeutickych moznosti pro obtizné zasazitelné cile,
ale také praveé pro takové cile, pfi jejichz terapii vznika rezistence (Békés, 2022). Vzhledem
k vysoké pravdépodobnosti rozvoje rezistence na CDK4/6i ma vyuziti PROTAC molekul
schopnych u&inné degradovat cilové molekuly velky terapeuticky potencial (Qi, 2022). Diky
vyvoji u¢innych PROTAC degradéru zalozenych na CDK4/6i by navic mohly byt zasazeny
také vyznamné na kinasové aktivité nezavislé funkce CDK4/6, které nemohou byt
inhibovany klasickymi ATP-kompetitivhimi inhibitory a které se podileji na rozvoji a progresi
nadorovych onemocnéni, jak bylo popsano v pfedchozich kapitolach (Rana, 2019; Hafner,
2019).

4.7 Vyuziti proteolytickych chimér (PROTAC) pro cilenou degradaci
CDK4/6

Nové vznikajici strategie farmakologické degradace molekularnich cill, k nimz se fadi také
CDK4/6, je zaloZzena na heterobifunkénich PROTAC molekulach, tvofenych ligandem
vazajicim se na cilovy protein a ligandem interagujicim s E3 ubikvitin ligasou. Tyto dva
ligandy jsou spojeny linkerem o rizné délce, ktery umoznuje pfibliZzeni cilového proteinu
k E3 ligase a jeho naslednou polyubikvitinaci a cilenou degradaci daného proteinu
v proteasomu, pfi¢emz molekula PROTAC je recyklovana a mize se vazat na dalSi cilovy
protein (Obrazek 3) (Rana, 2019; Békés, 2022; Brand, 2019).

V roce 2001 byla predstavena prvni chimericka molekula PROTAC-1 zaméfena
na cilenou degradaci proteinu prostfednictvim tvorby komplexu s E3 ubikvitin ligasou. Tento

PROTAC degradér mél omezenou schopnost penetrace do bunék, nicméné predstavoval
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prvni koncept molekul, které by modulovaly fenotyp bunék pravé specifickou degradaci
proteinll podilejicich se na rozvoji onemocnéni (Sakamoto, 2001).

Béhem necelych 20 let byly i pfes pocatecni neuspéchy, at uz v disledku neupiné
degradace, nebo $patné selektivity, PROTAC molekuly v roce 2019 poprvé zaclenény
do klinického testovani. Jednalo se o latku ARV-110 (bavdeg; NCT03888612; Arvinas)
degradujici androgenni receptor pro |éCbu metastatického kastracné rezistentniho
karcinomu prostaty, ktery je nyni v L/ll. fazi testovani. Dale pak o PROTAC ARV-471
(NCT05909397; VERITAC-3; Arvinas/Pfizer) degradujici estrogenni receptor, ktery se nyni
nachazi ve lll. fazi testovani pro terapii ER*/HER2™ pokrocilého nebo metastatického
karcinomu prsu v kombinaci s palbociclibem. Od té doby mnoho dalSich PROTAC molekul
vstoupilo do klinickych testl (Békés, 2022; Petrylak, 2023; lwata, 2023).

Do Klinickych testt dosud ale nevstoupil zadny PROTAC, ktery by degradoval pravé
CDK4/6, prestoze tyto molekuly maiji velky terapeuticky potencial s cilem pfrekonat
rezistenci. Bylo prokazano, Ze umlieni exprese CDK4 a CDK6 pomoci malych molekul RNA
a s tim spojené sniZeni jejich hladiny vedlo k opétovnému zisku citlivosti na CDKA4/6i
u bunék karcinomu prsu (Yang, 2017; Cornell, 2019) nebo liposarkoml (Zhang, 2014).
Cilena degradace CDK4/6 prostifednictvim PROTAC by ale mohla mit potencial i u dalSich
nadorovych onemocnéni jako jsou leukémie nebo lymfomy.

Napfiklad bunky ALL Ph* (Philadelphia chromosome-positive acute lymphoblastic
leukemia) vykazuji pfi proliferaci zavislost na CDK6. Bylo prokazano, Zze umi€eni exprese
CDK®6 malymi RNA vede k inhibici fosforylace Rb a exprese FOXM1, coz znemozni vstup
bunék do S faze. Potlateni exprese CDK4 v8ak nemélo u téchto bunék vliv na progresi
bunécného cyklu (De Dominici, 2018). Stejné tak buné&né modely AML (Acute myeloid
leukemia) jsou taktéz zavislé pfedevsim na kinasové aktivité CDK6. Stejné jako v pfipadé
ALL Ph* nebyla tato zavislost pozorovana v pfipadé CDK4 (Brand, 2019). VySsi exprese
CDKG®6 navic u ALL podporuje na kinasové aktivité nezavislou tvorbu antioxidaénich molekul,
které potlacuji produkci ROS a zabranuji spusténi proapoptotickych drah vyvolanych
stresem (Wang, 2017). U LSC byla zjisténa nadmérna exprese CDK6, ke které muze
dochazet pfi rozvoji rezistence na CDK4/6i. ZvySeni hladiny CDK6 potlaCuje expresi
transkripéniho regulatoru EGR-1 udrzujiciho homeostazu LSC a HSC, v dlsledku ¢ehoz
dochazi k indukci proliferace téchto kmenovych bunék a k rozvoji leukémie (Scheicher,
2015). Bunky MCL (Mantle cell ymphoma) jsou charakteristické chromozomaini translokaci
t(11;14)(q13;932), ktera vede ke zvySené expresi cyklinu D1. Navic u bunék MCL dochazi
vedouci k ¢astecnym nebo Uplnym ztratdm proteinu p16™<42 endogenniho inhibitoru
CDK4/6, coz rovnéz podporuje patogenezi. Inhibice kinasové aktivity prostfednictvim
CDK4/6i méla u bunék MCL velky uspéch a Iécba byla dobfe tolerovana, nicméné u fady

pacientt doSlo k rozvoji rezistence na Iécbu (Marzec, 2006; Leonard, 2012). Vzhledem
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k témto genetickym zménam by degradace CDK4/6 prostfednictvim heterobifunk&nich
PROTAC degradért u téchto typtd malignit mohla v budoucnu predstavovat vhodnou

|IéCebnou strategii.
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Obrdzek 3: Porovndni mechanismu ucinku CDK4/6i a PROTAC; upraveno podle De Dominici,
2020

Thllidomld CDK4/6i

4.71 PROTAC degradéry zalozené na CDK4/6i

Za ucelem cilené degradace CDK4 a/nebo CDKE6 je v sou€asné dobé zkoumano jiz nékolik
PROTAC molekul, které jako vychozi ligandy k vazbé na CDK4/6 vyuzivaji CDKA4/6i
palbociclib, ribociclib, abemaciclib nebo jejich strukturni derivaty. Na struktufe ribociclibu
jsou zalozeny napf. rib-pom (Zhao, 2019), BSJ-01-187 nebo BSJ-04-132 (Jiang, 2019).
Abemaciclib je vyuzivan spiSe zfidka, a to napf. u BSJ-01-184 (Jiang, 2019). K cilené
degradaci CDK4/6 pomoci PROTAC, které jako ligand k navazani na molekularni cil
vyuzivaji palbociclib, byly vytvofeno nejvice molekul, a to napf. CP-10 (Steinebach, 2020),
PROTAC 6 (Rana, 2019), pal-pom (Zhao, 2019), YX-2-107 (De Dominici, 2020) nebo
BSJ-03-123 (Brand, 2019).

Kvazbé CDK4/6i s obéma kinasami dochazi na zakladé vodikovych vazeb
v aktivnim misté, pfi€emz piperazinovy kruh inhibitord se na této vazbé nepodili
a za normalnich okolnosti je vystaven rozpoustédlu (Lu, 2006). Lze jej tedy efektivné vyuzit
k navazani linkeru PROTAC bez naruSeni této vazby (De Dominici, 2020; Brand, 2019;
Jiang, 2019; Rana, 2019; Su, 2019; Zhao, 2019). Na rozdil od piperazinové skupiny
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palbociclibu a abemaciclibu, které jsou orientovany smérem k N-terminalnimu B-listu kinas,
sméfuje piperazinovy kruh ribociclibu spiSe k C-terminalnimu a-helixu CDK6. Autofi této
studie pfisuzuji tuto odliSnost v prostorové orientaci kliCovou roli pfi interakci s cilovymi
kinasami, jelikoz jimi navrzené PROTAC odvozené od ribociclibu vykazovaly nizSi
degradacni schopnost oproti degraderlim zaloZzenych na palbociclibu a abemaciclibu
(Su, 2019). V pripadé abemaciclibu se pfi degradaci projevuje jeho afinita také k dalSim
cilim, jako je CDK2 nebo CDK9 (Hafner, 2019; Chen, 2016). Z té&chto tfi CDK4/6i se proto
2019; De Dominici, 2020; Brand, 2019).

Uginnost degradace rovnéz zavisi na vhodném vybéru E3 ligasy, ktera mizZe ovlivnit
tkanovou specifitu PROTAC z duvodu jejich odliSné exprese u riznych bunéénych typa.
Tato specifita zavisi také na typu ligandu interagujiciho s E3 ligasou, jez zajistuje vyhodny
interak¢ni uhel mezi molekularnim cilem a ligasou pro degradaci. Mezi tyto ligandy patfi
napf. nutlin-3b pro E3 ligasu MDM2, VHO032 ligand pro vazbu na VHL (von Hippel Lindau)
ligasu, bestatin jako ligand pro clAP (cellular inhibitor of apoptosis protein) a cereblonové
(CRBN) ligandy thalidomid a jeho derivaty, lenalidomid a pomalidomid, zajistujici vazbu
s CRL4 (cullin-RING ubiquitin ligase 4). Molekuly zalozené na clAP E3 ligase jsou schopny
uéinné degradovat oba homology, zatimco PROTAC zaloZzené na VHL a CRL4¢RNE E3
ligase vykazujici vySSi degradacni selektivitu spiSe vuci CDK6. Pro vyvoj ucinnych
degraderu vyuzivajicich MDM2 ligasu bude zapotfebi dalSiho vyzkumu, jelikoz dosud
navrzené molekuly nejsou schopny diky své vysoké lipofilité penetrovat do bunky
a degradovat CDK4/6 (Steinebach, 2020). ACkoli k degradaci CDK4/6 tedy Ize vyuzit tfi
ze zminénych ligas, vykazuji PROTAC zaloZzené na CRL4°R\B |igase, a to i pfes mozny
rozvoj rezistence genetickou inaktivaci CRBN, nejvy$Si ucinnost pfi degradaci CDK4/6
v porovnani s ostatnimi a pfedstavuji také nejvice zastoupenou skupinu (Su, 2019; Fischer,
2014; Steinebach, 2020). V nedavné dobé byla taktéZ vyvinuta degradacni molekula
s vazebnym ligandem KBO02, ktera ucinné degradovala CDK4/6 prostfednictvim DCAF16
(damage-specific DNA binding protein 1 CUL4 associated factor) E3 ligasy (Pu, 2023).
Nicméné specificita degradace CDK4/6 prostfednictvim PROTAC je kromé& zminéné
vazebné afinity ligandd k molekularnimu cili a vybéru E3 ligasy ovlivnéna také dalSimi
faktory, jako je sloZeni a délka linkeru zajistujiciho vhodnou konformaci téchto dvou ligandd,
ale také celkova lipofilita PROTAC molekuly a buné&na permeabilita (Su, 2019; Rana, 2019;
Steinebach, 2020; Jiang, 2019; Pu, 2023).

Napriklad nékteré PROTAC na bazi CRL4°RNE vyuzivajici ribociclib (napf. rib-pom)
a palbociclib (napf. pal-pom) byly schopny degradovat obé& kinasy, pfi¢emz u obou byla
pozorovana preferencni degradace CDK4. Palbociclibové PROTAC pak vykazovaly vysSi

ucinnost degradace nez ty zalozené na strukture ribociclibu (Zhao, 2019), coz koresponduje
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i s vysledky jiné studie (Su, 2019). Mezi u¢inné dualni degradéry obou homologl se rovnéz
fadi BSJ-03-204. Jiang a kol. byli dokonce schopni zkonstruovat BSJ-01-187 a BSJ-04-132
na bazi ribociclibu, které jako jediné z dosud navrzenych byly schopny specificky
degradovat pouze CDK4 (Jiang, 2019). Naproti tomu molekuly YX-2-107 a BSJ-03-123
zalozené na palbociclibu a pomalidomidu byly popsany jako selektivni degradéry CDK6
(De Dominici, 2020; Brand, 2019). Uginek pravé téchto dvou PROTAC molekul byl v ramci

experimentalni ¢asti této bakalarské prace testovan na lymfomovych buné&nych liniich.

Vysledky souéasnych studii ale dosud nepfinesly jednoznacné zavéry, které by
umoznily pochopit pfesné zakonitosti a vliv zmifiovanych faktort ovliviiujicich specificitu.
Nékteré vyzkumy si dokonce odporuji, jelikoz Su a kol. pozorovali vy$Si selektivitu
degradace CDK6 u PROTAC molekul s krat§im linkerem (Su, 2019), zatimco v jiné studii
vykazoval selektivnéjSi degradaci CDK6 PROTAC s del§im linkerem (Rana, 2019).
Vyznamnou roli mize mit zfejmé také endogenni exprese enzymu CDK4/6 a jejich
vzajemny pomér (Su, 2019). Schopnost PROTAC specificky degradovat pouze CDKG6
nikoliv CDK4 byla vysvétlena nékolika hypotézami. Vazba mezi thalidomidem, pfipadné
jeho derivaty, a CRL4°RNB probiha pies karboxylovou terminalni doménu CRBN pomoci
vodikovych vazeb a van der Waalsovych sil, pficemz vSechny tfi derivaty vykazuji podobnou
afinitu k CRBN, a podporuji tak ubikvitinaci CDK4/6 CRL4°RNB E3 ligasou (Fischer, 2014).
CRL4C°RNB nasledné interaguje s lysiny CDK4/6, jejichZ rozmisténi se ve vazebné doméné
pro ATP mezi témito kinasami li§i (Fischer, 2014; Rana, 2019). CDK6 ma v této doméné o 7
lysinovych zbytk( vice nez CDK4, coz zifejmé& umoznuje lepsi interakci s povrchovou
strukturou CDK®B, nez je tomu v pfipadé CDK4. Tento fakt spole¢né s tvorbou stabilngjsiho
ternarniho komplexu CDK6-PROTAC-CRBN nez v pfipadé s CDK4, mlze hrat vyznamnou
roli ve specificitt PROTAC vuci CDK6 (Su, 2019; Rana, 2019; De Dominici, 2020; Brand,
2019). Dalsi hypotéza vysvétlujici tuto selektivitu by mohla souviset také s rychlejsi
deubikvitinaci CDK4 oproti CDK6 (Rana, 2019).

V soucasné dobé bylo v této oblasti vyzkumu dosazeno velkych uspéchti a PROTAC
predstavuji velice vyhodnou strategii pro terapii nadorovych onemocnéni. Tento pfistup je
schopen z dualnich CDK4/6i vytvofit selektivnéjSi degradéry pouze jednoho z homologu.
Jejich schopnost specificky degradovat pouze CDK6 spole¢né s recyklaci PROTAC
molekuly po degradaci cilového proteinu by mohla snizit nezadouci toxicitu |éCby spojenou
s dualnimi CDK4/6i a mohla by rovnéz zabranit rozvoji rezistence (Békés, 2022; Brand,
2019; De Dominici, 2020). Nicméné je zapotiebi dalSich studii pro lepSi pochopeni
zakonitosti selektivity a funkéni kapacity PROTAC (Su, 2019; Rana, 2019).
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Material a vybaveni

5.1.1 Pristrojové vybaveni

Blotovaci aparatura Mini Trans-Blot cell (Bio-Rad, USA)

Centrifuga Minispin (Eppendorf, Némecko)

CO; inkubator (Sanyo, Japonsko)

Chemiluminiscenéni CCD kamera LAS4000 (FujiFilm, Japonsko)
Chladni¢ka CN 40 (Liebherr, Némecko)

Kyvacka Mini Rocker-Shaker (Biosan, Litva)

Laboratorni vaha KERN 572-39 (Kern, Némecko)

Laminarni box s vertikalnim proudénim vzduchu (Alpina, Polsko)
Magneticka michacka s ohfevem (IKA-Werke, Némecko)

Napajeci zdroj PowerPac Basic Power Supply (Bio-Rad, USA)

Pratokovy cytometr BD FACS Verse™ (Becton-Dickinson Company, USA)
Spektrofotometr UV-1800 (Shimadzu, Japonsko)

Svételny mikroskop Nikon TMS (Nikon, Japonsko)

Termostat blokovy BMT 250 (Kleinfeld labortechnik, Némecko)
Ultrazvukovy homogenizator Sonoplus HD2200 (Bandelin, Némecko)
Vertikalni elektroforeticka aparatura: Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, USA)
Vodni odpafovaci lazen (GLF, Némecko)

Vortex Mixer WIZARD Advancer IR Velp (Scientifica, Italie)

Vakuova odsavacka FTA-2i (Biosan, Loty$sko)

Centrifuga BR4i (Jouan, USA)

5.1.2 Chemikalie

96% etanol (Lach-Ner, CR)
97%2-merkaptoetanol (Serva, Némecko)
Akrylamid (Omnipure, USA)

Aprotinin (Merck, USA)

APS: Peroxodisiran amonny (Bio-Rad, USA)
BSA: Bovinni sérovy albumin (VWR, USA)
Coomassie® brilliant blue (Merck, USA)
DMSO: Dimetylsulfoxid (Merck, USA)

DTT: Dithiothreitol (Roche, Némecko)
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ECL chemiluminiscenéni substrat: peroxid vodiku a luminol (Thermo Fisher Scientific,
USA)

EDTA: Kyselina etylendiamintetraoctové (Thermo Fischer Scientific, USA)

EGTA: Etylenglykol-bis(2-aminoetyleter)-N,N,N‘,N‘-tetraoctova (Merck, USA)

FS: Fetalni bovinni sérum (Biowest, Francie; Biosera, Francie)

Glycerol (Lach-Ner, CR)

Glycin (EMD Chemicals, USA)

HCI: Kyselina chlorovodikovéa (Penta, CRF)

IMDM: Iscove's Modified Dulbecco's Medium (Gibco, Thermo Fischer Scientific, USA)
Isobutanol (Penta, CR)

KCI: Chlorid draselny (Penta, CR)

Leupeptin (Merck, USA)

L-glutamin (Merck, USA)

N‘,N‘-metylenbisakrylamid (Merck, Cina)

Na2BsO7 - 10H,0: Dekahydrat tetraboritanu sodného (Lachema, CR)

NasVO.: Ortovanadi¢nan sodny (Merck, USA)

NaCl: Chlorid sodny (Penta, CR)

NaF: Fluorid sodny (Merck, USA/Lach-Ner, CR)

Nonidet P-40 (Fluka, Svycarsko)

Penicilin (Merck, USA)

PMSF: Fenylmetylsulfonylfluorid (Merck, USA)

Ponceau S (Serva, Némecko)

Propidium jodid 1 mg/ml (Merck, USA)

SpectraTM Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo Fischer Scientific, USA)
Streptomycin (Thermo Fischer Scientific, USA)

TEMED: N‘,N‘,N‘,N‘-tetrametyletylendiamin (Bio-Rad, USA)

TRIS: Tris(hydroxymetyl)aminometan (VWR International, USA/Serva, Némecko)
Triton X-100 (Merck, USA)

Tween 20 (MP Biomedicals, USA)

5.1.3 Roztoky

1x PBS: 137 mM NaCl; 10 mM NaxHPO4 - 12 H>0; 2,7 mM KCI; 2 mM KH2POs, pH 7,4
5x SDS vzorkovy pufr: 0,3 M TRIS (pH 6,8); 10% SDS; 50% glycerol; 0,05%
bromfenolova modf; 5% 2-merkaptoetanol

Blokovaci roztok: 5% BSA; 0,1% Tween 20 v TBS blotovaci pufr: 25 mM TRIS; 192 mM

glycin
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Blotovaci pufr: 25 mM TRIS; 192 mM glycin

Bradfordovo ¢inidlo: 0,01% Coomassie® brilliant blue; 5% etanol; 8,5% kyselina
orthofosfore¢na

Elektroforeticky pufr: 25 mM TRIS; 192 mM glycin; 0,1% SDS (pH 8,3)

Kultivaéni médium 10% IMDM s 10% FS; doplInéno: roztok antibiotik (100 units/ml
penicilin, 0,1 mg/ml streptomycin); roztok L-glutamin (2 mM)

Lyzacni RIPA pufr: 20 mM TRIS-HCI (pH 7,4); 100 mM NaCl; 5 mM EDTA; 2 mM EGTA,;
0,2% Nonidet P-40 (pH 7,4); pfed pouZitim pfidano: 1 mM DTT; 1 mM PMSF; 1 mM
NasVOs; 1 mM NaF; 2 ug/ml leupeptin; 0,5 ug/ml aprotinin

Ponceau S: 0,2% roztok v 1% kyseliné octové

TBS pH 7,6: 137 mM NacCl; 20 mM TRIS (pH 6,8) pH upraveno koncentrovanou HCI na
hodnotu 7,6

TBS s 0,1 % Tweenem 20: 137 mM NaCl; 20 mMTRIS; 0,05% Tween 20

TRIS/HCI pH 6,8: 24,23 g TRIS/ 200 ml, pH 6,8

TRIS/HCI pH 8,8: 48,46 g TRIS/ 400 ml, pH 8,8, 1 M

5.1.4 Pouzité protilatky

V praktické ¢asti bakalarské prace byly pouzity primarni protilatky (Tabulka 1) a sekundarni
protilatky konjugované s kifenovou peroxidasou (Tabulka 2). Sekundarni protilatky byly

fedény podle pokynu vyrobce do 4% blokovaciho roztoku BSA.

Tabulka 1: Pouzité primarni protilatky (pGvod: R — krélik, M — mys)

Protilatka Pavod Katalogové cislo Vyrobce
Anti-CDK4 R #12790 Cell Signaling Tech.
Anti-CDK6 R #13331 Cell Signaling Tech.

Anti-cyklin A M #4656 Cell Signaling Tech.
Anti-cyklin E M #4129 Cell Signaling Tech.
Anti-PARP-1 R #9532 Cell Signaling Tech.
Anti-Rb M #9309 Cell Signaling Tech.
Anti-pRb (Ser807/811) R #8516 Cell Signaling Tech.
Anti-B-aktin M #sc-47778 Santa Cruz Biotech.
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Tabulka 2: Pouzité sekundarni protilatky konjugované s kfenovou peroxidasou

Protilatka Katalogové Cislo Vyrobce
Goat anti-rabbit #7074 Cell Signaling Tech.
Rabbit anti-mouse #58802 Cell Signaling Tech.

5.1.5 Pouzité bunééné linie

Pro experimenty byly vyuzity lymfomoveé nadorové linie SUDHL4, DB, RAMOS a RAJI
(European Collection of Authenticated Cell Cultures), které byly kultivovany v kultivaénim
médiu IMDM s obsahem 10% bovinniho fetalniho séra s pfidavkem penicilinu
(100 units/ml), streptomycinu (0,1 mg/ml) a L-glutaminu (2 mM). VeSkeré bunécné linie byly

kultivovany v inkubatoru pfi teploté 37 °C v atmosféfe s obsahem 5 % CO..

5.1.6 Testované PROTAC molekuly

V praktické C&asti bakalafské prace byly testovany dvé PROTAC molekuly YX-2-107
a BSJ-03-123 (MedChemExpress) a vychozi molekuly palbociclib (PD-0332991, Axon
MedChem) a thalidomid, ktery byl poskytnut doc. RNDr. Miroslavem Souralem z Katedry
organické chemie PFF UPOL. Latky byly pfi experimentech fedény do DMSO, pii¢emz

konecna koncentrace DMSO v bunééné kultufe nepfesahla 0,1 %.
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Obrdzek 4: Chemické struktury testovanych PROTAC molekul
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5.2 Metodika

5.2.1 Kultivace, zalozeni experimentu a ovlivnéni bunéénych kultur

Buriky byly nejprve pfeneseny z kultivacni nadoby do zkumavky. Po centrifugaci (5 minut,
1000 g) byl supernatant odsan a bunécény pelet byl resuspendovan v kultivaénim médiu.
Pomoci Burkerovy pocitaci komulrky byl stanoven pocet bunék v suspenzi. Bunécna
suspenze byla dle potfeby nafedéna a buriky byly nasledné vysazeny na kultivaéni Petriho
misky. Bunky byly poté kultivovany pfi teploté 37 °C v atmosféfe 5% CO..

Nasledujici den byly buriky ovlivnény pfidavkem testované latky nafedéné do DMSO
k bunééné suspenzi. Kontrolni kultivacni misky byly ovlivnény stejnym objemem DMSO.

Kultury byly poté inkubovany po dobu 6 nebo 24 hodin v zavislosti na typu experimentu.

5.2.2 Sklizeni a lyzace

Po inkubaci byly bunétné suspenze uréené pro analyzu proteinl western blottingem
s imunodetekci sklizeny do vychlazenych 15ml zkumavek na ledu, kultivaéni misky byly
oplachnuty 2 ml PBS a poté byly centrifugovany 7 minut pfi 1000 g a teploté 4 °C. Nasledné
byly buriky promyty roztokem PBS a opét centrifugovany. Pelety byly resuspendovany
v 1 ml PBS a bunétné suspenze byly pfeneseny do mikrozkumavky. Po centrifugaci byl
supernatant odsan a bunééné pelety byly uchovany v -80 °C do druhého dne.

V zavislosti na velikosti bunéénych pelet byl ke vzorkim pfidan odpovidajici objem
lyzacniho RIPA pufru doplnéného o inhibitory proteas a fosfatas a bufky byly lyzovany
po dobu 20 minut na ledu. Po sonikaci pomoci ultrazvukového homogenizatoru (10 sekund,
3 cykly, 40% intenzita) byly lyzaty centrifugovany 30 minut pfi 14000 rpm a 4 °C.
Supernatanty byly pfeneseny do novych mikrozkumavek a celkova koncentrace
izolovanych proteinli byla kvantifikovana spektrofotometricky dle metody Bradforda
(Bradford, 1976). Koncentrace proteinu v jednotlivych vzorcich byly sjednoceny pfidavkem
RIPA pufru. Nasledné byl pfidan vzorkovaci SDS pufr (5x) a izolované proteiny byly
denaturovany na termobloku 3 minuty pfi 95 °C. Vzorky byly poté uchovavany v mrazaku
pfi teploté -20 °C.

Buniky ur€ené pro analyzu buné&ného cyklu pomoci prutokové cytometrie byly
sklizeny do 10ml vychlazenych zkumavek, kultivaéni misky byly oplachnuty 1 ml PBS a poté
byly centrifugovany 7 minut pfi 1000 g a 4 °C. Néasledné byly promyty roztokem PBS
a centrifugovany. Bunécné pelety byly resuspendovany ve 100 yl PBS a burky byly
za stalého mirného michani na vortexu zafixovany pomoci 1 ml 70% vychlazeného etanolu,

ktery byl pfidavan po kapkach. Vzorky byly uchovany pfi teploté -20 °C.
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5.2.3 SDS-PAGE, western blotting a imunodetekce

Vzorky uréené pro analyzu proteinll western blottingem s imunodetekci byly zahraty
na termobloku (3 minuty, 95 °C) a poté byly naneseny do jamek 12,5% polyakrylamidového
gelu o tloustce 1 mm. Elektroforeticka separace izolovanych proteint nejprve probihala
za denaturujicich podminek pfi napéti 80 V. Po vstupu vzorkt do déliciho gelu bylo napéti
navysSeno na 120 V a proteiny byly separovany po dobu pfiblizné 90 minut. Nasledné byly
separované proteiny elektrotransferovany na nitrocelulosovou membranu metodou western
blottingu. Pfenos proteind probihal za stalého chlazeni po dobu 3 hodin pfi konstantnim
proudu 280 mA. Separované proteiny na membranach byly obarveny v roztoku Ponceau S.
Z membran byly na zakladé markeru molekulové hmotnosti vyfezany menSi oblasti
predpokladaného vyskytu zajmovych proteind podle jejich molekulové hmotnosti.
Ponceau S bylo poté odmyto z membran pomociroztoku TBS. Pro zablokovani
nespecifickych vazeb byly membrany 1 hodinu blokovany v 4% roztoku BSAv TBS s 0,1%
Tweenem. Membrany byly poté pfes noc inkubovany pfi 4 °C s odpovidajicimi primarnimi
protilatkami (Tabulka 1), pfiemz detekce B-aktinu slouzila jako kontrola rovnomérného
naneseni vzorku na gel. Druhy den byly membrany promyty v TBS a TBS s 0,1% Tweenem
a poté 1 hodinu inkubovany pfi laboratorni teploté s odpovidajicimi sekundarnimi
protilatkami konjugovanymi s kfenovou peroxidasou (Tabulka 2). Po opétovném promyti
membran byly proteiny vizualizovany prostfednictvim chemiluminiscenéniho Cinidla ECL

a detekovany pomoci CCD kamery LAS4000 (FujiFilm, Japonsko).

5.2.4 Analyza bunééného cyklu prutokovou cytometrii

Vzorky byly nejprve centrifugovany 7 minut pfi 1000 g a 4 °C a pro odstranéni fixacniho
roztoku a rehydrataci bunék byly promyty vychlazenym PBS a znovu centrifugovany.
Bunécné pelety byly resuspendovany v 50 ul PBS pufru. Po kapkach byl za stalého michani
pfidan 1 ml 2N HCI/Triton X-100. Vzorky byly po 30 minutach inkubace pfi laboratorni
teploté centrifugovany a kyselina byla odsata. K buné&énym peletam byl pro neutralizaci
pfidan 1 ml Na:B:O7 - 10H.O a bunééné pelety byly resuspendovany. Po nasledné
centrifugaci a promyti PBS pufrem byly bunélné pelety resuspendovany v 600 pl
vychlazeného filtrovaného PBS pufru. Bunééna DNA byla obarvena pfidanim propidium
jodidu (fedéni 100x) a po 30minutové inkubaci ve tmé za laboratorni teploty a ob&asného
promichani bylo zastoupeni bunék vramci bunééného cyklu stanoveno pomoci
pritokového cytometru BD FACS Verse™ (Becton-Dickinson Company, USA). Stanoveni
procentualniho zastoupeni bunék v jednotlivych fazich cyklu bylo provedeno pomoci

programu ModFit.
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5.2.5 Test bunécné viability

Pro analyzu zivotaschopnosti byly burfiky nasazeny do 96-jamkové desti¢ky a kultivovany
pfi teploté 37 °C v atmosféfe 5% CO. po dobu 3 hodin. Poté byly bunky ovlivnény
testovanymi latkami v koncentracni fadé 0,08 pM — 20 pM. Po 72hodinové inkubaci byly
buriky nasledné obarveny interkalacnim Cinidlem propidium jodidem, které je schopno barvit
pouze DNA mrtvych bunék. Zivotaschopnost bunék byla nasledn& stanovena pomoci
pritokového cytometru BD FACS Verse™ (Becton-Dickinson Company, USA), ktery byl
diky méfeni fluorescenéniho signalu propidium jodidu schopen rozlisit pocet mrtvych
a zivych bunék ve vzorku. Vedkeré testy buné&Cné proliferace byly vzdy provedeny
v triplikatu. Procentualni bunécna viabilita byla stanovena jako pomér poctu Zivych bunék
ovlivnénych testovanou latkou vuci pocétu neovlivnénych kontrolnich bunék. Hodnoty

inhibi¢nich koncentraci (ICso) byly nasledné stanoveny pomoci programu Origin 6.0.

5.2.6 Ovéreni mechanismu u¢inku PROTAC kompetici s thalidomidem

Buriky byly vysazeny do Petriho misek a byly inkubovany do druhého dne pfi 37 °C a 5%
CO.. Bunécné kultury, které byly uréeny pro ovéfeni mechanismu ucinku testovanych latek,
byly nejprve ovlivnény thalidomidem o koncentraci 10 uM, ktery byl pouZit jako kompeti¢ni
latka testovanych PROTAC molekul. Po 2 hodinach byly k burfikam pfidany také roztoky
testovanych latek PROTAC nebo palbociclibu jako negativni kontroly. Po 24 hodinach byly
buniky sklizeny a lyzovany pfidavkem RIPA pufru, sonikaci (10 sekund, 3 cykly, 40%
intenzita) a zmrazenim v -80 °C stejné jako v pfedchozi kapitole Sklizeni a lyzace.
Separace izolovanych proteinl probihala za denaturujicich podminek na 12,5%
polyakrylamidovém gelu s naslednym pfenosem na nitrocelulosovou membranu.
Nespecifické vazby na membranach byly blokovany roztokem 4% BSA v TBS s 0,1%
Tweenem. Hladiny proteind byly stanoveny imunochemiluminiscenéné za pouziti
uvedenych primarnich (Tabulka 1) a sekundarnich protilatek konjugovanych s kfenovou
peroxidasou (Tabulka 2) a ECL substratu pomoci CCD kamery LAS4000 (FujiFilm,
Japonsko) obdobné jako v kapitole SDS-PAGE, western blotting a imunodetekce.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Degradacni u€inky PROTAC na panelu bunéénych linii

Za ucelem sledovani degradacnich ucinki PROTAC molekul YX-2-107 (dale oznaCovana
jako YX) a BSJ-03-123 (dale oznacovana jako BSJ), které byly v pavodnich publikacich
popsany jako selektivni degradéry CDKG (De Dominici, 2020; Brand, 2019), byly tyto latky
nejprve testovany na panelu ¢tyf lymfomovych bunécénych liniich RAMOS, RAJI, SUDHL4
a DB. Buriky byly oSetfeny latkami YX a BSJ v koncentracich 0,1 a 1,0 yuM po dobu 24 hodin
a ucinnost degradace byla vyhodnocena metodou western blottingu s naslednou
imunodetekci proteint (Obrazek 5).

Prestoze obé PROTAC molekuly YX i BSJ, vychazeji ze struktury palbociclibu, ktery
se vyznacuje afinitou i kinasovou inhibi¢ni aktivitou vi¢i CDK4 i CDK6 (Hendrychova,
2021), a z thalidomidu, tedy ligandu pro CRL4°RBN E3 ligasu (De Dominici, 2020; Brand,
2019). Obé latky v testovanych koncentracich degradovaly pouze CDKG, a to u linie
RAMOS, pfiéemz v pfipadé latky BSJ byl detekovan rapidnéjsi pokles CDKG6
(Obrazek 5; B) oproti degradaci pomoci YX (Obréazek 5; A). Ani u jedné z testovanych linii
nezpUsobilo ovlivnéni bunék degradaci CDK4. Dosazené vysledky koreluji s publikovanymi
udaji, které prezentuji YX a BSJ jako selektivni a vysoce uéinné degradéry CDKE®,
a to v bunkach ALL Ph* (De Dominici, 2020) a AML (Brand, 2019).

Bylo zjisténo, Ze selektivita PROTAC vuci molekularnim cildm a jejich dc€innost
degradace je ovlivnéna nékolika faktory, jejichz pfesny vliv dosud nebyl zcela objasnén.
Mezi tyto faktory se fadi vybér ligandu pro cilovou E3 ligasu a také vlastni slozeni a délka
linkeru, ktery zifejmé ovlivhuje vzajemnou prostorovou orientaci E3 ligasy a molekularniho
cile (Su, 2019; Rana, 2019; Steinebach, 2020). Jelikoz se obé testované PROTAC molekuly
liSi pouze v linkeru, muze byt vy$Si mira degradace CDKG6 latkou BSJ oproti YX pravé dana
delSim linkerem, jenz byl popsan jako vyhodnéjSi pro vzajemnou konformaci E3 ligasy
a pro naslednou ucinnou degradaci cilového proteinu proteasomem (Rana, 2019).
Nicméneé jina studie naopak poukazovala na vysSi degradaéni kapacitu molekul PROTAC
s kratSim linkerem (Su, 2019). OvSem dalSi autofi popsali, Ze vliv délky linkeru ve srovnani
s celkovou lipofilitou molekul PROTAC je méné vyznamny, pficemz vice hydrofobni
molekuly byly méné ucinné pfi degradaci cilového proteinu (Steinebach, 2020). Na rozdilné
ucinnosti degradace se tedy muze podilet nejen délka, ale také samotné slozeni linkeru
a celkovy charakter vysledné molekuly PROTAC.

Imunodetekci bylo rovnéz zjisténo, ze testované molekuly PROTAC nemaji jednotné
u€inky napfi¢ vSemi testovanymi bun&€nymi liniemi, a nelze je tedy zfejmé uniformé vyuzit
u kterékoli buné&éné linie, coZz znacné komplikuje jejich vyuZiti napf. v zakladnim vyzkumu

pro studium funkci kinas.
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Jelikoz PROTAC YX a BSJ nesou ve své struktufe thalidomid, vyuzivaji k degradaci
cilovych proteini CRL4°RBNE3 ligasu pfirozené exprimovanou v burikach (De Dominici,
2020; Brand, 2019). Moznym vysvétlenim rozdilné schopnosti PROTAC degradovat CDK6
v ramci ruznych bunécénych linii mdzZe souviset s nizsi endogenni genovou expresi této E3
ligasy v bunikach, které vykazovaly rezistenci vic¢i degradaci CDK6 (Steinebach, 2020).
Samotna mira exprese CDK6 muze rovnéz do znacné miry ovlivnit odliSnou odpovéd
bunécénych linii na plsobeni testovanych PROTAC (Su, 2019; Wu, 2021).

Vzhledem k ziskanym vysledkim byla pro podrobnéjSi testovani vlivu YX a BSJ
vyuZzita citliva linie RAMOS. Dale byla pro ovéfeni, zda k degradaci nedochazi v jinych
koncentracich nebo d&asovych intervalech, vybrana také linie SUDHL4, u které

v pfedchozim experimentu nedoslo k degradaci CDK4 ani 6 (viz Obrazek 5).
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Obrazek 5: Vliv PROTAC YX-2-107 (A) a BSJ-03-123 (B) na hladiny proteint CDK4 a CDK6 v bunécnych liniich RAMOS, RAJI,
SUDHL4 a DB ovlivnénych po dobu 24 hodin Idtkami o koncentraci 0,1 a 1,0 uM

6.2 Degradacni pausobeni PROTAC v zavislosti na ¢ase a koncentraci

liSit v rGznych koncentracich a ¢asech (Rana, 2019; Su, 2019; Jiang, 2019), byl rovnéz
hodnocen vliv pouzité koncentrace a doby ovlivnéni bunék latkami YX a BSJ. Bylo
provedeno 6 a 24hodinové ovlivnéni bunék YX a BSJ v koncentracich 0,01 uM, 0,1 yM,
1,0 uM a 10 uM. U linie SUDHL4 nebyl po expozici bunék riznymi koncentracemi latek
pozorovan zadny vliv na zménu hladiny CDK4 ani CDK®6, a to po 6 ani 24hodinovém
pusobeni (Obrazek 6). Tento vysledek tedy koreloval simunodetekci téchto protein(
na SirSim panelu linii (Obrazek 5).

Podle ocekavani u linie Ramos doSlo po ovlivnéni bunék latkou YX po dobu
6 i 24 hodin ke sniZeni hladiny, tedy k degradaci CDK6. Kromé toho byla po 6 hodinach
pozorovana i degradace CDK4. Ke snizeni hladin obou kinas doslo predevSim
v koncentracich 0,1 a 1 yM YX, pfiéemz byla pozorovana preferen¢ni degradace CDK6
oproti CDK4 (Obrazek 6; C). Tento vysledek neodpovida publikovanym datim dosazenym
na bunéénych modelech ALL Ph*, na kterych byl tento PROTAC poprvé popisovan jako
selektivni va¢i CDK6. V této publikaci bylo pozorovano snizeni hladiny CDK4 u mysSich
xenograftd ALL Ph* a pacientskych vzorkd, nicméné i pfesto byl PROTAC YX prezentovan
jako selektivni degradér CDK®G, v rozporu s témito vysledky (De Dominici, 2020).
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Na rozdil od YX zpusobila latka BSJ podle prfedpokladu selektivni degradaci CDK6
po6 i 24hodinovém ovlivnéni bunék s nejvyssi ucinnosti rovnéz v koncentracich
0,1 a 1,0 uM. Hladina CDK4 nebyla ovlivhéna, coz se shoduje i s publikovanou selektivni
degradaci CDK6 u buné&nych linii AML (Brand, 2019).

Témito vysledky bylo potvrzeno, ze PROTAC molekuly maji vyznamnou schopnost
pretvofit plvodné dualni CDK4/6 kinasové inhibitory v selektivnéj$i degradéry schopné
degradovat obé nebo pouze jednu z vysoce homolognich CDK. Odlidnosti v selektivité jsou
pak pfisuzovany, podobné jako odlisna ucinnost, jejich celkovému strukturnimu slozZeni.
Jelikoz jsou obé latky zaloZeny na struktufe palbociclibu a thalidomidu, jejich odliSna
selektivita tedy mize byt vysvétlena rozdilnym sloZzenim a délkou linkeru. BSJ nese
polyetylenglykolovy linker, ktery byl jiz v jiné studii spojovan se selektivni degradaci CDK®6,
zatimco PROTAC s alkylovym linkerem, ktery se vyskytuje také ve struktufe YX, ucinné
degradoval obé kinasy (Jiang, 2019), coZ koreluje s dosazenymi vysledky v této praci.
Alkylovy linker je pfitomen také ve struktufe publikovaného degradéru pal-pom
(Zhao, 2019) nebo BSJ-03-204 (Jiang, 2019), které také degraduji CDK4 i CDK6 se stejnou
ucinnosti. Su a kol. vS8ak vyvinuli fadu dalSich na palbociclibu zalozenych PROTAC
s alkylovym linkerem, které byly schopny degradovat selektivné pouze CDK6 (Su, 2019).
Ackoli ma tedy slozeni a délka linkeru na selektivni degradaci cilového proteinu znacny vliv,
pusobeni téchto faktord na selektivitu PROTAC va¢i molekularnimu cili neni zcela
jednoznacné a pro objasnéni bude zapotfebi dalSich studii v této oblasti.

DalSi z vysvétleni selektivity BSJ va¢i CDK6 by mohlo byt zaloZzeno na tvorbé
stabilniho ternarniho komplexu PROTAC s CRBN a CDK®, ale nikoli s CDK4. To mlze mit
souvislost se strukturnimi rozdily mezi CDK4 a 6 (Brand, 2019), jelikoz rozmisténi a pocet
lysinovych zbytkl v jejich ATP vazebné doméng, které jsou ubikvitinovany E3 ligasou, se
u CDK4 a CDKG6 lisi i pfes jejich jinak vysoce homologni strukturu. Jednim z faktorl
majicich vliv na schopnost degradace molekularniho cile, ktery by mohl ovliviiovat
CDK4 oproti CDK6. Strukturni modifikace palbociclibu, ktery jakoZto CDK4/6i vykazuje
podobnou afinitu k CDK4 i CDK®6, také vedly ke zvySeni selektivity PROTAC vi¢i CDK6
(Rana, 2019).

Déale bylo pozorovano, Ze zejména po 6hodinovém ovlivnéni bunék nedoslo
v nejvyssi testované koncentraci 10 uM k tak uc€inné degradaci CDK6 u obou testovanych
latek (Obrazek 6; C a D), potazmo CDK4 u YX (Obrazek 6; C), jak by se s vyssi
koncentraci dalo oCekavat. Tento jev, ktery byl pozorovan také u dalSich studii zabyvajicich
se PROTAC, Ize vysvétlit tzv. Hookovym efektem, kdy pfi vysokych koncentracich dochazi
k prioritni tvorbé binarnich komplexd PROTAC molekul s cilovou CDK nebo s odpovidajici

E3 ligasou, v disledku ¢ehoz je zabranéno tvorbé ternarnich komplexd CDK s PROTAC
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a E3 ligasou, které umozniuji ubikvitinaci kinasy a jeji degradaci proteasomem
(Rana, 2019).
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Obrazek 6: Vliv PROTAC na hladiny proteini CDK4 a CDK6 v bunécné linii RAMOS ovlivnéné YX-2-107 (A) a BSJ-03-123 (B)
a v linii SUDHL4 po ovlivnéni YX-2-107 (C) a BSJ-03-123 (D) po dobu 6 a 24 hodin v koncentracich 0,01; 0,1; 1,0 a 10 uM

6.3 Molekularni ué¢inky PROTAC a vychozi molekuly palbociclibu

V odezvé na mitogenni signaly komplex CDK4/6 s cykliny rodiny D indukuje fosforylaci Rb
na serinu 807 a 811 (Ser807/811), ¢imz dochazi k uvolnéni transkripéni faktord E2F,
k nasledné expresi cyklinu E a k prachodu bunky G1 restrikénim bodem. V S fazi dochazi
k expresi cyklinu A, se kterym vytvaii komplex CDK2, a spole€né zodpovidaji za expresi
genu nezbytnych pro dal$i progresi bunééného cyklu (Weinberg, 1995; Lim, 2013). Inhibice,
nebo degradace CDK4/6 vede k potlateni téchto signalnich drah a k zablokovani
bunééného cyklu v G1 fazi (Hafner, 2019; Brand, 2019; De Dominici, 2020).

Z tohoto divodu byly nasledné pozorovany zmény v hladinach nebo fosforylaci téchto
proteint podilejicich se na regulaci progrese bunééného cyklu, ke kterym doSlo vlivem
pusobeni studovanych PROTAC molekul YX a BSJ a které byly porovnany s katalytickou
inhibici kinasové aktivity CDK4/6 palbociclibem. Linie RAMOS byla ovlivnéna latkami
po dobu 6 a 24 hodin a nasledné byly analyzovany zmény metodou western blottingu
s naslednou imunodetekci (Obrazek 7). Ovlivnéni bunék palbociclibem v koncentraci 1 yM
po dobu 24 hodin u¢inné zabranilo fosforylaci Rb, aniz by doSlo ke snizeni hladiny CDK4/6
(Obrazek 7; C). Tento vysledek byl v souladu s ofekavanym pfedpokladem, jelikoz
palbociclib potlacuje progresi bunétného cyklu v G1 fazi inhibici kinasové aktivity CDK4/6,
aniz by zpuUsobil jejich degradaci. Zablokovani bunééného cyklu v G1 fazi rovnéz
odpovidalo kumulaci cyklinu E a poklesu hladiny cyklinu A (Klein, 2018; Hafner, 2019).

Navic byl po plsobeni palbociclibu pozorovan narlst hladiny CDK6, coz je jeden
z popsanych mechanismu, pomoci néhoz dochazi k rozvoji rezistence vici CDK4/6i (Yang,
2017; Asghar, 2017; Cornell, 2019). Tento efekt ovdem nebyl pozorovan u testovanych
PROTAC molekul, u kterych naopak dochazelo k degradaci CDK6 (Obrazek 7; A a B), coz

41



naznacuje, ze degradéry by mohly predstavovat ucinny pfistup, ktery je schopen piekonat
tento negativni jev Casto doprovazejici léCbu klasickymi CDK4/6i. Nicméné srovnatelné
poklesy fosforylace Rb (Ser807/811) a zmény v hladinach cyklinu A a E s ucinky 1uM
palbociclibu byly pozorovany v pfipadé PROTAC molekul az pfi jejich 10uM koncentraci
(Obrazek 7). Tento vysledek ukazuje niz§i u€innost obou PROTAC, které prostfednictvim
degradace kinas nejsou schopny ve stejné koncentraci potlacit progresi bunééného cyklu
v porovhani s pouhou inhibici kinasové aktivity CDK4/6 prostfednictvim palbociclibu. Tato
data jsou opét v rozporu s vysledky dosazenymi u bunék ALL a AML, kde oba PROTAC
konjugaty vykazovaly srovnatelnou nebo dokonce lepSi ucinnost pfi potlaceni bunécneé

proliferace oproti palbociclibu (De Dominici, 2020; Brand, 2019).
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Obrdzek 7: Porovndni vlivu PROTAC YX-2-107 (A), BSJ-03-123 (B) a palbociclibu (C) na hladiny nebo fosforylace proteint
podilejicich se na regulaci progrese bunécného cyklu na linii RAMOS ovlivnéné po dobu 6 a 24 hodin v koncentracich
PROTAC0,01; 0,1, 1,0 a 10 uM a palbociclibu 0,1 a 1,0 uM

6.4 Vliv PROTAC na bunéény cyklus v porovnani s palbociclibem

Dale byl hodnocen vliv YX a BSJ na distribuci bunék linie RAMOS v rdmci buné&ného cyklu
v porovnani s ucinkem palbociclibu prostfednictvim pritokové cytometrie. Bunky byly
ovlivnény latkami po dobu 24 hodin, poté zafixovany a buné€na DNA byla vizualizovana
barvenim propidium jodidem (Obrazek 8). Na zakladé histogramu Ize u bunék ovlivnhénych
palbociclibem pozorovat postupny G1 blok jiz pfi 0,1uM koncentraci (Obrazek 8; A), coz

odpovida inhibici kinasové aktivity CDK4/6 zapficinujici neschopnost bunék postoupit
do S faze (Hafner, 2019).
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U obou testovanych PROTAC molekul byla pozorovana stejna mira indukce G1
bloku az pfi koncentraci 1,0 uM. Tento vysledek potvrdil niz8i u€innost obou PROTAC
z predchozich experimentl, ve kterych YX i BSJ rovnéz dosahovaly niz§i Gc&innosti
na snizeni fosforylace Rb (Ser807/811) (Obrazek 7), ovSem nikoliv s publikovanymi daty
na bunécnych liniich ALL a AML, kde testované PROTAC dosahovaly podobné nebo lepsi
ucinnosti pfi zablokovani bunééného cyklu v G1 fazi v porovnani s jejich vychozi molekulou,
palbociclibem (De Dominici, 2020; Brand, 2019).

U zadné z testovanych latek nedoSlo k vyrazné indukci apoptézy (Obrazek 8; B).
Tento vysledek koreluje sdaty ziskanymi na bunéénych liniich MCL ovlivnénych
palbociclibem (Marzec, 2006) a AML ovlivnénych BSJ (Brand, 2019), ale je v rozporu
s vysledky dosaZzenymi u bunék ALL, kde degradace CDK6 prostfednictvim YX vyvolala
zvySeni apoptdzy (De Dominici, 2020).
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Obrdzek 8: Histogramy zastoupeni bunék linie RAMOS ve fdzich bunécného cyklu po jejich 24hodinovém ovlivnéni Iatkami
YX-2-107, BSJ-03-123 a palbociclibem (A); Grafické zndzornéni procentudiniho zastoupeni bunék ziskané zpracovdnim
histogram( prostrednictvim programu ModFit LT 5.0 (B)
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6.4.1 Stanoveni bunécéné viability

Pro srovnani vlivu testovanych PROTAC molekul s palbociclibem na proliferaci bunék byla
linie RAMOS ovlivnéna po dobu 72 hodin testovanymi latkami YX, BSJ nebo palbociclibem
v koncentraéni fadé 0,08 pM — 20 uM (Obrazek 9). Stanoveni bunééné viability bylo
zaloZeno na absolutnim pocitani bunék prutokovou cytometrii s vyuzitim barveni propidium
jodidem, diky kterému bylo mozné odliit zivé a mrtvé buriky. Absolutni hodnoty poctu
ovlivnénych bunék byly normalizovany vuci po€tu kontrolnich bunék a byla tak stanovena
procentualni viabilita ve vzorku.

VétSina dosavadnich studii stanovuje viabilitu bunék po jejich ovlivnéni na zakladé
metabolické aktivity zaméfené na konecny stav. V pfipadé CDK4/6i v8ak dochazi
k zastaveni buné&né proliferace v G1 fazi, nicméné je zachovana mitochondrialni aktivita.
Pfi analyze metodami zaloZenymi na stanoveni metabolické aktivity se buriky proto jevi jako
méné citlivé a to zejména u cytostaticky plsobicich CDK4/6i. Z téchto divodl bylo tedy
vhodnéjsi zvolit test zalozeny na absolutni kvantifikaci bunék vykazujici vySsSi presnost,
jelikoz nedochazi ke zkresleni vysledk( metabolickou aktivitou (Foy, 2024).

Na zakladé cytometrického stanoveni viability ovlivnénych bunék linii RAMOS
(Obrazek 9; A) a SUDHL4 (Obrazek 9; B) byla pro testované latky stanovena inhibic¢ni
koncentrace potfebna ke snizeni viability bunék na 50 % (ICso) oproti kontrole. V pfipadé
linie RAMOS dosahovaly hodnoty ICsopro YX >20 uM a pro BSJ 18,205 uM, z éehoz plyne
jejich srovnatelny vliv na viabilitu, ktery byl pozorovan i u linie SUDHL4, kde YX dosahoval
niz8i hodnoty ICso (2,192 uM) nez BSJ (5,190 uM). V porovnani s ucinky palbociclibu na linii
Ramos i SUDHL4 (ICso = 1,660 uM respektive 0,133 pM) byly oba PROTAC degradéry
méné ucinné. Tyto vysledky ukazuji, ze degradacni plsobeni PROTAC ma mensi vliv
na viabilitu bunék nez samotna kinasova inhibice CDK4/6 palbociclibem, ackoliv
v publikované studii na bufikach ALL dosahoval PROTAC YX méné jak polovi¢ni hodnoty
ICso oproti palbociclibu a vykazoval tedy vy$Si u€innost (De Dominici, 2020). Naopak ucinek
BSJ byl na zakladé publikovanych dat na burikach AML slabsi (Brand, 2019), coz je

v souladu s dosazenymi vysledky pratokové cytometrie.
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Obrdzek 9: Bunécna viabilita liniif RAMOS (A) a SUDHL4 (B) po ovlivnéni YX-2-107, BSJ-03-123 nebo palbociclibem (PD-
0332991) po dobu 72 hodin; absolutni hodnoty poctu ovlivnénych bunék byly normalizovdny vici poctu kontrolnich bunék
a byla stanovena procentudini viabilita

6.4.2 Ovéreni mechanismu uc€inku pres kompetici s thalidomidem

Pro ovéfeni, zda mechanismus ucinku testovanych PROTAC molekul spociva
v proteasomalni degradaci CDK4 a CDKG6 prostfednictvim vazby na E3 ubikvitin ligasu, byly
buriky linie RAMOS nejprve oSetieny thalidomidem, ktery je substratem CRL4°REN ligasy
stejné jako pomalidomid obsazeny ve struktuie YX a BSJ (Fischer, 2014; De Dominici,
2020; Brand, 2019). Po 2hodinové inkubaci s thalidomidem byly buriky ovlivnény
testovanymi PROTAC molekulami nebo palbociclibem a prostfednictvim imunodetekce bylo
ovéfeno, zda v pfipadé kompetice latek s thalidomidem dochazi k poklesu CDK4 nebo
CDKG®.

Na zakladé vysledkl bylo zjisténo, Ze pfi oSetfeni bunék thalidomidem, byla diky
kompetici thalidomidu s YX a BSJ potlacena proteasomalni degradace CDK4/6, jelikoz E3
ubikvitin ligasa jiz interagovala s thalidomidem, a tudiz nemohlo dojit k tvorbé komplexu
testovanych PROTAC s touto E3 ligasou, nasledné polyubikvitinaci a degradaci CDK4/6
(Obrazek 10). Ackoli bylo zabranéno degradaci CDK4/6, byly oba testované PROTAC

45



degradéry diky své vychozi molekule palbociclibu stale schopny v mensi mife inhibovat
kinasovou aktivitu CDK4/6, coz Ize pozorovat na snizeni hladiny cyklinu A a zvySeni
cyklinu E, které koresponduji se zablokovanim cyklu v G1 fazi a tudiz odpovidaji plisobeni
palbociclibu. Fosforylace Rb v§ak nebyla ovlivnéna (Obrazek 10).

Tyto vysledky potvrzuji mechanismus pusobeni obou PROTAC molekul. Koreluji
také s publikovanymi daty, jelikoZ zablokovani vazby YX a BSJ na CRL4CREN E3 ligasu
kompetici PROTAC s thalidomidem nebo lenalidomidem rovnéz potlagilo schopnost
PROTAC degradovat CDK6 u bunék ALL a AML (De Dominici, 2020; Brand, 2019).
Obdobné pak kompetice YX s palbociclibem o vazbu na CDKG6 taktéZz zabranilo jeji
proteasomalni degradaci, coz rovnéz potvrdilo zavislost mechanismu degradace CDKG6
potazmo CDK4 na tvorbé& ternarniho komplexu cilovy protein-PROTAC-CRL4CREN
(De Dominici, 2020).
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Obrdzek 10: Ovéreni mechanismu ucinku YX a BSJ pres kompetici s thalidomidem na bunécné linii RAMOS ovlivnéné 0,1 a
1,0 uM koncentracemi latek a koncentraci thalidomidu 10 uM v porovndni s plisobenim palbociclibu
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7 ZAVER

Cilena degradace proteinli prostfednictvim heterobifunkénich PROTAC molekul je nova
inovativni strategie a v sou€asné dobé jiz bylo zkonstruovano nékolik takovych PROTAC
molekul, které jsou schopny degradovat CDK4 a/nebo CDKG6. Jednou z vyhod téchto
molekul je, Ze jsou schopny z dualnich inhibitori CDK4 a CDK6 vytvofit selektivnéjsi
degradéry pouze jednoho z homologul. Vzhledem k nekinasovym funkcim zejména CDK®,
které se podileji na karcinogenité a které nelze zacilit prostfednictvim ATP-kompetitivnich
CDK4/6i, ale také vzhledem k rozvoji rezistence pfi terapii nadorovych onemocnéni, se
PROTAC degradéry jevi jako velice perspektivni pfistup |écby rakoviny. Ovsem
mechanismy, na nichZ se zaklada selektivita téchto chimér, jsou zda se vysoce komplexni,
a je zapotfebi dalSich studii.

V ramci experimentalni Casti této bakalafské prace byly dvé PROTAC molekuly,
YX-2-107 a BSJ-03-123, publikované jako selektivni degradéry CDK®6, testovany na Ctyfech
lymfomovych bunéénych liniich. V ramci téchto linii vykazovaly PROTAC YX a BSJ
rozdilnou ucinnost degradace, jelikoz ze ¢tyf testovanych linii, SUDHL4, DB, RAMOS
a RAJI, byla degradace CDK®6 pozorovana pouze u linie RAMOS. Ackoliv byly obé PROTAC
molekuly publikovany jako uc€inné a selektivni CDK6 degradéry, na zakladé vysledku
dosazenych metodou western blottingu bylo zjisténo, ze PROTAC YX degradoval nejen
CDKa®, ale také CDK4. Obé dvé testované latky také na zakladé dat z cytometrické analyzy
nedosahovaly takovych antiproliferacnich ucinku jako jejich vychozi molekula, palbociclib.
Uginnost degradace studovanych PROTAC molekul YX a BSJ byla rovnéz do znaéné miry
ovlivnéna pouzitou koncentraci i délkou inkubace, jelikoz degradace CDK6 potazmo CDK4
ovlivnila hladiny proteint podilejicich se na regulaci buné&ného cyklu az po 24hodinovém
ovlivnéni bunék pfi vysSich koncentracich testovanych PROTAC. Nicméné v nejvysSich
koncentracich byl pozorovan Hook efekt, ktery znacné omezil degradaci CDK4/6 pomoci
PROTAC.

Ziskané vysledky nekorelovaly s publikovanymi daty, kde u bunék akutnich forem
leukémii vykazovaly obé& PROTAC molekuly selektivni degradaci CDK6, ktera vyrazné
potlacovala proliferaci nadorovych bunék v porovnani s inhibi¢nim pisobenim palbociclibu.
Nicméné prostfednictvim kompetice testovanych PROTAC degradéru s thalidomidem byla
potvrzena zavislost mechanismu degradace CDK6 potazmo CDK4 na tvorbé ternarniho
komplexu PROTAC s témito kinasami a CRL4°RBN E3 ligasou, ktera zajistuje ubikvitinaci
CDK4/6. Rovnéz bylo dokazano, Zze PROTAC diky své struktufe zaloZzené na CDK4/6i
palbociclibu byly stale schopné Castecné potlaCovat kinasovou aktivitu CDK4/6.

Vzhledem k rozdilnym G&inkim v ramci testovanych linii, ale také ke koncentraéni

a Casové zavislosti degradace CDK4/6 prostfednictvim PROTAC, bude nutné zohlednit vliv
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téchto faktort v dalSich biologickych studiich a v klinickych testech. Pro budouci studie
bude také klicové objasnéni mechanismu, které ovliviuji selektivitu, jelikoz dosavadni
vyzkumy nejsou dostatec¢né anebo poskytuji rozporuplné vysledky. Nicméné potencial
téchto heterobifunkéich degradérl je znacény a rozSifeni jejich vyuziti nad ramec
onkologickych studii by mohlo mit vyznamné vyuziti také v zakladnim vyzkumu napft.
ke studiu molekularnich cilt vykazujici vysokou homologii jako jsou CDK4 a CDK®6. Jelikoz
funkce CDK4/6 nezavislé na jejich kinasové aktivité jsou rovnéz nedostatecné objasnény,

mohly by PROTAC degradéry pfedstavovat mozZnou strategii i v tomto védeckém odvétvi.
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