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Souhrn

Cyklin dependentni kinazy (CDK) jsou skupinou enzymt, ktera je zapojena v fadé bunéénych
procest, zejména v regulaci bunécného cyklu a transkripce. Diky velmi casté deregulaci
bunééného cyklu spojené s hyperaktivitou pravé CDK u nadorovych onemocnéni, se stala tato
skupina proteinkindz novym potencialnim terapeutickym cilem pro lécbu rakoviny. Inhibitory
cyklin-dependentnich kinaz jsou strukturné velmi rozmanité slouceniny, jejichz mechanismus
ucinku je nejcCastéji zalozen na kompetici s molekulou ATP o vazebné misto kinazy.
Teoreticka ¢ast diplomové prace shrnuje poznatky o vyvoji a vlastnostech novych inhibitort
CDK, zejména purinovych a roskovitinovych bioisosterti. Experimentalni ¢ast diplomové
prace se zabyva stanovenim biologickych u¢inki dvou novych pyrazolo[4,3-
d]pyrimidinovych inhibitorit CDK na buné¢nou linii HCT-116 se zaméfenim na aktivaci
nadorového supresoru p53, aktivaci apoptotické drahy, zmény v regulaci buné¢ného cyklu a

také vlivu testovanych latek na Groven replikace a transkripce.



Summary

Cyclin-dependent kinases are a group of enzymes involved in many cellular processes mainly
in regulation of cell cycle and transcription. Deregulation of the cell cycle connected with
CDK hyperactivity is very common in tumor diseases and that is why this group of
proteinkinases has become a new potential therapeutic target for a treatment of cancer.
Inhibitors of cyclin-dependent kinases are structurally very various chemical compounds and
they act as ATP-competitive inhibitors of CDK. The theoretical part of diploma thesis
summarizes knowledge about development and properties of new CDK inhibitors especially
purine and roscovitine bioisosteres. The experimental part of diploma thesis is focused on
biological effects of two new pyrazolo[4,3-d]pyrimidine CDK inhibitors in the HCT-116 cell
line with the intention of activation of tumor suppressor p53, activation of apoptosis, changes

in regulation of cell cycle and level of replication and transcription.
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1 UVOD

Tradicni postupy vyuzivané pro léCbu malignich onemocnéni s sebou casto prinaseji
problémy v podobé zavaznych vedlejsich ucinkli nebo vytvoteni rezistence, proto se vyzkum
stale zamé&fuje na hledani novych potencionalnich terapeutickych cili (KryStof et Uldrijan,
2010). Bylo prokazano, ze spole¢nou vlastnosti nddorovych bun¢k je deregulace bunééného
cyklu zplsobend zménami v expresi pozitivnich a negativnich reguldtori cyklin-
dependentnich kindz, které maji za nasledek jejich hyperaktivitu (Carnero, 2002). Inhibitory
cyklin-dependentnich kinaz jsou strukturné velmi rozmanité chemické slouceniny, které
dokazi G¢inné inhibovat aktivitu komplexti CDK a tak regulovat jejich funkci (Fischer et al.,
2003). Diky této vlastnosti se inhibitory CDK dostaly do centra zajmu jako latky vyuzitelné
pro 1écbu malignich onemocnéni a fada z nich se jiz nachazi v klinickych fazich testovani.
Proto se zdjem védcli zamétuje na hledani stale novych inhibitordt CDK vykazujicich lepsi

fyzikalné-chemické a biologické vlastnosti, které by zlepSovaly jejich terapeuticky potencial.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Cyklin-dependentni kinazy

Cyklin-dependentni kinazy (CDK) patii do rodiny serin-threoninovych proteinkinaz.
V odpovédi na rizné signaly se ucastni fosforylace substratii zapojenych zejména v regulaci
bunééného cyklu a transkripce (Malumbres et al., 2007). Strukturné si jsou vSechny CDK
velmi podobné, cozZ je dano velkou mirou sekven¢ni homologie. VSechny CDK jsou tvoieny
dvéma doménami. Velka C-terminalni doména je tvotrena zejména a-helixy, zatimco mensi
N-termindlni doména je tvofena pievazné strukturou B-skladanych list. Mezi t€émito dvéma
¢astmi se nachazi ATP-vazebné misto (Knockaert et al., 2002).

Aktivita CDK zavisi na tad€ faktorli, zejména na syntéze a degradaci pozitivnich
regulatori cyklind, syntéze, vazbé a degradaci inhibitord CDK, fosforylaci a defosforylaci,
a také na subcelularni lokalizaci. Pro plnou aktivitu CDK je nezbytna vazba cyklinu,
ptitomnost CDK-aktiva¢ni kindzy (CAK) a odstranéni inhibi¢ni fosforylace (Carnero, 2002).

Kromé pozitivnich regulatort CDK jako jsou cykliny a CAK, byla objevena cela fada
ptirozenych negativnich regulatort (CDK inhibitortt) (De Azevedo et al., 1996). Tyto
inhibitory CDK se déli do dvou rodin: Cip/Kip a INK4. Rodina Cip/Kip zahrnujici napf.
proteiny p21, p27 a p57, inhibuje Siroké spektrum CDK, zatimco rodina inhibitora INK4
specificky inhibuje CDK4 a CDK®6 (Denicourt et Dowdy, 2004).

CDK se ucastni celé fady bunécnych procestli, zejména kontroly bunééného cyklu, ale

také apoptozy, transkripce a diferenciace (Tab. I) (Fischer et al., 2003).

Deregulace bunécného cyklu je jednou z hlavnich udalosti, kterd provéazi preménu
normalni bunky v buitku nadorovou a pfispiva k rozvoji rakoviny (Trova et al., 2009). Tyto
zmeny jsou navozeny zvysenou expresi pozitivnich regulatort CDK a/nebo snizenou expresi
negativnich regulatordt CDK v nadorovych bunikach, které maji za nésledek ztratu kontroly
nad CDK (Carnero, 2002). Hyperaktivita CDK muze byt nasledkem inaktivace proteinovych
inhibitort CDK patficich do rodiny INK4 a Cip/Kip zptusobena napt. deleci nebo bodovou
mutaci genti. U nékterych druhi nddorovych onemocnéni dochazi k overexpresi cyklinia A,
B, D nebo E nebo k deregulaci samotnych CDK zpiisobené overexpresi, translokaci nebo
genovou amplifikaci. U nékterych onemocnéni byla také pozorovana overexprese CDK-

aktivujicich fosfataz Cdc25 (Malumbres et Carnero, 2003; Krystof et Uldrijan, 2010).



Tab. 1: Cyklin-dependentni kinazy a jejich funkce (podle Kasten et Giordano, 2001;
Knockaert et al., 2002; Loyer et al., 2008; Malumbres et al., 2007)

komplex
CDK cyklin

funkce

A regulace bunééného cyklu (piechod S/G2)

cbKd B regulace bunécného cyklu (pfechod G2/M); dokonceni mitozy

CDK? E regulace bunécného cyklu (ptfechod G1/S); duplikace centrozému
A regulace replikace DNA; inaktivace G1 transkripcnich faktort

CDK3 regulace bunééného cyklu

CDK4 D regulace bunééného cyklu (ptechod G1/S, prichod S)

CDK5 diferenciace a migrace neuront a nervove signalni drahy; apoptdza

CDK6 D regulace bunééného cyklu (piechod G1/S, prichod S)

CDK7 H regulace transkripce; CDK-aktiva¢ni kinaza (CAK)

CDK8 C regulace transkripce

CDK9 T regulace transkripce

CDK10 regulace bunééného cyklu (ptechod G2/M)

CDK11 L regulace transkripce; sestiih pre-mRNA; apoptdza

CDK12 L sestiih pre-mRNA

CDK13 L sestiih pre-mRNA

2.2 Inhibitory cyklin dependentnich kinaz

S objevenim vyznamné Ulohy CDK pro vznik naddorovych onemocnéni zapocalo intenzivni
hledani chemickych latek, které by fungovaly jako inhibitory CDK (Krystof et Uldrijan,
2010).

2.2.1 Vlastnosti inhibitora CDK

Ackoli se jednotlivé inhibitory CDK casto podstatné liSi v chemické struktufe, sdili vétSina
téchto latek nekolik spolecnych vlastnosti: 1. jedna se o latky s nizkou molekulovou
hmotnosti (< 600 Da), 2. jsou to planarni hydrofobni heterocykly, 3. kompetuji s molekulami
ATP o volné ATP-vazebné misto na molekule CDK a 4. na molekulu CDK se vazi ptfevazné

pomoci hydrofobnich vazeb nebo vodikovych mustkt (Knockaert et al., 2002).
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Inhibi¢ni profil jednotlivych sloucenin se li§i. Podle jejich G¢inku se déli do dvou
skupin, pan-selektivni CDK inhibitory inhibujici Siroké spektrum CDK a vysoce selektivni
inhibitory, které preferen¢né inhibuji jen nékteré CDK (Shapiro, 2006; Malumbres et al.,
2007; Krystof et Uldrijan, 2010).

2.2.2 Utinky inhibitortt CDK

Nejvyznamnéj$imi vlastnostmi, diky kterym se inhibitory CDK dostaly do centra z4jmu jako
latky potencionalné vyuzitelné pro 1€cbu malignich onemocnéni, jsou schopnost indukovat
zablokovani bunééného cyklu, indukce apoptdzy, zablokovani transkripce a schopnost
aktivace proteinu p53. Tyto U¢inky se mezi jednotlivymi inhibitory CDK vyrazné lisi
v zavislosti na jejich selektivité a na bunécné linii, na kterou psobi (Wesierska-Gadek et al.,
2009).

Zablokovanim aktivity CDK podilejicich se na regulaci bunécného cyklu (CDKI,
CDK2, CDK4 a CDKG6) dochazi k defosforylaci jejich substrati, zamezeni prichodu
bunécnym cyklem a zablokovani bunééné proliferace (Krystof et Uldrijan, 2010).

Nékteré inhibitory CDK mohou u¢inné inhibovat transkripci. Funkce RNA-
polymerazy II je regulovana fosforylaci CDK7 a CDK9. CDK9 se v komplexu s cyklinem T
ucastni fosforylace Ser2 C-termindlni domény (CTD) RNA-polymerazy II, kterd podporuje
elongaéni fazi transkripce. CDK7 v komplexu s cyklinem H fosforyluje Ser5 CTD. Tato
fosforylace je nezbyta pro zahajeni transkripce (Shapiro, 2006). Inhibice transkripce ma
nejvetsi dopad na proteiny s kratkym polo¢asem rozpadu. Do této skupiny patii napiiklad
proteiny s antiapoptotickou funkci Bcl-2 a Mcl-1 a jejich absence v buiikach mize indukovat
apoptozu (Blagosklonny, 2004).

Dalsi vyznamnou vlastnosti inhibitori CDK je schopnost indukovat akumulaci
a aktivaci proteinu p53 (David-Pfeuty, 1999; Ljungman et Paulsen, 2001; Krystof et al.,
2005). Nadorovy supresor p53 se ucastni kontroly genetického materialu buiniky a v pfipadé
jeho poSkozeni brani vzniku nekontrolovatelné bunétné proliferace aktivaci apoptotické
drahy, navozenim senescence nebo zastavou bunééného cyklu. Inaktivace proteinu p53 je
spoleénym znakem velkého mnozstvi rtiznych typti malignich onemocnéni (Malumbres et
Carnero, 2003). Aktivace proteinu p5S3 muze byt docileno pomoci inhibice transkripce, ktera
zpusobi snizeni hladiny proteind s kratkym poloCasem rozpadu, mezi které¢ patfi mimojiné
protein MDM-2. Za normalnich podminek je mezi proteiny p53 a MDM-2 udrzovana

zpétnovazebna regulacni smycka. Protein p53 transkripéné aktivuje MDM-2, ktery vykazuje

11



ubiquitin-ligdzovou aktivitu a podili se na degradaci p53. V piipadé zablokovani transkripce
pak dochézi k vyraznému snizeni hladiny MDM-2, kterd méa za nasledek akumulaci p53
(Uldrijan et al., 2002; Blagosklonny, 2004). Dalsim mechanismem indukujicim akumulaci
p53 je inhibice CDK1 a CDK2, ktera brani fosforylaci p53 na Ser315. Diky tomu dochazi
k tetramerizaci p53, zabranéni nuklearniho exportu a tim k jeho akumulaci v jadre
(David-Pfeuty, 1999; Ljungman et Paulsen, 2001). Aktivaci proteinu p53 v nadorovych

bunikach miize byt docileno spusténi programované bunécné smrti (Shapiro, 2006).

2.3 Vyvaoj inhibitori CDK

2.3.1 Purinové CDK inhibitory

Po objevu vlastnosti pfirodnich rostlinnych hormonti cytokininti jako inhibitori CDK
(Havlicek et al., 1997; Vermeulen et al., 2002) se vyzkum zaméfil na hledani derivatd téchto
pfirodnich latek a substituované purinové slouceniny se staly prvnimi CDK-selektivnimi
inhibitory, které kompetuji s molekulou ATP o vazebné misto na molekule CDK (Fisher et
al., 2003). Prvnim objevenym CDK inhibitorem byl dimethylaminopurin. Hodnota ICsq pro
inhibici CDK1 byla 120 pM a specifita byla velmi nizkd. O néco G¢inngjsi a specifictéjsi se
pak byl isopentenyladenin (CDK1: ICso = 55 uM) (Senderowicz et Sausville, 2000).

Pozdéji se ukézalo, ze silny inhibi¢ni efekt na CDK maji hlavné C2-, C6-, N9-
substituované puriny. Jednou z prvnich latek patficich do skupiny trisubstituovanych purinti
byl olomoucin (6-(benzylamino)-2-[(2-hydroxyethyl)amino]-9-methyl-purin) (Obr. 1), ktery
Vv mikromolarnich koncentracich inhibuje CDKI1, CDK2 a CDK5 a néckteré dalsi
proteinkinazy a také inhibuje bunéénou proliferaci a indukuje apoptézu nadorovych bunék.
Po objeveni olomoucinu vyzkum pokracoval v hledani modifikaci této slouceniny, které by
zlepsily jeji vlastnosti. Podafilo se tak ziskat ucinnéjsi a selektivnéjsi analoga roskovitin,
bohemin, olomoucin 1l a purvalanoly A a B (Obr. 1) (Havlicek et al. 1997; Vermuelen et al.,
2002; Fischer et al., 2003; Krystof et al., 2005).

S objevem téchto latek vSak vyvoj purinovych inhibitort CDK neustal a modifikacemi
substituentll na purinovém skeletu jsou hledany a vytvareny stale nové slouceniny.

Latka s ozna¢enim CRS lisici se od roskovitinu biarylovym substituentem v pozici N6
(Obr. 1) vykazuje podobné vysokou uc¢innost inhibice CDK1, CDK2, CDK3, CDKS5, CDK7
a CDK9 (hodnoty ICsp jsou 2x — 4x nizsi nez u roskovitinu), ale doslo u ni k velmi vyraznému

zlepSeni proapoptotickych vlastnosti. Tyto protinddorové ucinky byly potvrzeny u fady
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bunéénych linii a bylo prokdzano, ze latka CR8 indukuje programovanou bunéénou smrt
v koncentracich az 50x niz8ich neZ roskovitin (Bettayeb et al., 2008b).

Modifikaci latky NU2058 (O6-cyklohexylmethylguanin), ktera vykazuje pomérné
vyraznou selektivitu, avSak ac¢inky v inhibici CDK1 (ICsp = 5 uM) a CDK2 (ICsp = 12 uM)
jsou pomeérné nizké, byla vytvorena latka s ozna¢enim NU6102 (Obr. 1) dosahujici vyrazné
lepsich inhibi¢nich vlastnosti (CDK1: ICso = 9 nM, CDK2: IC59 = 6 nM) se zachovanim
selektivity vychozi latky, a zaroven u ni doSlo ke zlepSeni antiprolifera¢nich vlastnosti
(Davies et al., 2002). Zlepseni biologickych vlastnosti je ziejmé& zptusobeno odlisSnym
mechanismem vazby latky NU6102 do ATP-vazebného mista oproti vychozi latce NU2058.
Zatimco latka NU2058 interaguje pomoci 3 vodikovych vazeb s Glu81 a Leu83 CDK2, vazba
latky NU6102 do ATP-vazebného mista CDK2 je zprostiedkovana 4 vodikovymi vazbami
s GluB1, Leu83 a Asp86 (Babu et al., 2007). Ob¢ latky maji odlisnou orientaci v ATP-
vazebném misté¢ CDK2 nez napf. purinové inhibitory olomoucin nebo roskovitin (Babu et al.,

2007; Bettayeb et al., 2008a) (Obr. 2).

NH NH NH
L L LD
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Obr. 1: Chemicka struktura nékterych purinovych inhibitorit CDK.
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Obr. 2: Vazba olomoucinu a latek NU2058 a NU6102 do ATP-vazebného mista CDK?2
(prevzato z Babu et al., 2007).

Chemické slou€eniny na béazi purini vSak nevykazuji pouze CDK inhibi¢ni vlastnosti,
ale jsou naptiklad inhibitory celé fady dal§ich enzymu (napft. fosfodiesterazy, MAP kinazy,
sulfotransférazy), u nékterych latek byla prokdzana schopnost inhibovat tvorbu mitotického
vieténka a fada dal§ich a nové moznosti vyuziti purinovych sloucenin se stile objevuji

(Legraverend et Grierson, 2006).

2.3.2 Roskovitin

Ziejmé& nejlépe prostudovanym zastupcem purinovych inhibitort CDK je roskovitin (6-
(benzylamino)-2-(R)-[[1-hydroxymethyl)propyl]amino]-9-isopropylpurin) (Obr. 1) (Havlicek
et al., 1997). Jiz v submikromolarnich koncentracich funguje jako u¢inny inhibitor CDK1,
CDK2, CDK5, CDK7 a CDK9 (hodnoty ICs viz Tab. Il) (Bettayeb et al., 2008) a ma vyrazné
antiprolifera¢ni uc¢inky, které byly ovéfeny na vétsiné nadorovych bunéénych linii (primérna
hodnota ICso = 17 uM) (Meijer et al., 2006).

Roskovitin vyrazné ovliviiuje bunécny cyklus. V zavislosti na bunécéné linii, pouzité
koncentraci a délce pisobeni mize dochazet k bloku v GO, G1, S nebo G2/M fazi nebo
kombinaci téchto fazi (Meijer et al, 2006; Wesierska-Gadek et Krystof, 2009; Wesierska-
Gadek et al., 2009). Spolu se zmé&nami bunééného cyklu byla sledovana hladina cyklint.
Pomoci analyzy western blotting bylo zji§téno, Ze piisobenim roskovitinu dochazi k redukci
hladiny cyklinu D1, A a B1 (Whittaker et al., 2004). Pfi studiu zmén v regulaci buné¢ného
cyklu bylo také prokazano, Ze roskovitin inhibuje fosforylaci proteinu Rb. Inhibice
fosforylace proteinu Rb brani jeho inaktivaci a rozpadu komplexu Rb-E2F, ¢imz je

znemoznéna transkripce genll nezbytnych pro replikaci DNA (Whittaker et al., 2004).
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Zablokovani replikace bylo prokazano pomoci inkorporace 5-bromo-2’-deoxyuridinu (BrdU)
do struktury DNA u bunék po ovlivnéni roskovitinem (Whittaker et al., 2004).

Diky inhibi¢nim vlastnostem roskovitinu dochazi jeho pusobenim k inhibici fosforylace
RNA-polymerazy II a tim ke sniZzeni transkripce. Zablokovani transkripce vSak neni tplné
a hlavni dopad ma na proteiny s kratkym polo¢asem rozpadu. Do této skupiny patii naptiklad
proteiny s antiapoptotickou funkci (Bcl-2, Mcl-1, survivin). Roskovitin je rychle odbouravan
na fadu metabolitl, zptsobuje tedy pouze piechodné zablokovani transkripce, které zasahne
proteiny s kratkym polo¢asem rozpadu, jejichz expresi se vyznacuji rakovinné bunky
a dochazi u nich kindukci apoptoézy, zatimco u normalnich bun¢k dochdzi pouze
k pfechodnému zastaveni pruchodu bunéénym cyklem (Meijer et al., 2006). Roskovitin také
indukuje aktivaci proteinu p53 a jeho akumulaci v jadie (David-Pfeuty, 1999). Zvyseni
hladiny proteinu p53 je zplsobeno inhibici transkripce a jim zplsobenym snizenim hladiny
proteinu MDM-2. V souvislosti se zvySenou transkripéni aktivitou p53 je ¢asto pozorovano
zvysSeni hladiny proteinu p21, ktery je jednim z pfirodnich inhibitord CDK, coz potvrzuje
transkrip¢ni aktivitu p53 (Wesierska-Gadek et Krystof, 2009). Stanoveni transkrip¢ni aktivity
p53 po ovlivnéni roskovitinem bylo provedeno u bunétné linie Arn8 exprimujici
B-galaktozidazu pod kontrolou p53-responzivniho promotoru. B-galaktozidazovy reportérovy
test prokéazal, Ze se zvySujici se koncentraci roskovitinu dochdzi k nartstu transkripéni
aktivity p53 a maximalni aktivity je dosazeno pii pusobeni koncentraci v rozsahu 30 — 80 uM
(Krystof et al., 2005).

Diky vytvofeni krystalové struktury roskovitinu v komplexu s CDK2 je znam zptisob
jeho vazby do cilového mista CDK2. Roskovitin se vaze do ATP-vazebného mista CDK2,
kde dochazi k interakci Leu83 s roskovitinem pomoci 2 vodikovych mistku a celou strukturu
stabilizuje fada hydrofobnich a van der Waalsovych interakci. Stejny zpuisob vazby byl zjistén
1 u dalSich purinovych inhibitort CDK, zatimco orientace purinového skeletu molekuly ATP
v ATP-vazebném mist¢ CDK2 je odlisna (De Azevedo et al., 1997; Meijer et Raymond,
2003).

Kromé CDK inhibi¢nich vlastnosti byl u roskovitinu testovan i vliv na dalsi bun&cné
cile. Z kinazovych inhibi¢nich testli vyplynulo, Ze roskovitin je inhibitorem Erkl a Erk2,
zapojenych v mitogenem aktivované proteinkinazové (MAPK) draze (ICso = 34 uM a 14 uM)
(Meijer et al., 1997), avSak v rozporu s t¢émito hodnotami jsou vysledky zjisténé u buné¢nych
linii HT29 a KM12 odvozenych od rakoviny tlusté¢ho stfeva, u kterych doslo po ovlivnéni

roskovitinem naopak k aktivaci Erkl a Erk2, coz bylo potvrzeno detekci fosforylace Elk-1
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a exprese c-Fos (Whittaker et al., 2004). Dalsim odhalenym buné¢nym cilem roskovitinu jsou
kaseinkinaza 1 (CK1) nebo pyridoxalkinaza (Meijer et al., 2006).

Roskovitin byl jednim z prvnich inhibitorad CDK, ktery vstoupil do klinického testovani.
Nyni se nachazi v II. fazi klinického testovani jako terapeutikum pro 1écbu mnohocetného
myelomu a vkombinaci s gemcitabinem/cisplatinou  jako latka ucinnd  proti

nemalobunéénému karcinomu plic (Legraverend et Grierson, 2006).

2.3.3 Purinové bioisostery

Jednim ze zpisobl pro vyhledavani novych inhibitori CDK v poslednich letech je tzv.
bioisostericka strategie, zalozena na cilené modifikaci vybrané vychozi latky s dobie
prostudovanou chemickou strukturou a mechanismem pusobeni. Bioisostery jsou strukturné
podobné slouceniny, které vznikaji zdménami funkénich skupin nebo zménami v rozloZeni
atomu. Odli$nosti V prostorovém uspotadani maji vliv na fyzikalni a chemické vlastnosti latek
(rozpustnost, reaktivita, hydrofobicita,...) a tyto modifikace biologicky aktivni vychozi latky
umoznuji dosazeni lepsi metabolické stability, snizeni nezadoucich ucinkd, optimalizace
biologickych vlastnosti nebo zlepSeni farmakologické aktivity (Hampl et Palecek, 2007; Lima
et Barreiro, 2005; Popowycz et al., 2009).

Cilem modifikaci mtze byt naptiklad zvySeni selektivity inhibitoru snizenim inhibice
nékterych dalsich proteinkinaz. Pyridoxalkinaza (EC 2.7.1.35) katalyzuje fosforylaci forem
vitaminu B6 za vzniku pyridoxal-5'-fosfatu, ktery je intracelularni aktivni formou vitaminu
B6 a kofaktorem celé fady dileZitych enzyma. Inhibice pyridoxalkinazy nékterymi inhibitory
CDK (napf. roskovitin) tak mlze byt disledkem nékterych vedlejSich ucinkd. Takového
zlepSeni biologickych vlastnosti bylo dosazeno napiiklad u imidazo[4,5-d]pyridint. (Tang et
al., 2005; WO 2009/034411 Al).

SniZzeni inhibice Erk2 a pyridoxalkinazy také miize vyrazné zlepSit ucinnost CDK
inhibitord. Pokles jejich afinity k témto kinazam zpisobi zvySeni koncentrace téchto latek,
které se v buiice nachazi voln¢ a tak mohou interagovat s CDK a rovnéz mohou dosahovat
proapoptotickych nebo antiprolifera¢nich Gé¢inku jiz v niz§ich koncentracich (Bettayeb et al.,

2008a).

Purinové bioisostery se syntetizuji pomoci naronych nékolikastupniovych postupti
ptfes fadu meziprodukti. Prozatim se podafilo vytvofit 11 odliSnych chemickych tfid:
pyrolo[3,2-d]pyrimidiny (Capek et al., 2003), pyrolo[2,3-d]pyrimidiny, imidazo[1,2-
a]pyraziny (WO 2004/026877 Al), imidazo[4,5-d]pyrimidiny (WO 2009/034411 Al),
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pyrazolo[1,5-a]pyrimidiny (WO 2008/151304 Al; Ali et al., 2009), pyrazolo[4,3-
d]pyrimidiny (WO 03/082872 Al), pyrazolo[3,4-d]pyrimidiny (Kim et al., 2003),
pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triaziny (Bettayeb et al., 2008a), imidazo[2,1-f]-1,24-triaziny
(Popowycz et al., 2009), triazolo[1,5-a]pyrimidiny (WO 2004/108136 Al) a 8-azapuriny
(Havlicek et al., 2005) (Obr. 3). U vétsiny je zachovana pozice jednotlivych substituenti
a zmény Vv heterocyklické kostfe jsou minimélni, avSak u nckterych latek dochazi jiz
k vyraznéj$imu odklonéni od struktury trisubstituovanych purind. Imidazo[1,2-a]pyraziny
jsou tetrasubstituované latky, u 8-azapurini se v heterocyklickém skeletu nachazi jiz 5 atomu

dusiku.
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S 0 o

N XN rR17 N7 N )N\ NN
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pyrolo[2,3-d]pyrimidiny

Obr. 3: Strukturni motivy znamych purinovych bioisosterii.

Umisténi atomid dusiku ve skeletu bioisosterickych sloucenin méni povahu téchto
heterocyklickych struktur a ma velky vliv na chemické vlastnosti a biologickou Gc¢innost

téchto latek (Dwyer et al., 2007).
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Piesun atomu dusiku z pozice 9 purinového skeletu do pozice 5 v pripadé pyrazolo[1,5-
a]-1,3,5-triazinti zpusobil zvyseni inhibi¢ni aktivity CDK2 (Bettayeb et al., 2008a), zatimco
vneseni patého dusiku do zékladni kostry 8-azapurinii zptisobilo snizeni inhibice CDK2
(Havlicek et al., 2005).

Zajimavych biologickych vlastnosti bylo dosazeno u latky BS-181 patiici mezi
pyrazolo[1,5-a]pyrimidiny. Jedna se o vysoce specificky a velmi G¢inny inhibitor CDK7
(ICso = 21 nM), dalsi CDK inhibuje s vyrazn¢ niz$i u¢innosti. Latka byla navrzena pomoci
metod pocitacového modelovani na zaklad¢ struktury CDK7. BS-181 inhibuje bunécnou
proliferaci, fosforylaci substratt CDK7 (protein Rb, CTD RNA-polymerazy Il) a indukuje
apoptozu (Ali et al., 2009).

Skupina pyrazolo[3,4-d]pyrimidini zahrnuje fadu sloucenin li§icich se typem
substituenti v pozicich R1, R2 a R3 (Obr. 3). U téchto latek byla testovana G¢innost inhibice
CDK2 a také ucinnost inhibice bunééného déleni. Vysledky vSak prokdzaly, ze dobré CDK
inhibi¢ni vlastnosti nekoreluji s inhibici bunééného déleni a naopak (Kim et al., 2003).

Ze skupiny pyrazolo[4,3-d]pyrimidin byly testovany biologické uéinky 3,7-
disubstituovanych sloucenin. Z porovnani s purinovymi analogy bylo zjisténo, ze tyto latky
dosahuji vysoké inhibice CDK1 (Moravcova et al., 2003). Z trisubstituovanych pyrazolo
[4,3-d]pyrimidint byl studovan vliv latky LGR1406 (Obr. 4) na proliferaci bun€k hladkého
svalstva po stimulaci PDGF (platelet-derived growth factor) (Sroka et al., 2009). Abnormalni
proliferace téchto bunék pfispiva k restendze. Ze srovnani s u€inky roskovitinu vyplynulo, Ze
latka LGR1406 ucinn€ inhibuje syntézu DNA a vykazuje silné antiproliferacni ucinky.
U bunék hladkého svalstva dochdzi po ovlivnéni LGR1406 (5 uM) k zablokovani bunécného
cyklu ve fazi G1. LGR1406 rovnéz vykazuje oproti roskovitinu vy$si Gi¢innost v inhibici
CDK1, CDK2 a CDK4 (Sroka et al., 2009). Dalsim zajimavym zastupcem pyrazolo[4,3-
d]pyrimidint je latka oznacovana jako E2GG (Obr. 4). Jedna se o analog myoseverinu, coz je
2,6,9-trisubstituovany purin, ktery brani polymerizaci tubulinu, tim znemoznuje spravné
sestaveni mitotického vieténka a navozuje u bun¢k zablokovani bunééného cyklu a naslednou
apoptozu. E2GG vykazuje s o néco nizsi ucinnosti stejné vlastnosti jako myoseverin a navic u
ni byla odhalena i primérnd CDK inhibi¢ni aktivita (CDKI: ICs = 4,1 pM, CDK2:
ICs0= 3,7 uM, CDK7: ICs0 = 7,2 uM, CDK9: ICsp = 50,3 uM). Odlisné biologické vlastnosti
jsou ziejmé& zpusobeny presunem atomu dusiku v heterocyklické kostie slouceniny E2GG

oproti myoseverinu (Krystof et al., 2006).
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Obr. 4: Chemicka struktura ldatek LGR1406, E2GG a PHA-793887.

Dalsi skupinu inhibitora  CDK tvofi latky, jejichz struktura je tvofena
6-substituovanym pyrolo[3,4-C]pyrazolem. Nejedna se sice o purinové bioisostery, avSak
vazba do ATP-vazebného mista CDK2 vykazuje urcitou podobnost s purinovymi CDK
inhibitory. Mezi skupinou nasyntetizovanych sloucenin vykazovala nejlepsi vlastnosti latka
PHA-793887 nesouci i oznaceni 31 (Obr. 4). Latka PHA-793887 se do ATP-vazebného mista
CDK2 vaze pomoci tii vodikovych vazeb. Jedna se o velmi u¢inny inhibitor CDK a vykazuje
velmi dobré antiprolifera¢ni u¢inky u fady nadorovych bunénych linii. Pro tyto vlastnosti
byla vybrana pro klinické testovani jako terapeutikum pro 1é€bu pacientli se solidnimi tumory

(Brasca et al., 2010).
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2.3.4 Roskovitinové bioisostery

Vzhledem Kk dobie znamym biologickym a chemickym vlastnostem roskovitinu je pfi
vytvofeni novych strukturnich motivli purinovych bioisosterii snaha nasyntetizovat
roskovitinovy derivat, u kterého je zachovana poloha a typ roskovitinovych substituenti
a strukturalnich zmeén je dosazeno pouze modifikacemi v ramci chemické kostry. V soucasné
dobé jsou znamy biologické vlastnosti Sesti roskovitinovych bioisosterti (Obr. 5).

Latka N-&-N1 (7a) patiici do skupiny pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinti Se oproti
roskovitinu vyznacuje vyrazné G¢inngjsi inhibici CDK1, CDK2, CDKS5 a CDK9 a také CK1
a GSK-30/B a zaroven doslo ke snizeni inhibice pyridoxalkinazy a Erk2. Inhibitor N-&-N1 je
schopny indukovat apoptéozu v koncentracich né¢kolikandsobné nizSich nez roskovitin
(Bettayeb et al., 2008a) a rovnéz dosahuje mnohonasobné vyssich ¢inkl v inhibici buné¢né
proliferace (Popowycz et al., 2009). Oproti tomu latka N-&-N2 (13) patiici do skupiny
imidazo[2,1-f]-1,2,4-triazint, ktera je latce N-&-N1 (7a) velmi strukturné podobna (piesun
atomu dusiku z pozice 5 do pozice 4), nevykazuje zlepSeni biologickych vlastnosti a ii¢innost
inhibice studovanych proteinkinaz je srovnatelna s roskovitinem (Bettayeb et al., 2008a;
Popowycz et al., 2009).

Latka LGR1404 je roskovitinovym bioisosterem patficim do skupiny pyrazolo[4,3-
d]pyrimidint. Vykazuje stejné biologické vlastnosti jako roskovitin, av§ak s mnohem vyssi
uc¢innosti (Jorda et al., nepublikovana data).

Pyrazolo[1,5-a]pyrimidinovy bioisoster roskovitinu s oznaenim 6 vykazuje vyrazné
zvyseni inhibice CDK2 (ICsp = 70 nM) (WO 2008/151304). Dale jsou znamy roskovitinové
bioisostery patfici do skupiny imidazo[4,5-a]pyrimidind (latka oznacovana la nebo
R-perharidin A) a 8-azapurint (latka s oznacenim 4). U téchto latek nedoslo ke zlepseni CDK
inhibi¢nich vlastnosti. Hodnoty ICsg jsou srovnatelné resp. vyssi nez u roskovitinu (Havlicek
et al., 2005; WO 2009/034411 Al). CDK inhibi¢ni profil jednotlivych roskovitinovych

bioisosterti shrnuje Tab. II.
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Tab. II: Ucinnost inhibice CDK vybranymi roskovitinovymi bioisostery (podle Havlicek et al.,
2005; Bettayeb et al, 2008a; Popowycz et al., 2009; Jorda et al., nepublikovana data; WO
03/082872 Al; WO 2008/151304 Al; WO 2009/034411 Al).

CDK/cyKlin (vazebny partner)

1B 2/A 2/[E 5/p25 7H 9T

Roskovitin

) 033 022 015 0,27 0,8 0,23
purin

N-&-N1, 13

pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin

N-&-N2, 7a

imidazo[2,1-f]-1,2,4-triazin

LGR1404

pyrazolo[4,3-d]pyrimidin

0,073 0,04 0,026 0,07 0,05 0,043

0,4 022 016 032 0,6 0,2

0,04 - 0,04 - - -

R-perharidin, la
o o 0,35 0,3 0,18 0,2 0,9 0,48
imidazo[4,5-a]pyrimidin

latka 6
R - >1 - - 0,07 0,1
pyrazolo[1,5-a]pyrimidin
latka 4
) - 4,1 - - - -
8-azapurin

Ciselné idaje v tabulce vyjadiuji hodnoty ICsy pro dané CDK. Udaje jsou uvedeny v uM.
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Obr. 5: Chemicka struktura roskovitinovych bioisosteri.

Do dnesniho dne byla vyvinuta celd fada chemickych latek, které plni funkci
inhibitord CDK. Tyto latky jsou strukturné velmi rozmanité a mohou byt rozdéleny do fady

chemickych tiid (Fischer et al., 2003).

2.4 Inhibitory CDK v Kklinickych fazich testovani

V soucasné dob¢ se nachéazi nékolik inhibitori CDK v riznych fazich klinického testovani
jako mozZna terapeutika proti riznym typim rakoviny. Kromé jiZ zminéného roskovitinu se
jedna napt. o flavopiridol, R547, SNS-032, PD-0332991, AT7519, ZK 3044709 a dalsi
(Malumbres et al., 2007; Krystof et Uldrijan, 2010), nasledujici ¢ast diplomové prace stru¢ne
charakterizuje n€které z nich.

Flavopiridol (Alvocidib, HMR1275) (Obr. 6) byl prvnim inhibitorem CDK, u kterého
bylo zahajeno klinické testovani. Tato flavonoidni latka patii do skupiny pan-selektivnich
CDK inhibitord, inhibuje CDK1, CDK2, CDK4, CDK6, CDK7 a CDK9. U nadorovych
bun¢k vystavenych plisobeni flavopiridolu dochazi ke zméndm v bunééném cyklu. U vétSiny
nadorovych bun¢k dochazi k zablokovani bunécného cyklu na pfechodu mezi fazemi G1 a S,

ale u velkého mnozstvi bun¢k dochazi k navozeni apoptdézy nebo k mitotickému bloku
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(Krystof et Uldrijan et al., 2010; Mclnnes, 2008). V klinickych testech se zkoumaji t¢inky
flavopiridolu u pacientii s chronickou lymfatickou leukémii (Mclnnes, 2008).

Do druhé faze klinického testovani se také dostal analog flavopiridolu, latka
s oznatenim P276-00 (Obr. 6), u které se testuji terapeutické ucinky u pacientd
s mnohoc¢etnym myelomem a s nadory hlavy a krku (Wesierska-Gadek et al., 2009; Krystof et
Uldrijan, 2010). U¢inné inhibuje CDK 1, CDK4 a CDK9 (hodnoty ICsy < 100 nM) a vykazuje
silné antiprolifera¢ni G¢inky (Wesierska-Gadek et al., 2009).

PD0332991 (Obr. 6) je vysoce specificky a u¢inny inhibitor cyklin-dependentnich
kinaz. Inhibuje CDK4 a CDKG®6 jiz v koncentracich nékolika nanomolt. U Rb-pozitivnich
nadorovych bun¢k ma silné antiproliferacni u€inky a zptsobuje zablokovani bunééného cyklu
v Gl fazi kvuli redukci fosfoskupiny na proteinu Rb (Fry et al., 2004; Mclnnes, 2008).
Chemicka struktura odpovida pyrido[2,3-d]pyrimidin-7-onu. Latka se nachazi v 1. fazi
testovani jako terapie v 1écbé lymfomu z plastovych bunék (mantle cell lymphoma),
non-Hodgkinova lymfomu a mnohocetného myelomu (Mclnnes, 2008).

AT7519 (Obr. 6) je pan-selektivni CDK inhibitor. U¢inné inhibibuje CDK1, CDK2,
CDK4, CDK5, CDK6 a CDK9 a také GSK3-B. Vyznacuje se silnou inhibici bunééného riistu
fady nadorovych bunécnych linii. Latka se nachdzi v klinickych fazich testovani u pacientt
S metastazujicimi solidnimi tumory nebo non-Hodgkinovym lymfomem (Malumbres et al.,
2007; Wesierska-Gadek et al., 2009).

Latka SNS-032 (Obr. 6), oznacovana také jako BMS-387032, je inhibitorem na bazi
aminothiazolu (Mclnnes, 2008). Tato sloufenina se UcCastni inhibice bunétného cyklu
a transkripce. Inhibuje Siroké spektrum kinaz, ptevazné CDK2, CDK7 a CDKO9, ale také
CDK1, CDK4 a GSK3p (Malumbres et al., 2007; Mclnnes, 2008; Malumbres et Barbacid,
2009). Inhibitor SNS-032 se nachazi v I. fazi klinického testovani jako mozny preparat pro
1écbu solidnich tumorti a B-lymfoidnich malignit (Dickson et Schwartz, 2009; Malumbres et
Barbacid, 2009).
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Obr. 6: Vybrané inhibitory CDK v klinickém testovani.

Kromé testovani protinadorovych ucinkli samotnych CDK inhibitori se c¢asto
pfistupuje ke kombinovani téchto slou€enin s jinymi protinadorovymi terapeutiky, ¢imz miize
byt docileno zlepSeni terapeutického potencidlu latek, sniZzeni toxicity nebo snizeni rizika
vzniku rezistence (Wesierska-Gadek et al., 2009). Do klinického testovani se dostala
napiiklad kombinace flavopiridolu s mitoxantronem a cytarabinem, ktera dosahla slibnych
vysledkii u pacientd s akutni myeloidni leukémii (Dickson et Schwartz, 2009). Kromé
kombinaci s klasickymi chemoterapeutiky se testuji rovnéz ti€inky kombinaci CDK inhibitort
napiiklad s inhibitory MAPK drahy (CI-1040), které brani pfenosu intracelularnich signald,
nebo s inhibitory histodeacetylaz, které brani dekondenzaci chromatinu a zahdjeni genové

exprese (Wesierska-Gadek et al., 2009).

24



2.5 Moderni moZnosti vyuZziti inhibitori CDK

V posledni dob¢ se ukazuje, Ze inhibitory CDK by mohly najit uplatnéni v 1écbé celé fady
dalSich onemocnéni, nejen u rakoviny. Predpoklada se moznost jejich vyuziti naptiklad pro
lécbu virovych infekei, pfi 1é€bé nemoci vyvolavanych jednobunénymi parazity, pfi
onemocnénich nervového a kardiovaskularniho systému a tad¢é dalSich (Knockaert et al.,

2002; Galons et al., 2010).

Virové

Rakovina infekce Protozoalni

,\ T / onemocneéni

CDK inhibitory ) —— Zanctiva
onemocneni

Onemocnéni / l \4

kardiovaskularniho
systéemu

_ Glomerulonefritida
Neurogenerativni

choroby

Obr. 7: Moznosti potencidlniho vyuziti CDK inhibitori (podle Knockaert et al., 2002; Galons
et al., 2010, upraveno).

Virova replikace je zavisla na aparatu hostitelské bunky a casto je synchronizovéana
S jejim bunéénym cyklem. Nekteré viry vyuzivaji bunééné CDK a nékteré jsou dokonce
schopny exprimovat vlastni cykliny a tak ovliviiovat bunécny cyklus hostitelské burky.
Po tomto zjisténi se zacalo uvazovat nad mozZnosti vyuziti inhibitori CDK pro zastaveni
virové replikace (Knockaert et al., 2002; Fischer et al., 2003). Nevyhodou antivirotik
zamé&fenych na virové proteiny je Casté vytvoreni rezistence a velmi uzké spektrum ucinku,
zatimco latky, které by zasahly bunééné proteiny nezbytné pro virovou replikaci, by mohly
byt €inné pro Siroké spektrum virovych infekei. U nékterych inhibitori CDK byly prokézany
antivirové ucinky in vitro (Schang, 2003). Purinové inhibitory CDK roskovitin, olomoucin
a purvalanol inhibuji replikaci HSV (herpes simplex virus), jeho genovou transkripci a brani
reaktivaci HSV z latentni formy, coz je spojeno s expresi CDK2 a jadernou translokaci CDK4
(Schang, 2002; Fischer, 2003). Podobnych vysledki bylo dosazeno i v pfipadé HIV-1 (human

immunodeficiency virus type 1). Bylo prokazano, ze roskovitin inhibuje HIV-1
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Vv infikovanych bunkach (T-lymfocytech, monocytech a jednojadernych buiikdch periferni
krve) a spousti u nich program apoptdzy, ¢imz dochéazi k prudkému snizeni virového titru
(Agbottah et al., 2005). Purinové CDK inhibitory rovnéz prokazaly antivirotické ucinky
Vv piipadé lidského papilomaviru, cytomegaloviru nebo viru varicella-zoster (Knockaert et al.,
2002; Schang, 2002).

Jednobunéc¢ni parazité, mezi které patii naptiklad rody Trypanosoma, Leishmania nebo
Plasmodium, jsou ptavodci celé fady celosvétoveé rozsifenych onemocnéni. Bylo prokazano, ze
tyto organismy maji geny kodujici kinazy podobné lidskym CDK, tzv. CRK (Cdc2-related
kinase). Lidské CDK a parazitalni CRK sdili vysoké procento homologie. Rozdily mezi CDK
a CRK zpuasobuji strukturni odliSnosti, ze kterych by mohla plynout rozdilnd afinita
inhibitord. Inhibitory CRK, které by neovliviiovaly lidsk¢é CDK, by byly dobrym
terapeutickym cilem. Ackoli bylo prokdzano, Ze né&které inhibitory CDK (olomoucin,
roskovitin) inhibuji CRK3 u rodd Leishmania a Trypanosoma, piedpoklada se, ze mezi
slouceninami, u kterych nebyla prokazéna inhibi¢ni aktivita proti lidskym CDK, by se mohly
najit n¢jaké CRK-specifické inhibitory (Knockaert et al., 2002; Hammarton et al., 2003).

Piikladem onemocnéni kardiovaskuldrniho systému je hypertrofie srdce, ktera je
spojena s vétsi velikosti diferencovanych srdecnich myocytl, ktera miaze vést k porucham
srdecni Cinnosti a srde¢nimu selhdni. Rist myocytd srdecniho svalu je spojen s intenzivni
transkripci a translaci, cozZ je disledkem deregulace CDKOY, ktera se U¢astni fosforylace CTD
RNA-polymerazy II a stimuluje elonga¢ni fazi transkripce. Inhibitory CDK9 by tak mohly byt
vhodnym terapeutickym cilem pro 1é¢bu hypertrofie srdce (Krystof et al., 2009). Néktera dalsi
onemocnéni kardiovaskularniho systému jako je ateroskler6za nebo restendza jsou zptsobena
abnormalni proliferaci bun€k hladké svaloviny, ktera je dusledkem deregulace bunétného
cyklu. Je prokazano, ze inhibitory CDK flavopiridol a olomoucin inhibuji proliferaci buné¢k
vaskularni hladké svaloviny (Knockaert et al., 2002), stejné jako pyrazolopyrimidin LGR1406
(Sroka et al., 2009).

Dalsim typem onemocnéni, ktera jsou spojena s deregulaci aktivity CDK a u kterych by
tedy mohly najit uplatnéni inhibitory CDK, jsou neurogenerativni choroby (Alzheimerova
choroba, amyotrofni laterdlni skler6za). Pro spravny vyvoj neuronil je nezbytnd bazalni
aktivita CDKS5, ktera je aktivovédna proteiny p35 a p39. V nékterych ptipadech vSak dochazi
ke Stépeni p35 a p39 kalpainy na p25 a p29, které zpusobuji hyperaktivaci CDKS5. Tato
deregulace CDKS5 v neuronech spousti apoptoézu (Knockaert et al., 2002).

Glomerulonefritidy tvofi skupinu zanétlivych onemocnéni ledvin. Pro nékteré typy

glomerulonefritid (napt. IgA nefropatie) je charakteristickd abnormalni proliferace
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mezangialnich bunék a zvysena produkce matrix, kterd vede k naruseni jejich spravné funkce.
Bylo prokéazano, ze CDK inhibitor roskovitin tlumi proliferaci mezangialnich bunék, redukuje
tvorbu bunééné matrix, a tim dochazi ke zlepSeni funkce ledvin (Pippin et al., 1997; Clough,
2002; Knockaert et al., 2002).

Terapeutické uplatnéni ziejmé najdou inhibitory CDK 1 v pfipadé 1écby zanéth
a chronickych a autoimunitnich zanétlivych onemocnéni. Primérné je zanét obrannym
imunitnim mechanismem organismu vuci infekci riznymi patogeny, avSak mize dojit
k jeho piechodu do chronické faze, ktera naruSuje i zdravé tkané. Inhibitor CDK roskovitin se
efektorovych bunék, neutrofil, in vitro, coz je nezbytné pro ukonceni zanétlivé reakce

(Leitch et al., 2009).
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3 CILPRACE
Cilem experimentélni ¢asti diplomové prace bylo ovéfeni biologickych ucinkd vybranych
pyrazolopyrimidinovych inhibitorit CDK na bunéénou nadorovou linii in vitro a ovéfeni

inhibi¢ni aktivity testovanych inhibitort vii¢ci CDK.
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4 MATERIAL

4.1 Pristrojové vybaveni

Pfi zpracovavani experimentalni casti diplomové prace byly vyuzity nasledujici pfistroje:
flowbox s vertikalnim proudénim vzduchu TC 48 (Gelaire), CO; inkubator (Sanyo),
centrifuga BR4i (Jouan), ultrazvukovy homogenizator Sonopuls HD2200 (Bandelin),
spektrofotometr Helios B (UNICAM), aparatura pro vertikalni elektroforézu Mini-PROTEAN
Tetra Cell (BioRad), blotovaci aparatura Mini Trans-Blot Cell (BioRad), vyvolavaci automat
XR 24 PRO (Diirr Dental AG), pritokovy cytometr Cell Lab Quanta™ SC — MPL (Beckman
Coulter), termostat na mikrotitra¢ni destiCky Thermomixer Comfort (Eppendorf), Image
Reader BAS-1800 (Fujifilm), fluorescen¢ni reader pro mikrotitra¢ni desticky Fluoroskan
Ascent (Thermo Labsystems), scintilaéni pocita¢ Beckman LS6500 (Beckman)
a fluorescen¢ni mikroskop Olympus BX50 (Olympus).

4.2 Pouzité chemikalie

Pii experimentech byly pouzity nasledujici chemikalie: Mowiol 4-88 od firmy Calbiochem;
KH,PO,, Na;B;07.10H,0 od firmy Chemapol; Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM), fetalni sérum od firmy Invitrogen; kyselina chlorovodikova, glycerol, chlorid
draselny, laurylsiran sodny (SDS), trichloroctovéa kyselina (TCA) od firmy Lach-Ner; *H
uridin a *C thymidin od spole¢nosti M.G.P.; [y->*P]ATP, akrylamid, glycin, piperazin-1,4-
bis(2-ethansulfonova kyselina) (PIPES), Tween 20, tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)
od firmy MP Biomedicals; scintilatni koktejl ULTIMA GOLD™ od firmy Packard
Biosciences; ethanol, kyselina fosfore¢na, methanol, chlorid sodny, Na,HPO,;.12H,0 od
firmy  Penta;  2-merkaptoethanol od  firmy  Serva;  2-glycerolfosfat,  4-(2-
hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonova  kyselina (HEPES), 5-bromo-2’-deoxyuridin
(BrdU), acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-methylkumarin (Ac-DEVD-AMC), acetyl-Asp-
Glu-Val-Asp-aldehyd (Ac-DEVD-CHO), aprotinin, peroxodisiran amonny, bromfenolova
modf, hovézi sérovy albumin (BSA), 4',6-diamidino-2-fenylindol dihydrochlorid (DAPI),
dimethylsulfoxid (DMSQO), dithiothreitol (DTT), ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA),
ethylenglykoltetraoctova kyselina (EGTA), etoposid, Histon 1lI-S, hydroxid draselny,
leupeptin, N,N’-methylenbisakrylamid, fluorid sodny, nocodazol, Nonidet P-40,
penicilin/streptomycin, fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF), propidium jodid, ribonukleaza
A, tetramethylethylendiamin, Triton X-100, trypsin od firmy Sigma Aldrich.
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4.3 Pouzité roztoky

V experimentalni casti diplomové prace byly pouzity nasledujici roztoky: PBS: 137 mM
NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NayHPO,4.12 H,0, 2 mM KH,PO4 (pH = 7,4 — 7,5); TBS:
137 mM NaCl, 20 mM TRIS (pH=6,8); 2x kinazovy pufr pro kindzovy inhibi¢ni test:
100 mM Hepes (pH = 7,4), 20 mM MgCl,, 5 mM EGTA, 20 mM 2-glycerolfosfat, 2 mM NaF
(pH = 7,4); 2x reak¢ni pufr pro kindzovy inhibi¢ni test: 2x kinazovy pufr, 30 uM ATP,
[v-*P]ATP; RIPA pufr: 20 mM TRIS pH 7,4, 100 mM NaCl, 2 mM EGTA, 5 mM EDTA,
2 mM NaF, 0,2 % Nonidet P-40 (pH = 7,4), pted pouzitim ptidan: 1 mM DTT, 1 mM PMSF,
10 pg/ml leupeptin a 10 pg/ml aprotinin; 5x vzorkovaci pufr: 0,3 M TRIS pH = 6,8, 10 %
SDS, 50 % glycerol, 0,05 % bromfenolova modft, 5 % 2-merkaptoethanol; Elektroforeticky
pufr: 25 mM TRIS, 192 mM glycin, 0,1% SDS; Blotovaci pufr: 25 mM TRIS, 192 mM
glycin; Blokovaci roztoky: 5% nizkotu¢né susené¢ mléko v PBS s 0,1% Tween 20 a 5% BSA
v TBS s0,1% Tween 20; Reakéni pufr pro fluorimetrické stanoveni aktivity kaspdzy 3:
25 mM PIPES/KOH pH =7,3, 2 mM EGTA, 2 mM MgCl,, pted pouzitim pfidan: SmM DTT;
Promyvaci roztoky pro cytometrické techniky: 1% BSA v PBS, 1% BSA v PBS s0,1%
Tween 20, 0,5% BSA v PBS a 2 M HCI s 0,5% Triton X-100; montovaci médium Mowiol:
100 mM TRIS pH = 8,5, 25% glycerol, 9 % Mowiol 4-88.

4.4 Pouzité protilatky

V experimentalni ¢asti diplomové prace byly pouZity mysi monoklonalni protilatky rozliSujici
proteiny Bcl-2 (klon 100, fedéni 1:250), cyklin B1 (fedéni 1:50), cyklin E (fedéni 1:500),
MDM-2 (klon SMP14, fedéni 1:250) a PARP-1 (klon F-2, fedéni 1:500) a krali¢i polyklonalni
protilatka rozliSujici protein Mcl-1 (klon S-19, fedéni 1:500) od firmy Santa Cruz
Biotechnology, mysi monoklonalni protilatka rozliSujici protein Rb (klon 4H1, fedéni 1:1000)
a krali¢i polyklondlni protilatky rozliSujici proteiny fosfo-Rb Ser780 (fedéni 1:1000), fosfo-
Rb Ser807/811 (fedéni 1:250), fosfo-Rb Ser 795 (fedéni 1:100), p53 (fedéni 1:100) a PUMA
(fedéni 1:250) od firmy Cell Signaling, mysi monoklonalni protilatky rozliSujici proteiny
cyklin Al (fedéni 1:10), p21 (klon 118, fedéni 1:500), p53 (klon DO-1, fedéni 1:100) a PCNA
(klon PC-10, fedéni 1:1000) od Dr. B. Vojtéska z Masarykova onkologického tstavu v Brng,
mys$i monoklondlni protilatka rozliSujici tubulin (klon DMI1A, fedéni 1:500) a kralici
polyklonalni protilatka rozliSujici protein fosfo-Rb Ser 612 (fedéni 1:1000) od firmy Sigma
Aldrich, krali¢i polyklonalni protilatka rozliSujici protein kaspaza 3 (fedéni 1:500) od firmy
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Dako Cytomation a krali¢i polyklonalni protilatka rozlisujici protein fosfo-histon H3 Ser10
(fedéni 1:200) od firmy Millipore.

Pti western blottingu byly primarni protilatky vizualizovany pomoci sekundarnich
protilatek znaCenych kienovou peroxidazou RAM/Px (fedéni 1:1000) a SWAR/Px (fedéni
1:1000) od firmy Sigma Aldrich. Pfi cytometrickych technikach byly pouzity primarni
protilatky konjugované s fluorescen¢éni znackou anti-cyklin A2-FITC (fedéni 1:10) od firmy
Beckman Coulter/Immunotech a anti-BrdU-FITC (fedéni 1:20) od firmy Roche
a fluorescen¢né znacené sekundarni protilatky Goat-anti-mouse-FITC (fedéni 1:50) od firmy
Jackson Laboratories a Goat-anti-rabbit-Alexa Fluor 488 (fedéni 1:1000) od firmy Invitrogen.
Pro imunocytochemii byla vyuzita fluorescenéni sekundarni protilatka Goat-anti-rabbit-Texas

Red od firmy Jackson Laboratories.

4.5 Pouzité inhibitory CDK
V experimentalni Casti diplomové prace byly testovany biologické ucinky dvou vybranych
trisubstituovanych pyrazolo[4,3-d]pyrimidini z kolekce Laboratofe rustovych regulatort,
Piirodovédecké fakulty Univerzity Palackého a Ustavu experimentalni botaniky AV CR,
V.v.i.. VSechny inhibitory byly ptipraveny doc. Ing. Liborem Havli¢kem, CSc. Jedna se o R-
a S- optické izomery s oznacenim LGR1492 a LGR1677 (7-[(2-aminobenzyl)amino]-5-(R,S)-
[1-hydroxymethyl)propylamino]-3-isopropylpyrazolo[4,3-d]pyrimidiny) (Obr. 8). Pro ovéteni
nékterych vlastnosti latek LGR1492 a LGR1677 byly pro srovnani testovany i jejich purinové
analogy, latky LGR879 a  LGRI1166  (6-[(2-aminobenzyl)amino]-2-(R,S)-[1-
hydroxymethyl)propylamino]-9-isopropylpuriny) (Obr. 8).

Inhibitory CDK byly pfipraveny jako 100 mM roztoky v DMSO a pro experimenty
byly podle potieby fedény v DMSO nebo v kultiva¢nim médiu.
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Obr. 8: Chemicka struktura testovanych ldtek.

4.6 Bunécna linie

Pro experimenty byla zvolena adherentni buné¢na linie HCT-116 (The CORE Cell Center)

odvozena od lidského kolorektalniho karcinomu. Jednd se o buné&fnou linii bez mutace

Vv genech pro nadorové supresory p53 a Rb (Gayet et al., 2001; lkediobi et al., 2006).
Buné¢na linie byla kultivovana v Kultivaénim médiu DMEM doplnéném o 10% fetalni

bovinni sérum, penicilin (0,1 mg/ml), streptomycin (0,1 mg/ml) a L-glutamin (0,3 mg/ml)

LGR1677

LGR1166

< N N
Ho\/\NJ\\N N

S

a kultivace probihala v atmosféie 5% CO; pfi teploté 37 °C.
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5 METODIKA

5.1 Kinazovy inhibi¢ni test
Kindzovy inhibi¢ni test byl provadén v mikrotitratni desticce s kulatym dnem. Testované
latky LGR1492 a LGR1677 byly fedény v destilované vod¢, latky LGRS879
a LGR1166 v5mM HCI a postupnym vyfedovanim byla pfipravena koncentracni fada
s fedicim faktorem 5x. Do nové mikrotitracni desticky byly pieneseny 2 ul testované latky
o prislusné koncentraci a smichany s koktejlem obsahujicim 1 pl histonu (10 mg/ml),
1 pl enzymu CDK2/cyklin E a 1 pl destilované vody. Reakce byla nastartovana ptidanim
5 ul 2x reak¢éniho pufru a mikrotitraéni desticka byla pienesena do termostatu, kde byla
inkubovéna po dobu 30 minut pfi teploté 30 °C a neustalého tfepani na 300 rpm. Po inkubaci
byla reakce zastavena pfidanim 5 pl 5% kyseliny fosfore¢né, mikrotitracni desticka byla
promichana a 5 pl z kazdé jamky bylo pfeneseno na fosfocelulozovy papir P-81 (Whatman).
Po 5 minutach byl fosfocelulozovy papir 3x 5 minut promyvan 5% kyselinou fosfore¢nou,
oplachnut 96% ethanolem a ponechan na vzduchu uschnout. Pfes noc byl fosfocelulozovy
papir exponovan s citlivou deskou v kazeté a druhy den byl proveden sken pomoci Image
Readeru BAS-1800 a vyhodnoceni zavislosti fosforylace na koncentraci testovanych latek.
Hodnoty ICsp udavajici inhibi¢ni uc¢innost jednotlivych testovanych latek byly

stanoveny za pouziti pocitacového programu GraphPad Prism (verze 5.0).

5.2 Kultivace, sklizeni a lyzace bunék
Pii experimentech byly bunky linie HCT-116 ponechdny 36 hodin adherovat ke dnu
kultivaéni nadoby, poté jim bylo vyménéno kultivaéni médium za médium obsahujici
testovanou latku o dané koncentraci (5 puM, 10 uM, 20 uM, 40 uM), ve kterém byly buiky
inkubovany po dobu 24 hodin. V ptipadé kontrolnich bun¢k bylo do média pfidano pouze
odpovidajici mnozstvi DMSO. Koncentrace DMSO v kultivaénim médiu nepiesahla 0,1 %.
Bunky kultivované pro analyzu metodou western blotting a metodou fluorimetrického
stanoveni aktivity kaspazy 3 byly mechanicky seSkrdbany ze dna kultivacnich misek,
centrifugovany po dobu 10 minut pii 1000 g a teploté¢ 4 °C a 2x promyty roztokem PBS.
Bunécné pelety byly uskladnény v — 80 °C nebo zamrazeny v tekutém dusiku. Poté byly
buiiky lyzovany v lyza¢nim pufru RIPA po dobu 25 minut na ledu a sonikovany pomoci

ultrazvukového homogenizatoru. Nésledné byly vzorky centrifugovany po dobu 25 minut pfi
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14000 g a teplot¢ 4 °C a metodou podle Bradfordové (Bradford, 1976) byla zmétena
koncentrace proteinti v lyzatu. K lyzatim ur¢enym pro SDS-PAGE a western blotting byl
pridan vzorkovaci pufr a poté byly denaturovany 5 minut pfi teploté 95 °C.

Bunky kultivované za uclelem cytometrické analyzy byly sklizeny trypsinizaci.
Kultivaéni médium bylo pfeneseno do zkumavek, buiiky byly oplachnuty roztokem EGTA,
ktery byl opét sebran a pfidan do zkumavek. Do kultiva¢nich misek byl nepipetovan trypsin
a bunky byly inkubovany 10 minut pii 37 °C, aby doslo k jejich dokonalému odlepeni ode
dna. Trypsin byl deaktivovan ptfidanim kultivacniho média DMEM a cely obsah misky byl
op¢t pfidan do zkumek. Vzorky byly centrifugovany 10 min pfi 1000 g a 4 °C. Poté byly
bunky 2x promyty 1% roztokem BSA v PBS a zafixovany vychlazenym 70% ethanolem (pro
analyzu bunééného cyklu a inkorporace BrdU) nebo promyty 0,5% roztokem BSA v PBS
a fixovany a permeabilizovany vychlazenym 90% methanolem (pro detekci cyklinu B1 a A2
a fosforylovaného histonu H3). Minimalni doba fixace byla 30 minut na ledu.

5.3 SDS-PAGE a western blotting

Diskontinualni elektroforéza probihala v 5% zaostfovacim gelu v kombinaci s 10%, 12,5%
nebo 15% délicim gelem (podle molekulové hmotnosti detekovanych proteinti). Separace
proteinti probihala pfi napéti 90 Vpo dobu asi 30 minut, po vstupu proteint
do déliciho gelu bylo napéti zvySeno na 150 V. Po elektroforetické separaci byly proteiny
z gelu pienaseny na nitrocelulézovou membranu (BioRad) metodou western blottingu pii
proudu 270 mA za stalého chlazeni ledem po dobu 2 hodin. Poté byly membrany blokovany
1 hodinu pti pokojové teploté v 5% suseném mléku v PBS s 0,1% Tween 20 nebo 5% BSA
vTBS 50,1% Tween 20. Imunodetekce proteini byla provedena pomoci specifickych
primarnich protilatek a sekundarnich protilatek znacenych kienovou peroxidazou. Inkubace
S primarni protilatkou probihala ptes noc pii teploté 4 °C, inkubace se sekundarni protilatkou
probihala 1 hodinu pii pokojové teploté. Po inkubaci s protildtkami byly membrany vzdy
promyty v PBS/TBS a PBS/TBS s 0,1% Tween 20. Vizualizace byla provedena za pouziti

chemiluminiscenéniho kitu ECL (Amersham Pharmacia).

5.4 Fluorimetrické stanoveni aktivity kaspazy 3 a 7
Tato metoda je zalozena na proteolytickém $tépeni peptidového substratu (Acetyl-Asp-Glu-

Val-Asp-7-amido-4-methylkumarin) kaspazami 3 a 7. Pii rozStépeni substratu dochazi
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k uvolnéni fluorescen¢ni znacky AMC (7-amido-4-methylkumarin), ktera po ozafeni svétlem
o vlnové délce 346 nm emituje zafeni o vinové délce 442 nm.

Bunécné lyzaty byly napipetovany do mikrotitracni desticky (mnozstvi proteint asi
15 pg na jamku) a K lyzatim bylo piidano 100 pl reakéniho pufru se 100 uM substratem Ac-
DEVD-AMC. Jako negativni kontrola byly pouzity bunécné lyzaty inkubované ve 100 pl
reak¢éniho pufru se 100 uM substratem a piidanym 100 uM inhibitorem kaspazy 3 a 7 (Ac-
DEVD-CHO). Vzorky byly inkubovany 3 hodiny pii pokojové teploté a poté byla zméfena
mira fluorescence pii 346/442 nm (ex/em) pomoci fluorescen¢niho readeru pro mikrotitra¢ni

desticky Fluoroskan Ascent od firmy Labsystems.

5.5 Cytometrické techniky

5.5.1 Analyza bunééného cyklu

Bunky zafixované 70% ethanolem byly centrifugovany 10 min pii 1000 g a 4 °C a promyty
1% BSA v PBS s0,1% Tween 20. Poté byly buiiky resuspendovany v PBS obsahujicim
RNazu (200 pg/ml) a propidium jodid (10 pg/ml) a po pulhodinové inkubaci ve tmé pii

pokojové teploté byly analyzovany prutokovou cytometrii relativni zmény obsahu DNA.

5.5.2 Detekce cyklini B1 a A2 a fosforylovaného histonu H3
Bunky v 90% methanolu byly centrifugovany 10 min pfi 1000 g a 4 °C a poté promyty 0,5%
BSA v PBS s 0,1% Tween 20.

Pro detekci cyklinu A2 byl bunécny pelet resuspendovan ve 100 ul 0,5% BSA v PBS
a kbunétné suspenzi bylo pifidano 10 pl protilatky anti-cyklin A2-FITC. Inkubace
s protilatkou probihala 1 hodinu pii pokojové teploté ve tmé.

Pti detekci cyklinu B a fosforylovaného histonu H3 po promyti nasledovala inkubace
bunck s primérni protilatkou rozliSujici protein cyklin B1 resp. fosforylovany histon H3
1 hodinu pfi pokojové teploté. Buiiky byly promyty 0,5% BSA v PBS a poté byly inkubovany
s fluorescencné znacenou sekundarni protilatkou 1 hodinu pti pokojové teploté ve tme.

Nasledné byly bunky promyty 0,5% BSA v PBS a nakonec resuspendovany v PBS
obsahujicim RNazu (200 pg/ml) a propidium jodid (10 pug/ml). Po palhodinové inkubaci

ve tmé pii1 pokojové teploté byly analyzovany na pratokovém cytometru.
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5.5.3 Inkorporace 5-bromo-2’-deoxyuridinu

Hodinu pfed ukon¢enim inkubace S testovanou latkou byly bunky naznaceny 10 uM 5-bromo-
2’-deoxyuridinem a poté sklizeny a zafixovany (viz kapitola 5.2). Bunky zafixované 70%
ethanolem byly centrifugovany 10 min pii 1000 g a 4 °C a poté promyty 1% BSA v PBS
s0,1% Tween 20. Bunky byly 30 minut inkubovany s 2 M HCI s 0,5% tritonem X-100
a nasledn¢ promyty 0,1M Na,B,07.10H,0 (pH = 8,5) a 1% BSA v PBS s 0,5% Tween 20.
Buriky byly inkubovany s protilatkou anti-BrdU-FITC po dobu 1 hodiny pii pokojové teploté
ve tmé a poté promyty 1% BSA v PBS s0,5% Tween 20. Bunéény pelet byl resuspendovan
v PBS obsahujicim RNazu (200 pg/ml) a propidium jodid (10 pg/ml) a po pilhodinové

inkubaci pfi pokojové teploté ve tmé byly buiiky analyzovany na pritokovém cytometru.

5.6 Izolace radioaktivné znacené DNA, RNA a mRNA

Buiiky linie HCT-116 adherovaly 36 hodin v médiu obsahujicim '*C znageny thymidin
(62,5 Bg/ml), aby doslo k radioaktivnimu naznaceni DNA. Po 36 hodinach bylo médium
odsato a na 24 hodin nahrazeno cistym médiem DMEM s latkou LGR1492 o danych
koncentracich. Piil hodiny pied koncem inkubace byl do média ptidan *H znaceny uridin
(0,75 MBg/ml) pro radioaktivni nazna¢eni RNA. Naznacené buniky byly rozdéleny na dva
podily, jeden pro izolaci mRNA a druhy pro izolaci celkové DNA a RNA. mRNA byla z
bundk vyizolovana pomoci kitu Oligotex” Direct mRNA Mini Kit od firmy Qiagen
(kat.¢. 72022). Buiiky pro izolaci celkové DNA a RNA byly lyzovany v 1% SDS po dobu
30 minut pfi pokojové teploté, nasledné inkubovany 5 minut pti 95 °C a poté byla ke vzorkim
piidana 10% trichloroctova kyselina (TCA). Celkovy objem byl nanesen na filtr (RTA Spin
Filter, Invitek), zcentrifugovan a promyt 5% TCA a destilovanou vodou. Celkova DNA
a RNA byla z filtru vyeluovana 1M NaOH (70 °C). Vyizolovana mRNA a celkova DNA
a RNA byla pfenesena do scintilacniho koktejlu a pomoci scintilaniho pocitace Beckman
LS6500 byl zméten radioaktivni signal. Jako kontrola byla proméfena 1 mira radioaktivity

elucnich pufit.

5.7 Imunocytochemie

Bunky byly napéstovany na krycim sklicku a nasledné ovlivnény testovanou latkou. Poté byly

bunky rostouci na krycim sklicku 2x promyty PBS a fixovany vychlazenou smési acetonu

a methanolu (1:1) po dobu alespoii 15 minut v -20 °C. Po odsati fixacni smési byla sklicka

vysuSena a ulozena do -20 °C. Pro dalsi praci byly buiiky rehydratovany promytim v PBS
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a vyblokovany v kompletnim médiu DMEM. Nasledné byly bunky inkubovany
1 hodinu s krali¢i polyklonalni protilatkou rozliSujici protein p53 a poté promyty PBS a PBS
5 0,1% Tween 20. Bunky byly inkubovany s fluorescencné znac¢enou sekundarni protilatkou
(Goat-anti-rabbit-Texas Red) 1 hodinu ve tm¢ a opét promyty PBS a PBS s 0,1% Tween 20.
Nakonec byla bunééné jadra dobarvena DAPI (10 pg/ml), kryci sklicka s buitkami promyta
destilovanou vodou a pfilepena pomoci montovaciho média Mowiol na podlozni sklo.

Preparaty byly pozorovany pomoci fluorescen¢niho mikroskopu Olympus BX50.
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6 VYSLEDKY

6.1 Stanoveni inhibi¢ni aktivity vybranych pyrazolopyrimidint
Pro vybrané trisubstituované pyrazolopyrimidinové inhibitory LGR1492 a LGR1677 byly
enzymologicky stanoveny hodnoty ICso pro inhibici komplexu CDK2/cyklin E (Obr. 9).
Hodnota 1Csp udava koncentraci inhibitoru, ktera zptisobi 50% pokles aktivity studovaného
enzymu. Hodnoty byly srovnany s purinovymi analogy vybranych latek (LGR879
a LGR1166) (Obr. 10).

Experiment prokézal, ze ob¢é pyrazolopyrimidinové slou¢eniny LGR1492 a LGR1677
jsou velmi G¢innymi inhibitory CDK2. Nejvyssi inhibi¢ni aktivita byla naméfena u R-izomeru

LGR1492, jehoz hodnota ICsy je asi 10 nM. Hodnota ICsp pro S-izomer LGR1677 je asi

22 nM. Purinové analogy vybranych latek maji inhibi¢ni aktivitu zhruba 4x nizsi.
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Obr. 9: Zavislost inhibice CDK2 na koncentraci latek LGRI1492 (A) a LGR1677 (B)
a srovnani inhibicni aktivity latek LGR1492 a LGR1677 (C).
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Obr. 10: Srovndni inhibicni aktivity A) latek LGR1492 a LGR879 a B) larek LGR1677
a LGR1166.

6.2 Aktivace nadorového supresoru p53

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.2.2, aktivace proteinu p53 je spole¢nou vlastnosti celé fady
inhibitorit CDK. Vzhledem k nezastupitelné roli tohoto nadorového supresoru v kontrolnich
a regulatnich mechanismech bunky, je pravé schopnost aktivace p53 jednou
z vlastnosti, ktera je u novych inhibitort CDK ovéfovana. Pro studium aktivace proteinu p53
byla sledovéana exprese proteinu v ovlivnénych buitkach metodou western blottingu
a imunofluorescenc¢ni detekce.

Spolu s hladinou proteinu p53 byla pomoci western blottingu sledovana i hladina
negativniho regulatoru p53, proteinu MDM-2 (Uldrijan et al., 2002) a také piirozené¢ho
inhibitoru CDK patticiho do rodiny Cip/Kip, proteinu p21, jehoZ hladina je regulovana p53
(Denicourt et Dowdy, 2004).

Hladina proteinu p53 se v buiikach ovlivnénych latkou LGR1492 vyrazné zvySovala se
vzrustajici koncentraci latky, zatimco ucinek latky LGR1677 byl niz8i a nartGst hladiny
proteinu p53 se objevil az v koncentraci 20 a 40 uM (Obr. 11). Protein p21 byl detekovatelny
pouze V buitkach ovlivnénych latkou LGR1492 o koncentraci 5 a 10 pM a v bunkach
ovlivnénych latkou LGR1677 o koncentraci 5 — 20 uM. Hladina proteinu MDM-2 nebyla pii

ovlivnéni bunék nejvyssimi koncentracemi testovanych latek detekovana (Obr. 11).

39



LGR1492 [uM] LGR1677 [uM]

0 5 10 20 40 0 5 10 20 40
— - p53 e —
— - p21 - >
i b B MDM-2 - -
W —— — tubulin WD = —— —

Obr. 11: Hladina proteinz p53, p21 a MDM-2 v buiikach HCT-116 po ovlivnéni latkou
LGR1492 a LGR1677. Jako kontrola rovnomérného naneseni vzorku byla provedena detekce

tubulinu.

Pomoci imunofluorescen¢ni detekce proteinu p53 byla sledovana jeho lokalizace
a mira exprese Vv kontrolnich bunkach a v builkkdch po ovlivnéni latkou LGR1492
o koncentraci 40 pM. Zatimco v kontrolnich buitkach byl fluorescencni signdl p53 slaby
a rozptyleny i1 v cytoplazmé, v buitkach ovlivnénych latkou LGR1492 doslo k vyraznému

narQstu intenzity fluorescencniho signalu a k jeho akumulaci v bunécném jadie (Obr. 12).
p53 bunécéna jadra

Obr. 12: Imunofluorescencni detekce proteinu p53 v bunécné linii HCT-116. Srovndni

Kontrola

LGR1492
40 uM

kontrolnich bunék a bunék po ovlivneni latkou LGR1492. Bunécna jadra byla barvena DAPI.
Zvetseni 600x.



6.3 Aktivace apoptozy
Pro stanoveni proapoptotickych ucinkii testovanych latek LGR1492 a LGR1677 byly vyuzity
metody sledovani exprese vybranych proteini s proapototickou a antiapoptotickou funkci
pomoci western blottingu a fluorimetrické stanoveni aktivity kaspaz 3 a 7.

V prvnim experimentu byla sledovana hladina antiapoptotickych proteinti Bel-2 a Mcl-1
a hladina proapoptotického proteinu PUMA. U bun€k ovlivnénych latkou LGR1492
odpovidala nejvyssi hladina proapoptotického proteinu PUMA koncentraci 10 uM, zatimco
detekovatelny pouze v kontrolnich buiikach a buiikach ovlivnénych nejniz§imi koncentracemi
latky LGR1492 (5 a 10 uM). U bunék ovlivnénych latkou LGR1677 byla nejvyssi hladina
proteinu PUMA detekovana pii koncentraci 20 uM. U proteintt Bel-2 a Mcl-1 doslo k poklesu
exprese v zavislosti na zvySujici se koncentraci latky (Obr. 13).

Dalsim bodem pii stanovovani proapoptotickych uc¢inkd testovanych latek byla
detekce aktivniho fragmentu kaspazy 3. V neapoptotickych bunkach se kaspaza 3 vyskytuje
ve formé neaktivniho proenzymu, v apoptotickych buitkach dochézi k jejimu proteolytickému
Stépeni aktivaénimi kaspazami za vzniku aktivniho 17kDa fragmentu (Cohen, 1997).
V burikach ovlivnénych latkou LGR1492 byla nejvyssi hladina aktivniho fragmentu kaspazy
3 detekovana Vv koncentracich 10 a 20 uM, v bunikach ovlivnénych latkou LGR1677 byla
o néco vyznamngjsi hladina aktivniho fragmentu detekovana v koncentraci 20 uM (Obr. 13).

Substratem aktivni kaspazy 3 je protein PARP (Poly(ADP-ribose)polymerase). Tento
protein se ucastni procesti oprav DNA. Béhem apoptdzy je celkovy 113 kDa PARP stépen
kaspazou 3 na dva inaktivni fragmenty o velikostech 89 kDa a 24 kDa (Soldani et Scovassi,
2002). Pravé 89 kDa fragment je dal§im vyznamnym apoptotickym markerem. Fragment
proteinu PARP byl detekovan v bunikach ovlivnénych latkou LGR1492 v koncentracich
5 — 20 uM a nejvyssi hladina tohoto fragmentu byla detekovana v koncentraci 10 uM.
V bunkdch ovlivnénych latkou LGR1677 byla nejvyznamnéj$i hladina tohoto fragmentu
detekovana pii koncentraci 20 uM a v mens$i mife také v koncentraci 40 uM (Obr. 13).

Vysledek detekce Stépného fragmentu proteinu PARP a aktivni kaspazy 3 v buiikach
ovlivnénych latkami LGR1492 a LGR1677 koreloval s vysledky detekce proteinu PUMA
a Bel-2.
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Obr. 13: Analyza aktivace apoptozy pomoci western blottingu. Hladina proteinii Bel-2, Mcl-1,

PUMA, aktivni kaspazy 3 a sStepného fragmentu proteinu PARP v bunkach HCT-116 po

ovlivnéni latkami LGRI492 a LGRI677. Pro ovéreni stejné koncentrace proteinii

V jednotlivych vzorcich byla provedena detekce PCNA.

Apoptotické ulinky latek LGR1492 a LGR1677 byly ovéfeny pouzitim metody

fluorimetrického stanoveni aktivity kaspazy 3 a 7. Tato metoda potvrdila vysledek western

blottingu. Nejvyssi relativni kaspazova aktivita pro latku LGR1492 byla naméfena

Vv koncentraci 10 uM (Obr. 14), zatimco u latky LGR 1677 byla nejudinnéjsi koncentrace

20 uM (Obr. 15). Absolutni hodnoty fluorescence ziskané métenim na Fluoroskanu Ascent

byly normalizovéany podle signalu kontrolniho vzorku a pfevedeny na hodnoty relativni.
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Obr. 14: Relativni aktivita kaspazy 3 a 7 v bunéecné linii HCT-116 po 24 hodinové kultivaci
S latkou LGR1492 v koncentracich 0, 5, 10, 20 a 40 uM. Hladina fluorescence byla mérena
po 3 hodindch inkubace.
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Obr. 15: Relativni aktivita kaspdazy 3 a 7 vV bunécné linii HCT-116 po 24 hodinové kultivaci
S latkou LGR1677 v koncentracich 0, 5, 10, 20 a 40 uM. Hladina fluorescence byla mérena
po 3 hodindach inkubace.

Po zhodnoceni vlivu latek LGR1492 a LGR1677 na aktivaci nddorového supresoru p53
a jejich proapoptotickych vlastnosti bylo zjisténo, ze vyssi ucinnosti dosahuje latka LGR1492,

a proto dalsi experimenty byly provedeny pouze s touto latkou.
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6.4 Zmény v regulaci bunééného cyklu

6.4.1 Analyza bunééného cyklu

Bunky linie HCT-116 byly ovlivnény vzestupnymi koncentracemi latky LGR1492
na dobu 24 hodin a pomoci pritokové cytometrie u nich byly sledovany zmény v bunécném
cyklu. Analyza bunééného cyklu byla provedena pomoci barveni ethanolem fixovanych
bun¢k propidium jodidem. Propidium jodid je fluorescencni barvivo, které interkaluje
do struktury dvousroubovice DNA a po ozafeni svétlem 0 vinové délce 488 nm dochazi
k emisi zafeni (>560 nm), které je zachycovano detektorem pritokového cytometru. Pomoci
jednoparametrové analyzy fluorescenéniho signélu propidium jodidu se stanovi obsah DNA
Vv burice a tim faze bunécného cyklu, ve které se bunka pravé nachézi.

Data ziskand z méfeni na pritokovém cytometru byla analyzovana pomoci
pocitatového programu Multicycle AV for Windows (Phoenix Flow Systems). Byly
vytvofeny histogramy zastoupeni jednotlivych fazi bunééného cyklu (Obr. 16) a stanoveny
zmény Vv jejich procentualnim zastoupeni v zavislosti na koncentraci latky LGR1492 (Obr.
17). Z histogramt analyzy bunééného cyklu vyplyva, Ze u bunck ovlivnénych latkou
LGR1492 dochézi k vyraznému poklesu mnozstvi bunék v G1 fazi a k nartstu poctu bunck
V pozdni S fazi a fazich G2 a M. V ptipad€ bunék ovlivnénych latkou LGR1492 o koncentraci
10 uM a 20 uM doslo k prudkému nartstu sub-G1 populace, kterd odpovida apoptotickym

bunkam.
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Obr. 16. Analyza zastoupeni jednotlivych fazi bunécného cyklu pomoci programu Multicycle
AV for Windows (verze 3.00).
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Obr. 17: Procentudlni zastoupeni jednotlivych fazi bunécného cyklu v buinkach HCT-116
po ovlivnéni latkou LGR1492. Data ziskina analyzou pomoci programu Multicycle AV for
Windows (verze 3.00).

6.4.2 Detekce cyklini B1 a A2 a fosforylovaného histonu H3

Pro piesngjsi stanoveni zmén v bunééném cyklu u linie HCT-116 ovlivnéné latkou LGR1492,
byla sledovana hladina regulatorti bunééného cyklu cyklinu B1 a cyklinu A2 a jako mitoticky
marker byl vybran fosforylovany histon H3.

Pro detekci cyklinu B1, cyklinu A2 a fosforylace histonu H3 byla vyuzita
dvouparametrova analyza umoznujici sledovani zavislosti exprese studovaného proteinu
na fazi bunééného cyklu. Cykliny B1 a A2 a fosforylovany histon H3 byly detekovany
pomoci fluorescenéné¢ znafenych protilatek (signdl FL1) a obsah DNA byl sledovan
za pomoci fluorescencniho signalu propidium jodidu (signal FL3).

Cyklin B je regula¢ni podjednotkou CDK1 a komplex CDK1/cyklin B je nezbytny pro
fadny prichod mezi fazemi G2 a M (Shapiro, 2006). Exprese cyklinu B je zahdjena
na zacatku G2 faze a svého vrcholu dosahuje na prechodu mezi fazemi G2 a M (Morgan,
2007). Cyklin A v komplexech s CDK1 a CDK2 je nezbytny pro fadny prichod S fazi
(Shapiro, 2006). Exprese cyklinu A je zahdjena v prubéhu G1 faze a maximalni hladina se
Vv buiice nachazi ve fazich S a G2. Poté je cyklin A v buiice degradovan (Morgan, 2007).

Fosforylace Ser-10 N-terminalniho fetézce histonu H3 je jednim z markert probihajici
mitdzy v bunikdch. Je asociovéna s kondenzaci a segregaci chromozomi béhem mitdzy.

Fosforylace histonu H3 je zahdjena béhem profdze a nejvyssi hladina fosforylace mize byt
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pozorovana b&hem metafdze. Poté dochazi k postupné defosforylaci, kterd je dokoncena
v pribéhu telofaze (Nowak et Corces, 2004).

Pro srovnani ucinku latky LGR1492 byly pouzity bunky ovlivnéné etoposidem
a nocodazolem, coz jsou latky s dobie zndmymi uCinky na bunécny cyklus. Etoposid patii
mezi inhibitory topoisomerasy II. Zplsobuje poskozeni DNA, zabranuje chromatidové
separaci a mitotické segregaci (Clarke et al., 1993). Tim dochazi k zablokovani buné¢ného
cyklu v G2 fazi a k zabranéni zahajeni mitézy (Bradford et al., 2008). Buiky ovlivnéné
etoposidem byly zvoleny jako pozitivni kontrola pro detekci cyklinu B a cyklinu A.
Nocodazol patfi do skupiny tzv. mikrotubuldrnich jedd. Vaze se na B-tubulin, tim brani
polymerizaci mikrotubull a v buiikach tedy nemuize dojit ke spravnému sestaveni mitotického
vieténka. Diky témto vlastnostem se nocodazol hojné vyuziva pro synchronizaci bunék in
vitro. Buiky ovlivnéné nocodazolem jsou zablokovany v G2/M féazi bunééného cyklu
(Blajeski et al., 2002), a pro tuto vlastnost byly zvoleny jako pozitivni kontrola pro detekci
cyklinu B a fosforylace histonu H3 na Ser10.

U bunék ovlivnénych etoposidem a nocodazolem byla detekovana vyraznid bunécna
populace odpovidajici bufikam exprimujicim cyklin B1, zatimco cyklin A2 byl ve vétsi mife
detekovan pouze u bun¢k ovlivnénych etoposidem. U bun¢k ovlivnénych nocodazolem byla
populace bunék exprimujicich cyklin A2 velmi mala. Nocodazol zpisobuje u bunck
zablokovani bunécného cyklu ve fazich G2 a M, kdy je hladina cyklinu B v bunikach nejvyssi,
zatimco cyklin A je jiz postupné degradovan. Naproti tomu etoposid blokuje buniky jiz ve fazi
G2 a tudiz je v nich mozné detekovat jak cyklin B1, tak cyklin A2.

U bunék ovlivnénych latkou LGR1492 o koncentraci 10 uM byla detekovana populace
odpovidajici bunkam exprimujicim cyklin A2, zatimco bunky exprimujici cyklin Bl
detekovany nebyly. U koncentrace 40 puM jiz nebyl detekovan cyklin B1 ani cyklin A2 (Obr.
18).

Nejvyssi hladina fosforylace histonu H3 na Serl0 byla podle ptedpokladu zjisténa
v bunikach ovlivnénych nocodazolem, ktery zptisobuje zablokovani bunééného cyklu ve fazi
G2/M. Podil bungk s fosforylaci histonu H3 na Serl0 byl vice nez 40 %. Naproti tomu
Vv buiikach ovlivnénych etoposidem, stejné jako v buiikdch ovlivnénych latkou LGR1492 jak
v koncentraci 10 uM tak 40 uM nebyla fosforylace histonu H3 detekovana (Obr. 18).
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Obr. 18: Ucinek latky LGRI1492, etoposidu a nocodazolu na bunécny cyklus linie
HCT-116.Cytometricka detekce cyklinu B1, cyklinu A2 a fosforylovaného histonu H3.

FL3 odpovida signalu propidium jodidu, FLI odpovida signalu fluorescencni zmnacky
konjugované s protilatkou (FITC, Alexa 488), fH3 udava procentudlni zastoupeni bunéek

pozitivnich na fosforylaci histonu H3 na Ser10.

Pro ovéfeni spravnosti detekce cyklinu B1 a cyklinu A2 v bunkach ovlivnénych latkou
LGR1492 pomoci pritokové cytometrie, byla provedena analyza western blotting (Obr. 19).
Detekce cyklinu B a A korelovala s vysledky z prutokové cytometrie. V bunkach ovlivnénych
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latkou LGR1492 o koncentraci 10 uM byl detekovan cyklin A, zatimco cyklin B detekovan
nebyl. V bunkach ovlivnénych latkou LGR1492 o koncentraci 40 pM nebyl detekovan cyklin
B ani cyklin A. Pro doplnéni byla provedena jesté detekce cyklinu E. V bunikach ovlivnénych
latkou LGR1492 doslo k vyraznému zvyseni hladiny cyklinu E oproti kontrole, coz ziejmé
souvisi s inhibici komplexu CDK?2/cyklin E, ktery se ti€astni fosforylace cyklinu E, kterd je
nezbytna pro jeho naslednou degradaci (Morgan, 2007).

LGR1492 [uM]
0 5 10 20 40

-—— cyklin B

— — cyklin A

. .'. ® okinE

PCNA

Obr. 19: Hladina cyklinu B, A a E v burntkach HCT-116 po ovlivnéni latkou LGR1492. Pro

overeni stejné koncentrace proteinit v jednotlivych vzorcich byla provedena detekce PCNA.

6.4.3 Zmény ve fosforylaci proteinu Rb
Retinoblastomovy protein (Rb) hraje kli¢ovou ulohu v regulaci bunééného cyklu. Interaguje
s transkripénim faktorem E2F, tim brani transkripci S-fazovych gent a tedy prechodu z faze
Gl do faze S. CDK4 a CDKG6 v komplexu scyklinem D zprostiedkovavaji prvni vinu
fosforylace proteinu Rb, ktera umoznuje prichod G1 fazi. Komplex Rb-E2F uvoliuje
transkrip¢ni represi, dochazi k degradaci proteini Cip/Kip a je zahajena aktivace komplexu
CDK2/cyklin E (Shapiro, 2006). V dalsi vin¢ dochazi k fosforylaci proteinu Rb komplexem
CDK2/cyklin E, ktera narusuje komplex Rb-E2F, aktivuje transkrip¢ni faktor E2F a dochazi
k zahajeni transkripce S-fazovych gent (Shapiro, 2006). Pro inaktivaci proteinu Rb je
nezbytna fosforylace nejméné dvéma odlisnymi komplexy CDK/cyklin (Schmitz et al., 2006).
Fosforylace proteinu Rb byla sledovana pomoci krali¢ich polyklonalnich protilatek
specifickych pro fosforyla¢ni mista na proteinu Rb. Pokles fosforylace proteinu Rb na Ser780,
Ser612 a Ser795 koreluje s poklesem hladiny celkového proteinu Rb, ke snizeni fosforylace
dochazi pouze na Ser807/811 (Obr. 20). Latka LGR1492 nezpisobuje vyrazné zmény
ve fosforylace Rb, protoze jejim plisobenim nedochazi k ovlivnéni pfechodu mezi fazemi
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G1/S bunécného cyklu. Odlisna fosforylace na Ser807/811 oproti Ser780, Ser612 a Ser795 je
zpuisobena CDK inhibi¢nimi vlastnostmi latky LGR1492.

LGR1492 [uM]
0 5 10 20 40

S B == (5f0-Rb Ser780

b e = ] fosfo-Rb Ser612

- - - fosfo-Rb Ser795

o fosfo-Rb Ser807/811

e s SENS === PCNA

Obr. 20: Hladina proteinu Rb, fosforylovaného proteinu Rb na Ser780, Ser612, Ser795
a Ser807/811 v bunkach HCT-116 ovlivnénych latkou LGRI1492. Pro ovéreni stejné

koncentrace proteinii v jednotlivych vzorcich byla provedena detekce PCNA.

6.5 Regulace replikace a globalni transkripce

Pro stanoveni vlivu latky LGR1492 na replikaci DNA, byla méfena inkorporace 5-bromo-2’-
deoxyuridinu (BrdU). BrdU se inkorporuje do DNA d¢licich se bunék b&hem S faze
bunééného cyklu, a proto je velmi ¢asto vyuZivanym markerem syntézy DNA.

Experiment prokazal, Ze zvySujici se koncentrace latky LGR1492 zpusobuje rapidni
pokles aktivné se replikujicich bun¢k (Obr. 21). Zatimco v kontrolnich bufikach je podil
aktivné se replikujicich bun¢k skoro 40 %, pfi pisobeni latky LGR1492 o koncentraci 10 uM
je téchto bungk jiz pouze 10 % a pii koncentraci 40 uM necelé 1 % (Obr. 22).
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Obr. 21: Zmeény v replikaci u bunek HCT-116 po ovlivnéni latkou LGR1492.
FL3 odpovida signalu propidium jodidu, FLI odpovida signalu fluoresceinisothiokyanatu,

ktery byl pouzit jako fluorescencni znacka konjugovand s protilatkou anti-BrdU.
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Obr. 22: Urover replikace v busikich HCT-116 po ovlivnéni LGR1492 po dobu 24 hodin.

Oznaceni BrdU-pos. odpovida aktivné se replikujicim burikam s inkorporovanym 5-bromo-2'-

deoxyuridinem, BrdU-neg. zahrnuje bunky bez inkorporovaného BrdU.

Pro studium transkripce byla vyuzita metoda izolace radioaktivné naznacené mRNA,
RNA a DNA a nésledného méfeni radioaktivniho signalu pomoci scintila¢niho pocitace.

Po 24 hodinové inkubaci s latkou LGR1492 doslo u bunécné linie HCT-116
k prudkému poklesu transkripce. Zatimco latka LGR1492 o koncentraci 5 uM zpusobila
sniZzeni syntézy mRNA a celkové RNA na zhruba 30 % oproti kontrole, koncentrace 20 pM
a 40 puM jiz zpusobily uplné zablokovani transkripce (Obr. 23).

100 +
90 +
80 ~
70 ~
60

ag - m2% RNA

30 A 0 ;
50 - I Yo mRINA
10 - —.
0 T —_—

10

0] 5 20 40

koncentrace LGR1492 [uM]

Obr. 23: Uroveri transkripce v busikdch HCT-116 po ovlivnéni LGR1492 po dobu 24 hodin.
Kvuli  financéni ndrocnosti (vysokda cena radioaktivné znacenych nukleosidii), nebylo

provedeno opakovani tohoto experimentu. Klesajici trendy vsak naznacuji spravnost meéreni.
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7 DISKUZE
Cilem praktick¢ casti diplomové prace bylo popsani nékterych ucinktt vybranych
pyrazolo[4,3-d]pyrimidinovych inhibitorat  CDK na bunééné linii HCT-116 odvozené
od kolorektalniho karcinomu. Linie HCT-116 byla vybrana, protoze se jedna o linii, ktera je
Casto pouzivana pro in vitro testovani CDK inhibitorti a nenese mutaci v genech pro nadorové
supresory p53 a Rb, coz usnadiiuje pochopeni bunééného ptisobeni inhibitord CDK (Gayet et
al., 2001; Ikediobi et al., 2006).

Se zvySujici se koncentraci latek LGR1492 a LGR1677 dochazi v buiikkach HCT-116
k vyraznému zvySeni hladiny proteinu p53 a k jeho translokaci do jadra. Absence proteint
p21 a MDM-2 pii pusobeni nejvysSich koncentraci testovanych latek je zplsobena
zablokovanim transkripce. Zatimco pii plisobeni latky LGR1492 dochézi k vyraznému
zvySeni hladiny proteinu p53 jiz v koncentraci 10 puM, u blizce ptibuzného inhibitoru
roskovitinu dochazi ke zvysené expresi p53 u fady bunéénych linii az od koncentrace 20 pM
(Bettayeb et al., 2008a; Krystof et al., 2005; Paprskarova et al., 2009).

V souvislosti s aktivaci proteinu p53 byly sledovany proapoptotické vlastnosti latek
LGR1492 a LGRI1677, protoze p53 v odpovédi na nevratné poskozeni DNA rlznymi
mechanismy muze zah4jit transkripci proapoptotickych genti a vyvolat bunénou smrt (Haupt
et al., 2003). Pomoci riznych metod byla sledovana hladina protein s proapoptotickou
(PUMA) a antiapoptotickou (Bcl-2, Mcl-1) funkci, hladina kaspazy 3, jako jednoho
z hlavnich efektori apoptotické kaskady, a proteinu PARP, ktery je substratem kaspazy 3.
Vysledky experimentii prokazaly, ze nejsilngjsi proapoptoticky ucinek ma latka LGR1492
Vv koncentraci 10 uM, podobného G¢inku dosahuje 1 latka LGR1677, ale potfebna koncentrace
je 20 uM. Ve vyssich koncentracich dochazi patrné K jinym zptisobim bunééné smrti
(mechanismy nezavislé na kaspazové kaskadé nebo nezavislé na p53) (Broker et al., 2005).

DalSim bodem pii stanovovani biologickych a biochemickych uc¢inkli vybranych
pyrazolopyrimidinti, bylo urceni jejich vlivu na bunéény cyklus bunécné linie HCT-116.
Z analyzy bunécného cyklu bylo zjiSténo, Ze latka LGR1492 zpisobuje pokles poctu bunék
v G1 fazi a narGst mnoZstvi bunck nachdzejicich se ve fazich S, G2 a M, avSak z této analyzy
nebylo mozné blize urcit podstatu zmén v bunécném cyklu. U bun¢k ovlivnénych latkou
LGR1492 o koncentraci 10 uM a 20 pM doslo k nartstu populace sub-Gl1, coz je ziejmé
dasledkem proapoptotickych vlastnosti latky LGR1492, které byly uréeny pomoci western

blottingu a fluorimetrického stanoveni aktivity kaspazy 3 a 7.
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Pro bliz8i uréeni zmén v deregulaci bunééného cyklu bunééné linie HCT-116 po
ovlivnéni latkou LGR1492 byla provedena detekce fosforylovaného histonu H3, cyklinu B1
a cyklinu A2. Pro srovnani byly buriky linie HCT-116 ovlivnény etoposidem a nocodazolem,
coz jsou latky, jejichz u¢inky na bunécny cyklus a na sledované regulatory bunécného cyklu
jsou dobie znamé (Bradford et al., 2008). Etoposid pisobi jako inhibitor topoisomerazy II,
ktery brani chromatidové separaci a mitotické segraci a tim blokuje bunéény cyklus v G2 fazi
(Clarke et al., 1993), nocodazol brani spravnému sestaveni mitotického vieténka a blokuje
bunéény cyklus v G2/M fazi (Blajeski et al., 2002). Fosforylace histonu H3 na Serl0 byla
vybrana jako marker mitotického bloku (Nowak et Corces, 2004). V bunkach ovlivnénych
latkou LGR1492 nebyla fosforylace histonu H3 detekovana. Ztoho vyplyva, ze latka
LGR1492 nezplsobuje zablokovani bunééného cyklu v M fazi.

V bunikach ovlivnénych latkou LGR1492 o koncentraci 10 pM a 40 uM nebyl
detekova cyklin B1l, jehoz syntéza v buiikkdch se zacind zvySovat na zacatku G2 faze
a nejvyssi hladiny dosahuje v metafazi (Morgan, 2007). Tento vysledek potvrdila i analyza
western blotting. Z absence cyklinu B vyplyva, Zze u bun€k linie HCT-116 ziejme
po ovlivnéni latkou LGR1492 nedochézi k zablokovani bunééného cyklu ve fazi G2.

Z cytometrické detekce cyklinu A2 bylo zjisténo, Ze oproti kontrole dochazi
v bunikach ovlivnénych latkou LGR1492 o koncentraci 10 uM k poklesu poctu bunéck
exprimujicich cyklin A2, zatimco v bunkach ovlivnénych latkou LGR1492 o koncentraci
40 pM jiz cyklin A2 detekovan neni. S timto vysledkem koreluji i vystupy z analyzy pomoci
western blottingu. Syntéza cyklinu A je regulovana komplexem CDK2/cyklin E a je
v bunikach zah4jena na zacatku G1 faze bunécného cyklu, svého maxima dosahuje ve fazich
S a G2 a béhem mitdzy postupné dochazi k jeho degradaci (Morgan, 2007). Exprese cyklinu
A je nezbytna pro zahajeni a prubéh replikace DNA (Wang et al., 2009). Pokles hladiny
cyklinu A v bunkach linie HCT-116 po ovlivnéni latkou LGR1492 je ziejmé zpisoben
postupnym snizovanim kindzové aktivity komplexu CDK2/cyklin E se zvySujici se
koncentraci testované latky, protoZe latka LGR1492 je vysoce uc¢innym inhibitorem CDK2.
Z analyzy urovné replikace DNA za pomoci inkorporace 5-bromo-2°-deoxyuridinu bylo
zjiSténo, ze latka LGR1492 se zvySujici se koncentraci zplsobuje zablokovani aktivni
replikace bun¢k HCT-116. V bunkéach ovlivnénych testovanou latkou o koncentraci 10 uM je
podil aktivné se replikujicich bunék asi 10,5 %, zatimco v koncentraci 40 uM je podil téchto
bun¢k pouze 0,9 %. Tyto vysledky tedy koreluji se sniZenou expresi cyklinu A pii pouZiti
nejvyssi koncentrace latky LGR1492 a vyplyva z nich, Ze latka LGR1492 ziejmé diky

inhibici CDK2 zpiisobuje postupné snizeni aktivni replikace a zablokovani bunécného cyklu
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v S fazi. Zjisténa akumulace cyklinu E v buikach po ovlivnéni latkou LGR1492 pomoci
western blottingu je zplsobena rovnéz inhibici aktivity komplexu CDK2/cyklin E, kterd je
nezbytna pro fosforylaci a naslednou degradaci cyklinu E na zacatku S faze (Morgan, 2007).

Kromé zablokovani replikace zptusobuje latka LGR1492 se zvySujici se koncentraci
u linie HCT-116 také prudky pokles transkripce. Pfi ovlivnéni bunék latkou LGR1492
o koncentraci 5 pM na dobu 24 hodin dochazi ke snizeni syntézy celkové RNA i mRNA na
zhruba 30 % oproti kontrole, nejvyssi koncentrace testované latky (20 uM a 40 uM) potom
zpusobuji uplné zablokovani transkripce. Zajimavé je, Ze pan-selektivni inhibitor CDK
roskovitin, ktery inhibuje transkripéni CDK7 i CDK9, zptsobuje po 2 hodinach u stejné
bunécéné linie pii pouziti koncentrace 50 uM pokles syntézy mRNA na asi 25 % oproti
kontrole a ani pfi pouziti vysSich koncentraci nedochédzi k uplné inhibici transkripce
(Ljungman et Paulsen, 2001). Uplné zablokovani transkripce pii pisobeni latky LGR1492 je
tedy mozna zplisobeno dlouhym ¢asovym intervalem inkubace s testovanou latkou.
Zablokovani globalni transkripce také vysvétluje pokles hladiny nékterych proteint, jako
napt. MDM-2 a p21.

Bliz§i studium biologickych uc¢inkt na linii HCT-116 bylo provedeno pouze s latkou
LGR1492, u latky LGR1677 se predpokladaji stejné vlastnosti, avSak s nizsi ucinnosti.

Za pomoci kindzového inhibi¢niho testu bylo zjisténo, Ze jak latka LGR1492, tak latka
LGR1677 jsou velmi G¢innymi inhibitory komplexu CDK2/cyklin E. Jejich hodnoty ICsq jsou
10 nM u latku LGR1492 a 22 nM u latky LGR1677, tzn., Ze oproti roskovitinu doslo u latky
LGR1492 Kk patnactinasobnému zvySeni inhibi¢ni aktivity (roskovitin CDK2/E: ICsy =
150 nM) (Bettayeb et al., 2008a). Vyssi Gcinnost inhibice CDK pyrazolopyrimidinovych
inhibitord oproti jejich purinovym analoglim je patrné zplsobena strukturni zménou v kostie
studovanych sloucenin. Posun atomu dusiku ma patrné vliv na vaznost pyrazolopyrimidint do
ATP-vazebného mista CDK.

Latka LGR1492 se vyznacuje podobnym antikindzovym profilem jako roskovitin, av§ak
dosahuje vyssi ucéinnosti jak Vv inhibici CDK, tak v aktivaci proteinu p53 nebo v inhibici
transkripce, avSak zatim se nepodafilo pfesnéji urcit mechanismus aktivace apoptotické drahy
a mechanismus bunécné smrti pii plisobeni nejvyssich koncentraci testovanych latek. Proto se
do budoucna pocita i sdal§imi studiemi s latkami LGR1492 a LGR1677, zejména se
zaméefenim na vysvétleni typli a mechanisml bunééné smrti, piipadné i/reverzibility jejich

pusobeni.
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8 ZAVER

Diky né¢kolika nezavislym metodam byly uréeny nékteré biologické tcinky dvou novych
pyrazolo[4,3-d]pyrimidinovych inhibitori CDK na bunécnou linii HCT-116 odvozenou
od kolorektalniho karcinomu. Jednalo se o R-izomer s ozna¢enim LGR1492 a S-izomer
s oznacenim LGR1677.

Z vysledkt vyplyva, ze latka LGR1492 inhibuje aktivitu cyklin-dependentnich kinaz
zapojenych jak v regulaci buné¢ného cyklu, tak i v transkripci. Kinazovym inhibi¢nim testem
bylo prokazano, ze ob¢ latky jsou vysoce G¢innymi inhibitory komplexu CDK2/cyklin E.
Hodnota I1Cs pro latku LGR1492 dosahuje 10 nM a pro latku LGR1677 je 22 nM.

U bunék linie HCT-116 doslo po ovlivnéni latkou LGR1492 k zablokovani bunééného
cyklu vSfazi a se zvySujici se koncentraci testované latky dochazelo k postupnému
zablokovani replikace i transkripce. Latka LGR1492 zplsobuje prudké zvyseni hladiny
nadorového supresoru pS3 a jeho akumulaci v jadie. Ze studia aktivace apoptotické drahy
dvéma nezavislymi metodami vyplynulo, Ze latka LGR1492 nejicinnéji spousti apoptdzu
v koncentraci 10 uM, pii vyssich koncentracich patrné dochazi k jinému typu bunééné smrti.

I kdyz bliz§i studium ucinki bylo provedeno pouze s latkou LGR1492 a u latky
LGR1677 byly sledovany pouze inhibi¢ni vlastnosti vici komplexu CDK2/cyklin E, G¢innost
aktivace p53 a proapoptotické vlastnosti, tak z téchto vysledkt vyplyva, ze latka LGR1677

zfejmé dosahuje stejnych biologickych vlastnosti jako LGR1492, avS§ak jeji ii€innost je niZsi.
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10 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
Ac-DEVD-AMC Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-methylcoumarin
Ac-DEVD-CHO Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-aldehyde

ATP Adenosine triphosphate

Bcl-2 B-cell CLL/lymphoma 2

BrdU 5-bromo-2’-deoxyuridine

BSA Bovine serum albumin

c-Fos FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog
CAK CDK-activating kinase

CDK Cyclin-dependent kinase

CK1 Casein kinase 1

Cip/Kip CDK interacting protein/ kinase inhibitory protein
CRK Cdc2-related kinase

CTD C-terminal domain

DAPI 4' 6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxide

DNA Deoxyribonucleic acid

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid

EGTA Ethylenglycoltetraacetic acid

Erk Extracellular-signal-regulated kinase

FITC Fluorescein isothiocyanate

GSK3-p Glycogen synthase kinase 33

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid
HIV-1 Human immunodeficiency virus type 1

HSV Herpes simplex virus

ICs0 50% inhibitory concentration

MAPK Mitogen-activated protein kinase

Mcl-1 Myeloid-cell leukemia 1

MDM-2 Murine double minute-2

MRNA Messenger ribonucleic acid

PARP Poly(ADP-ribose) polymerase
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PBS
PCNA
PIPES
PMSF
Rb
RNA
SDS
SDS-PAGE
TBS
TCA
TRIS
VSMC

Phosphate buffered saline

Proliferating cell nuclear antigen
Piperazine-1,4-bis(2-ethanesulfonic acid)
Phenylmethylsulfonyl fluoride
Retinoblastoma protein

Ribonucleic acid

Sodium dodecyl sulphate
Sodium-dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
Tris-buffered saline

Trichloroacetic acid
Tris(hydroxymethyl)aminomethane

Vascular smooth muscle cells
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