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Abstrakt

Syntéza proteinli je jednim z nejduleZzitéjSich procesq, které v bunce probihaji. Proto
v bunce existuji nejriiznéjsi mechanismy, které ji reguluji. Pokud tato regulace selze, miize dojit k
rozvoji zavaznych patologii. Pfrikladem je abnormalni nartst produkce eukaryotniho translacniho
iniciacniho faktoru 4E1, ke kterému dochazi v nékterych typech nadorli, mezi néz patfi
napiiklad spinocelularni karcinom hlavy a krku, kolorektalni karcinom, cervikalni karcinom nebo
karcinom plic. ZvySend dostupnost faktoru 4E1 umoziuje, aby v transformovanych butikach
probihala intenzivnéjsi translace. Exprese jednotlivych proteini ovSsem neni navysena stejnou
mérou. Mnohem vyznamnéj$i vliv ma narast hladiny faktoru 4E1 na proteiny onkogenni.
Nadorové transformaci zplisobené chybnou regulaci faktoru 4E1 Ize zabranit aplikaci latek, které
aktivitu faktoru 4E1 utlumuji. Predmétem této prace je shrnuti poznatkd o inhibitorech faktoru

4E1.

Klicova slova: elF4E1, inhibitor, translace, iniciace, rakovina

Abstract

Protein synthesis is one of the most important processes that take place in a cell. Thus
there are various mechanisms in a cell that regulate it. If that regulation fails it may lead to serious
pathologies. An example of this is an abnormal increase in the production of eukaryotic
translation initiation factor 4E1 which occurs in some types of cancer including head and neck
squamous cell carcinoma, colorectal cancer, cervical cancer or lung cancer. Enhanced availability
of factor 4E1 enables transformed cells to undertake a more intense translation. The expression
of individual proteins is not increased to the same extent though. The enhancement in the level of
factor 4E1 has a more significant effect on oncogenic proteins. Malignant transformation caused
by an incorrect regulation of factor 4E1 can be precluded by an application of compounds that

impair the activity of factor 4E1. A summarization of 4E1 inhibitors is the subject of this work.
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1 Uvod

.......

translace. Jeho funkce spoc¢iva v rozpoznani 5' konce mRNA, tedy mista, ze kterého zacina skeno-
vani mRNA. eIF4E1 se na 5' konec mRNA vaze diky své schopnosti interagovat s methylguanosi-
novou Cepickou, specifickou strukturou, kterou ma na svém 5' konci kazda eukaryotni mRNA. Po
asociaci eI[F4E1 s ¢epickou se sklada proteinovy komplex elF4F, kterého je eIF4E1 soucasti a ktery
dale sestava z RNA helikazy elF4A a z elF4GI, proteinu tvoriciho leSeni pro eIF4E1 a eIF4A. Kromé
elF4E1 a elF4A se na elF4GI vaZe i PABP, protein asociujici s 3' koncem mRNA, ¢imZ je umoz-
néno zacykleni mRNA. Nasledné cely komplex asociuje s 43S preinicia¢nim komplexem sestavaji-
cim mimo jiné z malé ribozomalni podjednotky a ternarniho komplexu obsahujiciho inicia¢ni me-
thionyl-tRNA a dochazi ke skenovani vlAkna mRNA a hledani iniciatniho kod6nu2.

Preference elF4E1 pro riizné mRNA ovSem neni stejna a ucinnost translace jednotlivych
mRNA se proto lisi. Lépe jsou prekladany mRNA s kratkou 5' netranslatovanou oblasti (5'UTR)
bez vyrazné sekundarni struktury. Tyto mRNA jsou nékdy oznacovany jako nezavislé na elF4E1,
nebot’ hladina elF4E1 v buiice nema na miru jejich translace velky vliv. Jde zejména o mRNA
pro proteiny, které je nutné stabilné exprimovat ve vSech fazich zivota bunky, napriklad 3-aktin.
Naopak mRNA s dlouhym a strukturovanym 5'UTR jsou translatovany tim ucinnéji, ¢im vice je
v butice dostupného elF4E1. Jsou proto nazyvany mRNA zavislé na elF4E1. Do této skupiny patii
hlavné rlstové a antiapoptotické faktory, mnohé z téchto proteind jsou oznacovany jako onko-
genni. Prikladem je c-Myc, cykliny, VEGH, nebo survivin3.
iniciacnich faktori a jeho aktivita je regulovana rfadou mechanismu. NejzndméjSimi represory
funkce elF4E1 jsou 4E vazebné proteiny (4E-BPs), zejména 4E-BP1. Tyto proteiny se na elF4E1
vazi do podobné oblasti jako elF4GI, ¢imZ vazebné misto pro elF4GI blokuji a zabranuji tak skla-
dani komplexu elF4F. Aktivita 4E-BP1 je regulovana Ser /Thr kindzou mTOR v komplexu mTORC1,
jehoz je 4E-BP1 primym substratem. mTORC1 ve své aktivované formé 4E-BP1 fosforyluje a zpi-
sobuje tak jeho disociaci z elF4E1. Tim se el[F4E1 uvolni pro interakci s eIlF4GI. Komplex mTORC1
sam je aktivovan signalizaci kinazy Akt. DalSim zptsobem regulace aktivity elF4E1 je jeho fosfo-
rylace na Ser209, ktera je zajiStovana Mnk kindzami. Ty jsou regulovany MAPK signaliza¢ni dra-
hou. Fosforylace el[F4E1 usnadnuje translaci nékterych onkogennich mRNA*.

Pfes obsahlou regulaci je ovSem v nékterych typech nadorovych bunék hladina elF4E1
zvySena. Mezi tyto druhy rakoviny patrileukémie, lymfomy, spinocelularni karcinom hlavy a krku,
kolorektalni karcinom, cervikalni karcinom, karcinom prsu, prostaty, plic nebo mocového mé-

chyte. Diivodem zvySené hladiny el[F4E1 muze byt chybna regulace jeho aktivity, duplikace genu



pro elF4E1 nebo zvySeni stability jeho mRNA. Nartst exprese el[F4E1 vede k nadmérné produkci
proteint zavislych na el[F4E1 a zptsobuje transformaci bunék. ZvySend hladina elF4E1 navic ¢asto
byva spojena s horsi prognézou onemocnéni, s rezistencia s vy$si pravdépodobnosti relapsu. Fak-
tor 4E1 je proto povazovan za onkogen a jsou hojné studovany latky a mechanismy, které jeho

aktivitu snizuji>e.

Cilem této prace je:

podat prehled inhibitori eIF4E1 a shrnout soucasné poznatKky o jejich plisobeni v bunikach
a zivych organismech. Dale si prace klade za cil porovnat potencial jednotlivych piistupd s ohle-
dem na mozné vyuZiti v 1é¢bé onkologickych onemocnéni. Tato prace se zaméruje pouze na inhi-

bitory cilici pfimo na elF4E1 a s vyjimkou oligonukleotidli pouze na inhibitory nizkomolekularni.



2 Inhibice syntézy elF4E1

Jednim ze zpiisobd, jak Ize omezit zvySenou aktivitu elF4E1 v transformovanych buiikach,
je snizit jeho expresi. Teoreticky toho Ize dosahnout v nékolika rtiznych krocich tohoto procesu,
v praxi se ale nejcastéji vyuziva metod, které bud’ zablokuji mRNA pro translaci, nebo usnadnuji
jeji degradaci. V obou pripadech se snizi mnoZstvi dostupné mRNA pro syntézu proteinu a v da-

sledku i hladina proteinu samotného.

2.1 Komplementarni oligonukleotidy

Komplementarni oligonukleotidy jsou kratkd vlakna RNA schopna tvofit s bunécnou
mRNA na zakladé vzajemné komplementarity dvouvlaknovou strukturu. Tvorba takového kom-
plexu znesnadiiuje rozpoznani a ¢teni mRNA translacnim aparatem. Dvouvlaknova RNA je navic
v bunice rozpoznavana jako cizorod4 molekula a nasledné proto byva degradovana mechanismem
RNA interference.

To, ze vede aplikace oligonukleotidii komplementarnich k mRNA pro elF4E1 ke sniZeni
hladiny eIlF4E1 v burice, bylo zdokumentovano pro HeLa butiky?38, buniky karcinomu hlavy a krku?,
buriky adenokarcinomu tlustého streval?, buiiky nemalobunéc¢ného karcinomu plic8, buriky karci-
nomu prostaty!! a bunilky mezoteliomu!2. Spolu s abundanci elF4E1 poklesla plisobenim komple-
mentarnich oligonukleotidii cilicich na mRNA pro elF4E1 i exprese proteinti s mRNA zavislou
na elF4E1, konkrétné VEGF89, cyklinu D18 a c-Myc81L. Naopak hladina -aktinu nebyla ptitom-
nosti komplementarnich oligonukleotidl proti elF4E1 v bunikach vyrazné ovlivnénad12. [ proto
nemélo na netransformované bunécné linie vneseni komplementarnich oligonukleotidd proti
mRNA pro elF4E1 velky vlivi2. Mezi dalsi diisledky poklesu hladiny elF4E1 patfi zpomaleni déleni
bunék?9, zvyseni kontaktni inhibice®, mensi invazivita bunékl0 a vétsi nachylnost bunék
k apoptozesd11.12,

Kromé vlivu samostatné aplikace komplementarnich oligonukleotidii cilenych na mRNA
pro elF4E1 bylo sledovano i jejich plisobeni na buiiky v souc¢innosti s dalsSimi chemoterapeutiky.
Ukazalo se, Ze kombinace komplementarnich oligonukleotid@i proti mRNA pro elF4E1 s gemcita-
binem nebo pemetrexedem sniZuje Zivotaschopnost bunék mezoteliomu vice, nez o kolik ji dokaze
snizit vneseni samotnych komplementarnich oligonukleotidiil2. Aplikace komplementarnich oli-
gonukleotidi cilenych na mRNA pro elF4E1 také zvysila u bunék nemalobunécného karcinomu
plic ucinek erlotinibu, viici kterému byla pouzita bunécna linie rezistentni!3. Podobné vedlo sni-
zeni hladiny elF4E1 s vyuzitim komplementarnich oligonukleotidii u bunék karcinomu prsu rezi-

stentnich k tamoxifenu ke zvysent citlivosti bunék vii¢i tomuto chemoterapeutikul4.



2.1.1 Testovani komplementarnich oligonukleotidii na zviiecich modelech

Kromeé lidskych bunécnych linii byly pro testovani ticinki komplementarnich oligonukle-
otidi cilenych na mRNA pro elF4E1 pouzity i mySi modely. Do jedné skupiny mysi byly implanto-
vany krysi embryonalni fibroblasty s uméle zvysSenou expresi elF4E1 a do druhé skupiny mysi
byly implantovany stejné burky, které ale byly navic transfekovany oligonukleotidy komplemen-
tarnimi k mRNA pro elF4E1. Buiiky s vnesenymi komplementarnimi oligonukleotidy mély stejné
jako pfi testovani na bunécnych liniich sniZenou hladinu elF4E1 a tvorily v mysich vyrazné mensi
améné invazivni tumory se sniZzenou metastatickou aktivitou. Po ¢ase byly ovSem z téchto tumort
zpétné vyizolovany bunky, které vykazovaly zvysSenou expresi elF4E1 oproti netransformovanym
buiikdm a u kterych se obnovila schopnost metastazovat?s. Naopak lidské buiiky karcinomu hlavy
a krku, které byly nejdiiv transfekovany oligonukleotidy komplementarnimi k mRNA pro elF4E1
a poté implantovany do mysiho modelu, nevytvorily v mysich Zddny tumor ani po 40 dnech?®. Kom-
plementarni oligonukleotidy cilici na elF4E1 byly také podavany nitroZilné mys$im se Stépem lid-
skych bunék karcinomu prsu. Béhem dvou meésicli se u téchto mysi znatelné zmensila velikost
tumort, pricemz na mysich nebyly pozorovany zadné vedlejsi ti¢inky. Skodlivé piisobeni nebylo

pozorovano ani pii podavani komplementarnich oligonukleotidli proti eIF4E1 zdravym mysSims.

2.1.2 Klinické testy s komplementarnimi oligonukleotidy

Vzhledem k dobrym vysledkiim studii provedenych na bunécnych liniich a mysich mode-
lech byly provedeny i dvé klinické studie na pacientech s riiznymi typy rakoviny.

V prvni studii faze I (NCT00903708") byl onkologickym pacientim podavan komplemen-
tarni oligonukleotid proti mRNA pro elF4E1 nazvany LY2275796. U vétSiny pacientl v této studii
bud’ nebyly pozorovany zadné vedlejsi priznaky 1é¢by, nebo jejich tirovenn dosahovala pouze
stupné 1/2 na pétibodové skale. Celkové nebyl pozorovan zadny vedlejsi ucinek stupné 4 nebo 5.
Biopsie ukazaly, Ze doslo v bunkach tumoru u vétSiny pacientli ke snizeni mnozstvi mRNA
pro elF4E1 i proteinu samotného. Piresto ale nebylo u pacientli zaznamenano zmenseni velikosti
tumort ani jina odpovéd’ na 1écbu. Autofi studie proto navrhuji pouzit komplementarni oligonuk-
leotidy v kombinaci s nékterym chemoterapeutikem, pripadné se zamérit cilené na pacienty s ty-
pem rakoviny charakteristickym vysokou hladinou el[F4E116,

Druha klinicka studie (NCT01675128") testovala spole¢né ptisobeni oligonukleotidu kom-
plementarniho k mRNA pro elF4E1 nazvaného ISIS 183750 a irinotecanu u pacientti s kolorektal-
nim karcinomem. V preklinickych studiich na bunéc¢nych liniich doSlo po aplikaci ISIS 183750
ke sniZeni hladiny mRNA koédujici eI[F4E1 a k utlumeni proliferace bunék. TaktéZ byl pozorovan

aditivni a¢inek ISIS 183750 a SN-38, metabolitu irinotecanu. U pacientti vedlo podani ISIS 183750

*identifika¢ni kdd klinické studie v databazi ClinicalTrials.gov
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k poklesu hladiny mRNA pro elF4E1 v periferni krvi i v biopsii tumoru a byla i potvrzena ptitom-
nost ISIS 183750 v rakovinnych burikach. Nebyl ovSem zaznamenan Zadny vyraznéjsi vliv této
1écby na priibéh onemocnéni, pouze u necelé poloviny pacientli doslo ke stabilizaci onemocnéni.
Uzivani ISIS 183750 s irinotecanem bylo také spojeno s chronickymi mirnymi vedlejSimi ucinky,
zejména Gnavou, a u tretiny pacientl se vyskytla neutropenie irovné 3 nebo 4. Testy proto dale
nepokracujil?.

V soucasnosti by mélo byt dokonceno testovani faze I/1I pro komplementarni oligonukle-
otid proti mRNA pro elF4E1 nazvany ISIS elF4E Rx. V jedné studii mél byt podavan v kombinaci
s docetaxelem a prednizonem pacientim s rakovinou prostaty (NCT01234025%), ve druhé mél byt
aplikovan v kombinaci s carboplatinou a paclitaxelem u pacientli s nemalobunécénym karcinomem
plic (NCT01234038"). Vysledky ani jedné studie ovSem nejsou k dispozici.

Skupina komplementarnich oligonukleotidl cilicich na sniZeni exprese elF4E1 je chra-

néna patentem (W020050286281).

2.2 siRNA a shRNA cilici na mRNA proti elF4E1

Dals$i metodou, ktera v bunce umoziiuje snizit hladinu mRNA pro urcity protein, je vheseni
malych interferujicich RNA (siRNA) nebo malé vlasenkové RNA (shRNA). Oba zptsoby vyuzivaji
RNA interference. V piipadé siRNA se jedna o dvojici kratkych navzajem komplementarnich vla-
ken RNA, z nichz jedno nese sekvenci shodnou s buné¢nou mRNA. Toto vladkno je v burice degra-
dovano a druhé vldkno je nasledné pouzito pro vyhledavani a degradaci komplementarnich
mRNA. Podobny mechanismus ¢inku ma i shRNA, pouze se v tomto ptipadé jedna o jediné vlakno
RNA, které ovSem na zakladé vzajemné komplementarity svych ¢asti vytvari vlasenku pripomina-
jici dvouvldknovou strukturu.

Vneseni siRNA nebo shRNA proti mRNA pro elF4E1 do bunék vedla u vsech testovanych
bunécnych linii ke sniZeni exprese elF4E1. Konkrétné se jedna o bunky endometrialniho819, en-
docervikalniho?0 a renalniho karcinomu?!, myxoidniho liposarkomu?22, mnohocetného myelomu?3,
karcinomu prsu24-26, spinoceluldrniho karcinomu hlavy a krku??, nemalobuné¢ného karcinomu
plic?8, adenokarcinomu plic a adenokarcinomu prostaty26, melanomové?® a retinoblastomové
buriky30. U HeLa bunék, bunék kolorektalniho karcinomu a bunék adenokarcinomu plic byla po-
zorovana sniZena hladina nejen proteinu elF4E1, ale i odpovidajici mRNA3132, Pokles zaznamenala
u bunék renalniho karcinomu i fosforylovana varianta elF4E121. Naopak mnoZstvi ostatnich
translacnich inicia¢nich faktort se v bunikach po vneseni siRNA proti mRNA pro elF4E1 nezmé-

nilo313334, U tii linii bunék karcinomu prsu bylo ovSem zaroven se snizenim hladiny elF4E1

*identifikacni kdd klinické studie v databazi ClinicalTrials.gov
t ¢islo patentu v databazi Svétové organizace duSevniho vlastnictvi
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pozorovano i sniZeni exprese 4E-BP1. Na fosforylaci Akt neméla v burikach karcinomu prsu trans-
fekce siRNA proti mRNA pro elF4E1 Zadny vlivZ4.

V HeLa buiikach a buiikach karcinomu prsu vedlo vneseni siRNA proti mRNA pro elF4E1
do bunék ke zmenseni poméru polyzomi k monozomtim a u polyzomu navic k navyseni podilu
téch lehkych2433.To dokazuje potlaceni translace v téchto bunikach. Snizena byla v fadé bunécnych
linii po transfekci siRNA proti mRNA pro elF4E1 také exprese cyklinu D123.2427.2830313536, Tento
protein hraje roli v prechodu buiiky z G1 do S faze bunécného cyklu, pokles jeho mnozstvi se proto
podilel na zastaveni bunécného cyklu mezi témito fazemi. Patrna je tato skutecnost na zvySeném
procentu bunék v G1 fazi a naopak snizeném procentu bunék v S fazi po vneseni siRNA proti
mRNA pro elF4E1 v porovnani s kontrolou?92425273237, Pokles zaznamenala po transfekci bunék
siRNA nebo shRNA proti mRNA pro elF4E1 i exprese c-Myc23.283038 3 VEGF2227.30, v disledku ¢ehoz
doslo k potlacen{ angiogeneze22.

Kromé toho byla v butikach po aplikaci siRNA nebo shRNA proti mRNA pro elF4E1 sniZena
hladina Bcl-X;24 a Bcl-22425, Naopak exprese Bax se zvysilazs. V jedné bunécné linii nemalobunéc-
ného karcinomu plic a dvou liniich endometridlniho karcinomu byl nalezen i produkt Stépeni
PARP19.28, VSechny tyto zmény znaci probihajici apoptdzu, neni proto prekvapivé, Ze byla u bunék
po sniZeni exprese elF4E1 pomoci siRNA nebo shRNA zaznamendana zvySena frekvence bunécné
smrti v porovnani s kontrolamil9-212325-27,30-32343940, Na netransformované bunky meéla trans-
fekce siRNA proti mRNA pro elF4E1 vyrazné mensi cytotoxicky ucinek?2e.

Mezi dal$i zmény pozorované v buiikdch po vneseni siRNA nebo shRNA proti mRNA
pro elF4E1 patfi zpomalenti jejich proliferace181921.22.24,2528-304041 3 snizen{ jejich migrace a inva-
zivity19-21.25282932.39 Snizeni hladiny el[F4E1 pomoci siRNA také potlacuje epitelidlné-mezenchy-

malni tranzici indukovanou cytokinem TGF-342.

2.2.1 Kombinace siRNA a shRNA proti mRNA pro elF4E1 s dalSimi latkami

Transfekce siRNA proti mRNA pro elF4E1 senzitizuje buniky karcinomu prsu k cisplating,
docetaxelu, paclitaxelu a adriamycinu?s a retinoblastomové buiiky ke carboplatiné3?. U bunék spi-
nocelularniho karcinomu hlavy a krku byl pozorovan aditivni ucinek siRNA proti mRNA
pro elF4E1 s cisplatinou na tvorbu kolonii, i kdyz na preziti bunék jejich kombinace aditivni efekt
neméla?’. Buniky spinocelularniho karcinomu jazyka jsou aplikaci siRNA proti mRNA pro elF4E1
senzitizovany k paclitaxelu*0. SniZenim hladiny eIF4E1 pomoci siRNA se také zvySuje ucinek erlo-
tinibu na rezistentni buiiky nemalobunécného karcinomu plic?8. Podobné zvysSuje transfekce
shRNA proti mRNA pro elF4E1 citlivost rezistentnich bunék endometridlniho karcinomu
vUci cisplatiné?®. Snizeni exprese elF4E1 pomoci siRNA podporuje také plisobeni 5-FU a IFN-a
na buriky renalniho karcinomu?*. Pro bunky karcinomu mocového méchyie mélo lepsi u€inky spo-

lecné pisobeni siRNA proti mRNA pro elF4E1 a proti mRNA pro S6K1, nez zacileni pouze
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na mRNA pro jeden z proteinti2039, Ukazalo se také, Ze vneseni siRNA proti mRNA pro elF4E1
do bunék karcinomu prsu, adenokarcinomu plic a adenokarcinomu prostaty zvySuje uc¢inek radi-
oterapie na tyto butiky?eé.

Neni bez zajimavosti, Ze suprese elF4E1 v mySich pomoci shRNA chrani pied alopecii v di-
sledku chemoterapie. Kromé toho siRNA proti mRNA pro elF4E1 ¢astec¢né chrani netransformo-

vané bunky pied cytotoxickymi uc¢inky paclitaxelu, vinorelbinu a nocodazolu?’.

2.2.2 Vyuziti siRNA a shRNA proti mRNA pro elF4E1 ve vyzkumu

Snizeni exprese elF4E1 v bunkach pomoci siRNA bylo pouzito k vyzkumu vazby mezi
translaci zavislou na cepicce a translaci zavislou na IRES. Oproti pivodni predstavé, ze el[F4E1
nema na translaci zavislou na IRES zadny vliv, se zjistilo, Ze bunky transfekované siRNA proti
mRNA pro elF4E1 a zarovei infikované EMCV translatuji virovou mRNA mnohem intenzivnéji,
produkuji vice virového infekéniho potomstva v kratSim Case a je na nich drive zfetelny cytopa-
ticky ucinek viru. Dlivodem je ziejmé vétsi dostupnost ostatnich iniciacnich faktort a ribozomt,
které jsou jinak vazany v komplexu s el[F4E1 a mRNA s ¢epickou3s.

Vyuziti nasly siRNA proti mRNA pro elF4E1 i ve vyzkumu vlivu transla¢nich iniciacnich
faktorti na tvorbu stresovych granuli. Tento vyzkum ovSem ukazal, Ze eI[F4E1 na indukci streso-
vych granuli vyznamny vliv nema“3.

Hladina elF4E1 je zvySena nejen v transformovanych burikach, ale i v placentarnich cyto-
trofoblastech a v nediferencovanych burtikach extravil6zniho trofoblastu (EVT). Deplece elF4E1
pomoci siRNA v placentarnich explantech indukuje diferenciaci bunék EVT a zvysSuje také jejich
motilitu. Naopak transfekce lidskych placentarnich trofoblasti pomoci siRNA proti elF4E1 zptso-
bila stejné jako v rakovinnych burikach pokles hladiny elF4E1 a v dlisledku i pokles cyklinu D1, c-
Myc a VEGF. Proliferace byla utlumena a vice bunék prochazelo buné¢nou smrti. Stejné jako
u transformovanych bunék doslo také k zastaveni buné¢ného cyklu v G1 fazi a ke sniZeni migrace

a invazivity bunékse.

2.3 Oligonukleotid indukujici tvorbu G-kvarteti

Zajimavym zpusobem, jak lze zabranit translaci urc¢ité mRNA, je navodit v ni vznik stabilni
sekundarni struktury, ktera brani nasednuti ribozomti nebo naslednému ¢teni mRNA. Takovou
strukturou mtize byt G-kvartet, struktura tvofena Ctyfmi guaniny stabilizovanymi do tvaru
Ctverce. mRNA pro elF4E1 takovou strukturu samovolné netvori, 1ze ji v ni ovS§em indukovat aso-
ciaci s DNA oligonukleotidem s vhodné navrzenou sekvenci bohatou na guanin.

Pro experiment byly navrZeny dva oligonukleotidy (ON1 a ON2). Oba oligonukleotidy ob-

sahovaly sekvenci komplementarni k ¢asti mRNA pro elF4E1 a zajiStujici specifické zacileni
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oligonukleotidu. Vazba ON1 byla cilena na 5'UTR mRNA pro elF4E1, zatimco ON2 obsahoval sek-
venci komplementarni ke kédujici oblasti mRNA. Kromé toho nesly oba oligonukleotidy sekvenci,
ktera v mRNA pro elF4E1 po asociaci indukovala tvorbu G-kvartetu. Kvili ochrané pied exonuk-
ledzami pri pouziti v bunikach nesly koncové nukleotidy obou DNA oligonukleotidii fosforothioa-
tovou modifikaci. Hybridizace RNA s DNA oligonukleotidy za tvorby G-kvartetu byla potvrzena
in vitro elektroforeticky a enzymaticky, kdy bylo vyuzito skutecnosti, Ze G-kvartet stabilizovany
draselnymi ionty neni methylovan DMS a stépen RNazou T1.

V HeLa burikach doslo po vneseni ON1 k inhibici translace zavislé na Cepicce a v dlisledku
toho ke snizeni proliferace bunék. Naopak kontrolni oligonukleotidy, které také nesly sekvenci
komplementarni k mRNA pro elF4E1, postradaly ovsem sekvenci indukujici vznik G-kvartetd, ne-
zpusobily v bunikkach zadné viditelné zmény. Lze tedy vyloucit moZnost, Ze by v tomto piipadé
k inhibici translace doslo mechanismem RNA interference. Hladina mRNA pro elF4E1 zlstala
po vneseni ON2 stejna, pouziti ON1 ovSem zplsobilo dokonce jeji zvySeni. Diivodem miZe byt
skutecnost, Ze ON1 mRNA pro elF4E1 stabilizuje a tim chrani pred degradaci. Rozdil mezi oligo-

nukleotidy byl patrny i v miie potlaceni translace, kde mél vyznamné lepsi vysledek ON244.



3 Inhibice vazby 5' CepicCky mRNA

U¢inné utlumeni proteosyntézy je mozné i pti zachovani zvysené hladiny elF4E1 v trans-
formovanych bunkach, pokud se zabrani funkci elF4E1 v iniciaci translace. Tou nejdilezitéjsi je
rozpoznani 7-methylguanosinu pfipojeného k prvnimu nukleotidu mRNA 5'-5' trifosfatovym
miustkem. Tato struktura se nazyva methylguanosinova Cepicka a je pfitomna na 5' konci kazdé

eukaryotni bunécné mRNA.

3.1 Analogy methylguanosinové Cepicky

Jiz pred radou let se zjistilo, Ze je eI[F4E1 schopen rozpoznat i volny 7-methylguanosinmo-
nofosfat (m?’GMP) (obr.1) nepripojeny k Zadné mRNA. Tato interakce navic neni jednoznacné spe-
cificka a elF4E1 je tak schopen asociovat i s derivaty m’GMP nesoucimi rtizné chemické modifi-
kace. Afinita k eI[F4E1 se v zavislosti na konkrétni modifikaci analogu ¢epicky lisi a 1ze takto do-

konce pripravit latku se silnéjsi vazbou k elF4E1 neZ ma sama cCepicka*s.

CH; O
N
NH
ekl
N™ “N” “NH,
0,0 ¢
HO OH

Obrazek 1: Chemicka struktura 7-methylguanosinmonofosfatu. Pfrevzato a upraveno podle Jia et

al, 2012

3.1.1 Modifikace analogu c¢epicky ovliviiujici afinitu k eI[F4E1

K vazbé cepicky nebo jejiho analogu k elF4E1 je zasadni kladny naboj na guaninu zptso-
beny methylaci na N747-50, Planarni aromaticky systém guaninu je pti vazbé 7-methylguanosintri-
fosfatu (m’GTP) k elF4E1 vsunut do uzké hydrofobni Stérbiny mezi Trp56 a Trp102, které jsou
taktéZ planarni a aromatické. Ve Stérbiné je guanin stabilizovan kationtovymi m interakcemi, které
jsou umoznény praveé substituci na N751-54, V pripadé, ze je kladny naboj na guaninu odstranén,
afinita k eIF4E1 i inhibi¢ni koncentrace se az o nékolik fadt zhorsi*7.49.5055, Asi dvojnasobné zvy-
Seni inhibi¢ni koncentrace ptsobi i substituce N7 guaninu alkylovou skupinou vétsi nez methyl,
nebot v takovém ptipadé dochazi ke sterickému branéni*85556, Arylové substituce na N7 guaninu

naopak afinitu k el[F4E1 zvysuji. Tento efekt je patrny zejména v pripadé monofosfatd, u kterych



je inhibi¢ni koncentrace snizena témeér 3,4x485657. Vazbu vétsiho substituentu v tomto pripadé
umoziiuje konformacni zména elF4E1, pti které se Trp102 otoci o 180°51, Arylové substituenty na
N7 guanosinu pak zfejmé interaguji s lipofilni Stérbinou, ktera priléha k vazebnému mistu pro ce-
picku. Tuto interakci Ize jesté posilit dalsSimi modifikacemi arylii, prikladem miize byt Cl-fenoxye-
thylovy derivat GMP, ktery ma polovi¢ni maximalni inhibi¢ni koncentraci (ICso) métenou in vitro
v lyzatu z kralic¢ich retikulocyti (RRL) rovnou 1, 9 uM>s.

Ke stabilizaci vazby cepicky k eIF4E1 dale prispivaji vodikové mistky tvoirené mezi 06
guaninu a aminoskupinou Trp102, dal$i vodikové mistky pak tvori Glu103 s N1 a s N2 gu-
aninu*%5152, Presto je na N2 guaninu tolerovdna monosubstituce methylem nebo ethylem#95657,

Skupinou nejvyznamnéjsi pro stabilizaci interakce ¢epicky s elF4E1 jsou zbytky kyseliny
fosforecné tvorici pres molekuly vody sit vodikovych mustki saminokyselinovymi zbytky
elF4E14. V pripadé nahrazeni jednoho hydroxylu na a-fosfatu v GMP methylem nebo vodikem,
tedy skupinami, které nefunguji jako dobry akceptor vodikové vazby, se schopnost inhibice vy-
razneé snizila*55%. Substituce aminoskupinou, ktera jako akceptor funguje vyborné, naopak schop-
nost vazat el[F4E1 neovlivnila®. Prodlouzenim fosfatového tetézce se ICso s kazdym dal$im fosfa-
tem snizZuje, vice neZ s poctem fosfati to ovSem ziejmé souvisi s hodnotou aniontového na-
boje*9.50.56,57.60, Naopak nukleosidové analogy se k el[F4E1 nevazi viibec5s.

Na rozdil od guaninu a fosfat nehraje rib6zova skupina velkou roli ve stabilizaci vazby
k elF4E1, nebot je umisténa aZ u okraje vazebného mista a jeji 2' a 3' hydroxylové skupiny miii
smérem do okolniho prosttedi*52 Rib6za ziejmé primarné funguje jako nosic, ktery drzi guanin
a fosfaty ve vhodné vzajemné poloze. Pii nahrazeni rib6zy arabinézou nebo deoxyribézou byla
pozorovana zména vaznosti vzniklého analogu ¢epicky v dlisledku zmény jeho konformace?*s. Jina
studie ovSem rozdil ve vaznosti mezi analogem s ribézou a analogem s deoxyrib6zou nepozoro-
vala®s. Vyrazné negativni efekt na afinitu k el[F4E1 ma otevieni rib6zového cyklu*557.59, Pti zacho-
vani spravné vysledné konformace lze ovSem ribézu nahradit jinou skupinou, napriklad fenylem
vazanym v 8' pozici a nesoucim zbytek kyseliny fosforitéss.

Pti hledani analogii Cepicky se vétSinou vychazi z m’GMP, m?GTP, pripadné m’GpppgG, jako
zaklad Ize ovSem pouzit i jinou molekulu s podobnymi vlastnostmi, napiiklad benzimidazol. Afi-
nita sloucenin odvozenych od benzimidazolu k eIF4E1 je ovSem niZsi nez v piipadé latek odvoze-

nych od m’GMP57.

3.1.2 PouZziti analogt ¢epicky in vivo

Ackoli bylo nalezeno mnoho analogt cepicky, které maji pti testovani in vitro velmi dobrou
schopnost inhibovat translaci, pti jejich pouZiti in vivo vyvstavaji dva zakladni problémy. Prvnim

z nich je doprava latky do bunky, druhym je zajisténi jeji rezistence vii¢i bunécnym nukleazam.
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vivs

Z téch je nejvyznamnéjsi enzym DcpS, ktery $tépi m’GTP a jeho analogy mezi o a 3 fosfatem a uvol-
fluje tak m?’GMPe1,

Jednim z FeSeni, jak Ize zvysit stabilitu analogu ¢epicky, je nahradit kyslik na nékterém
z fosfati sirou. Jako rezistentni viici Stépeni lidskym DcpS (hDcpS) se ukazaly byt analogy se sub-
stituovanym vy fosfatem v pripadé dinukleotidii a a fosfatem v pripadé mononukleotid6263. Lep-
$imi inhibitory jsou mononukleotidy, u aktivnéjsiho z diastereoizomert byla ICso stanovena
na 0, 56 pM. Absolutni konfigurace diastereoizomeri nebyla urcena®s.

Alternativou k fosforothiodtovym analoglim jsou boranofosfatové analogy, u nichz je kys-
lik na jednom z fosfatli nahrazen boranem. Tato substituce zvysuje ve vSech piipadech schopnost
inhibice proteosyntézy v porovnani s m’GpppG a v piipadé substituce 3 fosfatu u obou diastereo-
izomeru a u substituce y fosfatu pro S, diastereoizomer i rezistenci vii¢i hDcpS. Oproti fosforo-
thioatim ovSem tyto analogy v obou vlastnostech dosahly slabé horsich vysledkiis+.

Rezistenci k hDcpS miize v ptipadé dinukleotidtrifosfati zajistit i nahrazeni kysliku spoju-
jicitho atomy B a y fosforu methylenovou skupinou. V pripadé analogl Cepicky s methylovanym
03' méla stejny ucinek prekvapivé i substituce mezi a a 3 fosfatem6s. U dinukleotidtetrafosfatt
stabilitu zptsobuje nahrazeni kysliku mezi y a 6 fosfatem a dokonce i mezi 8 a y fosfatem, kde to
podle autort mize byt zplsobeno sterickymi diivody®s. Srovnatelnou odolnost vii¢i DcpS a schop-
nost inhibice maji i analogy s imidofosfatovou skupinou mezi § a y fosfatem u dinukleotidtrifos-
fath a mezi y a 6 fosfatem u dinukleotidtetrafosfatie’.

V porovnani s analogy ¢epicky s methylenovou nebo imidofosfatovou skupinou maji dich-
loromethylenbisfosfonatové analogy Cepicky vyrazné nizsi ICso méienou v RRL in vitro. Pro analog
Cepicky s dichloromethylenovou skupinou mezi 3 a y fosfaitem a s methylovanou 2'0H skupinou
byla hodnota ICso naméiena jako 0, 95 uM. Tato latka je také rezistentni viici hydrolyze hDcpSés.

Jak jiz bylo zminéno, druhym problémem s pouzitim analogl ¢epicky in vivo je jejich do-
prava do bunky. Fosfatovy retézec totiz udili molekule zaporny naboj, kvili kterému latka nepro-
chazi samovolné pfes membranu. Resenim je tudiz bud’ modifikace analogu ¢epicky vedouci
k oslabeni jeho naboje, nebo pouziti vektorus?.

V prvnim ptipadé byla hleddna modifikace, kterd by vykompenzovala zkraceni fosfato-
vého retézce na monofosfat. Touto modifikaci se ukazala byt substituce na N2 triazolem, ktery je
dale substituovan benzenem. Vznikla dinukleotidova molekula ma ICso rovnou 0, 8 uM a slabsi
zaporny naboj, jeji prostupnost pies membranu ovSem testovana nebyla®°.

Zbytky kyseliny fosfore¢né mohou byt i zcela nahrazeny H-fosfonatem. Ve schopnosti inhi-
bovat translaci nebyl mezi vychozim monofosfatem a jeho H-fosfonatovym analogem pozorovan
témér zadny rozdil. Prostupnost pires membranu ovSem opét testovana nebylass.

K nahrazeni fosfatu fosfonatem doslo i v dalsim pripadé, kdy byl navic kladny naboj na gu-

aninu eliminovan substituci N9 dusiku za uhlik, na C8 byl pripojen 4-fenylfosfonat a na N7
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pro zvySeni afinity k e[F4E1 Cl-fenoxyethylova skupina. Rib6za uplné chybéla. Pripravena latka
ovSem sice byla velmi dobrym inhibitorem translace in vitro (ICso = 2, 5 uM), jeji prostupnost
membranou ovSem zistala Spatnass.

Skupina analogti cepicky s rliznymi modifikacemi ve fosfatovém retézci zvySujicimi afinitu
k eIF4E1 a stabilitu molekuly byla patentovana (W020170667811)

Kviili problémtim s prostupnosti pies membranu se jako lepsi moznost pro dopravu latky
do buneék jevi vyuziti vektoru. Dobré vysledky poskytla studie, ve které byl analog Cepicky spo-
le¢né s doxorubicinem do mysiho modelu s hepatocelularnim karcinomem dopraven pomoci ade-
novirového dodekahedronu. Kombinace analogu ¢epic¢ky a doxorubicinu zptisobila inhibici ristu
tumoru u mysi o 40 %, coz je vice, nez kolik zptisobila u kontrol kterakoli z obou latek samostatné.
Byl pozorovan i pokles hladiny el[F4E1 v mys$ich, jakym zplisobem ji analog cepicky snizil se ovSem

nevi. Vedlejsi uinky nebyly na zviratech pozorovany?°.

3.2 4Ei-1

Latka nazyvana 4Ei-1 je ve skutec¢nosti nukleosid fosforamidat odvozeny od 7-benzyl GMP
(obr. 2), 1ze ji tedy také radit mezi analogy cepicky. Modifikace fosfatového retézce byla u 4Ei-1
zavedena pro zlepSeni prostupnosti latky do buniky a zvySeni jeji stability. Spolu s 4Ei-1 byly pfti-
praveny jesté dveé latky lisici se skupinou pripojenou pies NH k fosfatu. Pro 4Ei-2 to byl D-feny-

lalanin, pro 4Ei-3 D-alanin7?.

H, O N” “NH,
HN N'-P-0
\ Al 0
&

OH OH

Obrazek 2: Chemicka struktura 4Ei-1. Prevzato z Jia et al., 2012

3.2.1 Mechanismus puisobeni 4Ei-1

4Ei-1 dobte samovolné vstupuje do bunky. Pri inkubaci bunéc¢né suspenze s 4Ei-1 lze uz
po 5 minutach detekovat v burikdch aktivni latku, v priibéhu ¢asu se pakjeji hladina postupné zvy-
Suje. Vzhledem k rozdiliim v ucinnosti vstupu 4Ei-1 do bunék riznych tkani se zd3, Ze by v tomto

procesu mohl hrat roli néktery z membranovych pienasecti’.

t ¢islo patentu v databazi Svétové organizace duSevniho vlastnictvi
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Po priniku do buriky je 4Ei-1 metabolizovan na 7-benzyl GMP. To bylo potvrzeno sledo-
vanim koncentrace 4Ei-1 a 7-benzyl GMP v RRL a v embryich Danio rerio. V obou prostiedich byl
zietelny postupny ubytek hladiny 4Ei-1 a zaroven nartst koncentrace 7-benzyl GMP v Case. Nao-
pak v tepelné inaktivovaném bunécéném lyzatu k této preméné nedoslo. Jako enzym zodpovédny
za proces premény se oznacuje Hint1, jehoz homolog se vyskytuje i v RRL a v embryich D. rerio.
Metabolizace 4Ei-1 by vysvétlila i rozdil v disociacni konstanté a inhibi¢ni koncentraci latky. Spoc-
tena disociaCni konstanta 4Ei-1 je totiz o 4 rady vyssi nez disociatni konstanta Cepicky a témér
40x vyssi nez disociaCni konstanta 7-benzyl GMP. Zdalo by se tedy, Ze 4Ei-1 nebude dobrym inhi-
bitorem. Inhibi¢ni koncentrace 4Ei-1 mérena v RRL ovSem byla srovnatelna s ICso 7-benzyl GMP.
Pro 4Ei-2 a 4Ei-3 vySly hodnoty disociacni konstanty jesté vyssi nez pro 4Ei-1 a ani pro Hintl
ziejmé nejsou tak dobrym substratem?:.

Samotny mechanismus inhibice proteosyntézy je stejny jako u jinych analogt cepicky, tedy
kompetice s ¢epickou mRNA o vazebné misto na elF4E1. Zaroven byl ovSem po ptidani 4Ei-1
do bunék pozorovan pokles hladiny elF4E1. KdyzZ byl zaroven s 4Ei-1 pridan do bunék i inhibitor
proteazomu MG132, hladina el[F4E1 vyrazné neklesala. Zrejmé tedy 4Ei-1 zarovei usnadiuje pro-

teazomalni degradaci elF4E1 a tim dale prispiva k utlumeni translace?2.

3.2.2 Pouziti 4Ei-1 in vivo

Efekt plisobeni 4Ei-1 in vivo byl testovan na embryich D. rerio, do kterych byl vpraven mi-
kroinjek¢né. V tomto modelu doslo k atenuaci translace zavislé na cepicce o 30 % bez toho, Ze by
byly zaznamendny néjaké vedlejsi toxické ucinky’!. Pozorovano bylo také potlaceni tvorby kolonii
u lidskych mezoteliomovych bunécénych linii. Mira inhibice zde zavisela na koncentraci latky
a na konkrétni bunéc¢né linii?3.

4Ei-1 také dobfte spoluplisobi s gemcitabinem. To bylo testovano na nékolika bunécnych
liniich plicnich a prsnich nddorovych bunék. Ve vSech ptipadech byla tvorba kolonii nejsilnéji inhi-
bovana kombinaci obou latek?2. Stejny efekt byl pozorovan i pro spoluptisobeni 4Ei-1 s peme-
trexedem v mezoteliomovych bunkach?3.

Posledni z dosud testovanych efektti je vliv 4Ei-1 na epitelidlné-mezenchymalni tranzici
(EMT), coZ je proces prirozené probihajici v gastrulaci a pfi hojeni ran, uplatiiuje se ovSem i v kar-
cinogenezi.V embryich D. rerio, ve kterych tento proces probihal, doslo po injekci 4Ei-1 k tiplnému
zastaveni EMT7L. Podobny efekt byl pozorovan i u plicnich epitelidlnich bunék inkubovanych
s TGF-B1. TGF-B1 u bunék vyvolal EMT, kdyZ byly ale buriky zaroveii inkubovany i s 4Ei-1, k to-

muto procesu u nich nedoslo74.
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3.3 Ribavirin

Ribavirin je zndmé antivirotikum ptsobici proti nékterym RNA i DNA virtim. VyuZziva se
zejména k 1écbé chronické Zloutenky typu C, v posledni dobé se ovSem zjiSt'uje, Ze by mohl najit
nové vyuziti i v 1écbé nékterych druhti rakoviny.

Chemicky se jedna o analog guanosinu (obr. 3), coZ ribavirinu umoziuje kompetovat s me-
thylguanosinovou ¢epickou mRNA o vazebné misto na elF4E175-77, Zpilsob interakce ribavirinu
s elF4E1 je analogicky interakci m’GTP s elF4E1, nebot vazba obou ligandi indukuje na elF4E1
velmi podobné konformacni zmény7577. Afinita ribavirinu k e[F4E1 je ovSem silné zavisla na kon-
krétnich podminkach v reakci’677. Prikladem miize byt skutecnost, Ze se ribavirin k eIF4E1 vaze
vyrazné ochotnéji pri nizkych koncentracich elF4E177. Rozdilné podminky v reakci jsou také zie-

jmé diivodem toho, Ze dvé skupiny vazbu ribavirinu k el[F4E1 viibec nepozorovaly7879.

O
N
¢ T)LN”Z
N/N
HO— o

HO OH

Obrazek 3: Chemicka struktura ribavirinu. Prevzato z Jia et al., 2012

3.3.1 Vliv ribavirinu na bunécné procesy

Po aplikaci ribavirinu byla v buiikdch detekovana snizena hladina c-Myc?1.23308081 3 cyk-
linu D121.2330,41,42758082, Exprese elF4E1 plisobenim ribavirinu ovlivnéna nebyla427581.83-85 snizilo
se ovSem mnoZstvi elF4E1 fosforylovaného na Ser2(09213040428083-85 Také fosforylace Akt
na Ser473 a tedy aktivita tohoto proteinu byla ve vétSiné bunék plisobenim ribavirinu sni-
7enj*180828386_Nasly se ovSem i studie, které Zadnou vyznamnou zménu ve fosforylaci Akt v di-
sledku pridani ribavirinu do bunék nepozorovaly8487,

Po navazani ribavirinu na elF4E1 byla pozorovana castéjsi interakce elF4E1 s 4E-BP1
a naopak méné casta asociace elF4E1 s e[F4GI83. Aplikace ribavirinu také vedla k navyseni podilu
elF4E1 pritomného v cytoplazmé a ke zmenSeni podilu eIF4E1 ptritomného v jadie?586. Transport
elF4E1 do jadra totiZ zajistuje importin-8, ktery dokaze asociovat pouze s volnym elF4E1 bez na-
vazané Cepicky mRNA ¢i ribavirinuss.

Na rozdil od cyklinu D1, jehoz hladina v bunikach plisobenim ribavirinu poklesla, se ex-

prese p21 po inkubaci bunék s ribavirinem zvysilass. V disledku obou téchto zmén bylo po apli-

kaci ribavirinu pozorovano zastaveni bunécného cyklu ve fazi G1/G075848589, Ribavirin také
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v transformovanych buiikiach indukuje programovanou bunécnou smrt26.30.40,82-8590.91 Tgo je spo-
jeno s poklesem exprese Mcl-183, ZvySenda hladina aktivované kaspazy-9 a kaspazy-8 ukazuje, Ze
miZe byt v buiikiach po aplikaci ribavirinu spusténa apoptéza vnéjsi i vnitini cestou!. Vnitini
cestu aktivace apoptdzy ziejmé ribavirin indukuje aktivaci stresu endoplasmatického retikula
(ER), nebot byla v bunkach inkubovanych s ribavirinem detekovana zvySena UPR signalizace23.
Zjistilo se také, Ze jelikoz byvaji transformované buiiky ¢astecné chranény pred stresem ER zvy-
Senou expresi proteinu TRAP1, vice na plisobeni ribavirinu odpovidaji buriky, které maji TRAP1
umlceny?2.

Mezi dal$i ucinky ribavirinu v burice patii utlumeni exprese methyltransferazy histont
EZH?2848593, Kromé toho vedla aplikace ribavirinu u bunék ke zhors$eni jejich schopnosti mi-
grace?13042849094 Také invazivita bunék se pisobenim ribavirinu snizila*285. S tim souvisi pozo-

rovany pokles syntézy MMP-9 v bunikdch inkubovanych s ribavirinem#291. Inhibi¢n{ vliv mél ri-

bavirin i na schopnost bunék adherovat k povrchu8+8s. Potla¢ena byla také angiogeneze3°.

3.3.2 Uéinky ribavirinu v kombinaci s dal$imi latkami

Pri testovani na bunécnych liniich byla pozorovana synergie ribavirinu s fadou dalsich 1a-
tek. Kombinace ribavirinu s cytarabinem nebo idarubicinem méla vyraznéjsi inhibic¢ni vliv
na tvorbu kolonii leukemickych bunék nez aplikace samotného ribavirinu. Jesté vétsi redukce pro-
liferace pak nastala po inkubaci leukemickych bunék se vSemi témito tifemi latkami dohromady.
Synergie byla u leukemickych bunék pozorovana také pro spole¢né ptisobeni ribavirinu se sora-
fenibem nebo azacytidinems!. Aditivni G¢inek ma ribavirin i s bortezomibem v burikdch mnoho-
Cetného myelomu?3, imatinibem v leukemickych burikdch83, doxorubicinem v buiikach hepatoce-
lularniho karcinomus??, paclitaxelem v buiikach spinocelularniho karcinomu jazyka*® nebo carbo-
platinou v buiikach retinoblastomu3?. Kromé toho ribavirin senzitizuje leukemické buriky
k fludarabinusé. Silnéjsi efekt nez pii pisobeni samotného ribavirinu byl pozorovan u bunék re-
nalniho karcinomu i pro kombinaci ribavirinu s IFN-a2190 nebo 5-FU2!. Ribavirin také zvysil citli-
vost bunék adenokarcinomu prsu a glioblastomu k radioterapii2684. Jesté 1épe pak ptisobila radio-
terapie na glioblastomové buiiky pfi aplikaci ribavirinu spoletné s temozolomidem8+. Aditivni

efekt ribavirinu s radioterapii je zfejmé zaloZen na zabranéni repopulaci prezivsim bunkam?9s.

3.3.3 Testovani ribavirinu na zvirecich modelech

Uéinky ribavirinu byly studovany také v nékolika studiich na mysich s implantovanymi
lidskymi bunikami spinoceluldrniho karcinomu hypofaryngu?s, karcinomu prsu#?, cervikalniho
karcinomu®!, hepatoceluldrniho karcinomus®?, renalnfho karcinomu??, retinoblastomus3?, spinoce-

luldrntho karcinomu jazyka*?, gliosarkomu® nebo atypického teratoidniho rhabdoidniho
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tumoruss. Plisobeni ribavirinu u mysi s implantovanym tumorem vyrazné prodlouZilo dobu jejich
doZiti*28485 a zpomalilo zvétSovani tumoru#04275808591 Mysi, kterym byl podavan ribavirin, neu-
byvaly na vaze a nejevily ani zadné dalsi viditelné znamky vedlejSich ucink@40427580  V jednom
ptripadé bylo ale pozorovano vytvoreni rezistence tumoru na ribavirin*2. ZvétSovani tumoru
u mysi potlacila i kombinace ribavirinu s 5-FU nebo IFN-a?!. Také podavani ribavirinu spolecné
s carboplatinou3?, doxorubicinem?8 nebo paclitaxelem*® mélo na velikost tumoru u mysi redukéni
ucinek, a to vyraznéjsi nez pii podani ribavirinu samotného. Stejné jako u bunécnych linii zvysila
kombinace ribavirinu s temozolomidem ucinek radioterapie i u mysi8. Ani pii podavani ri-
bavirinu spole¢né s carboplatinou, paclitaxelem, 5-FU a IFN-a nebyly pozorovany zadné vyrazné

vedlej$f Géinky?13040,

3.3.4 Klinické testy s ribavirinem

V tuto chvili bylo provedeno nékolik klinickych studif testujicich ribavirin jako potencialni
1é¢ivo onkologickych onemocnéni a dalsi studie pravé probihaji.

Prvni studie faze II (NCT005590917) sledovala Gc¢inky ribavirinu u pacientti s akutni mye-
loidni leukémii (AML). Na bunécné drovni zptsobilo u vétSiny pacientli podavani ribavirinu zvy-
Seni podilu elF4E1 pritomného v cytoplasmé, pokles exprese cyklinu D1 a snizeni fosforylace Akt.
Pribéh onemocnéni se u vétSiny pacienti zlepsil nebo alesporn stabilizoval, u dvou pacientd z je-
denacti ovSem stale dochazelo k progresi onemocnéni®. Po ¢ase se také u vSech pacientt, ktefi na
1é¢bu zprvu odpovidali, vyvinula na ribavirin rezistence a doslo k relapsu?7.9s,

Mechanismy rezistence na ribavirin byly v této souvislosti popsany dva. Prvni spociva
ve sniZeni exprese adenosin kinazy (ADK), coZ vede k usnadnéni exportu ribavirinu ven z burky.
Druhy a Castéjsi typ rezistence byl spojen s nartistem hladiny Glil a v disledku toho s glukuroni-
daci ribavirinu nékterym z enzymi rodiny UGT1A. Glukurodinace pak zabranuje ribavirinu v in-
terakci s elF4E1. Pro senzitizaci takto rezistentnich bunék k ribavirinu lze pouzit vismodegib9.
Kombinace ribavirinu s vismodegibem nebo decitabinem pripadné obéma prilécbé AML je v sou-
Casnosti testovana klinickou studii faze I (NCT02073838"). Kombinace ribavirinu, inhibitoru Glil
nebo signalizace vedouci ke Glil a dalSiho chemoterapeutika pro lé¢bu rakoviny je i patentovana
(W020130370431).

Dalsi studie faze /11 (NCT01056523%) se opét zamérila na pacienty s AML, tentokrat byl
ovsem probandim ribavirin podavan spolecné s cytarabinem. Ten zfejmé brani vstiebavani ri-
bavirinu, nebot byly namérené koncentrace ribavirinu v plasmé pacientt p¥i stejnych davkach

1éc¢iva nizsi, neZ kdyz byl v predchozi studii ribavirin podavan samostatné. Presto doslo priblizné

*identifikacni kdd klinické studie v databazi ClinicalTrials.gov
t ¢islo patentu v databazi Svétové organizace duSevniho vlastnictvi
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u poloviny pacientii ke zlepSeni priibéhu onemocnéni nebo alespoii k jeho stabilizaci. I v tomto
piipadé byla ale u nékterych pacientti snizena exprese ADK nebo zvySena hladina Gli1?7.

Retrospektivni sledovani deseti pacientli s refrakternim lymfomem, ktefi podstoupili
transplantaci kostni diené a zaroven v kratkém c¢ase predtim nebo potom uzivali ribavirin
na lécbu RSV, ukazalo, Ze doslo u téchto pacientl ve velmi vysokém procentu pripadt ke kom-
pletni remisi, kterou davaji autori do souvislosti s uzivanim ribavirinu. Jednoznacna souvislost
ovSem zatim potvrzena nebyla%.

Kromeé toho v tuto chvili bézi klinické testy faze 1 /11 aplikace decitabinu s ribavirinem nebo
rapamycinem u pacientd s AML (NCT02109744"). Dalsi soucasna studie se vénuje ucinkiim ri-
bavirinu u pacientd se spinocelularnim karcinomem koiene jazyka nebo mandli (NCT01268579%).
Probéhly i klinické testy faze I /11 1é¢by ribavirinem u pacienti s metastatickym karcinomem prsu,
tato studie vSak byla pred¢asné ukoncena zdlvodu zacatku nové podobné studie

(NCT01056757").

3.3.5 VyuZiti ribavirinu ve vyzkumu

Ribavirin inhibuje proliferaci bunék a indukuje apoptézu nejen v transformovanych buii-
kach, ale i v bunikkach placentarnich. Na rozdil od inhibice migrace rakovinnych bunék ovSem ri-
bavirin motilitu trofoblastd zvysuje36. Tyto zmény pravdépodobné souvisi se zvySenou expresi

Hsp27 po inkubaci placentarnich bunék s ribavirinem100,

*identifika¢ni kdd klinické studie v databazi ClinicalTrials.gov
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4 Inhibice interakce elF4E1 s elF4GI

Nejvétsi skupinu inhibitorl tvori latky blokujici asociaci eIF4E1 s elF4GI. V takovém pri-
padé sice elF4E1 muze vazat mRNA cepicku, nemiZe se ale slozit komplex elF4F a kiniciaci

translace nedochazi.

4.1 4EGI-1

Latka nazvana 4EGI-1 byla nalezena proSetfovanim rozsahlého souboru molekul, u kte-
rych byla testovana schopnost vytésnit peptid odvozeny od elF4GI z vazby s fluorescenc¢né znace-
nym elF4E1 s cilem najit vhodny inhibitor této interakce. Ve vodném roztoku ma 4EGI-1 dvé izo-
formy, mezi nimiZ volné prechazi a z nichZ jedna vaze elF4E1 preferencné. Tato vazba je specificka
areverzibilnil0l, 4EGI-1 je soucasti patentu zahrnujiciho knihovnu molekul inhibujicich translaci
a metodu méreni inhibice translace (W02006078942t) a patentu zahrnujiciho skupinu latek inhi-

bujicich iniciaci translace (W02014124412t).

4.1.1 Mechanismus ptsobeni 4EGI-1

Plvodni piedstava o tom, jak 4EGI-1 inhibuje proteosyntézu, byla takova, Ze se molekula
vaze do stejného mista na elF4E1 jako elF4GI a o toto misto s nim kompetuje. Modelovani struk-
tury elF4E1 s navazanym 4EGI-1 ovSem ukazalo, Ze je oblast vazby 4EGI-1 od vazebného mista
elF4GI ve skutecnosti dosti vzdalena a mechanismus inhibice je alostericky. Fenylova skupina
4EGI-1 interaguje s hydrofobni Stérbinou na povrchu elF4E1, coZ vede k prodlouZeni ay-helixu
o jednu otacku. V disledku toho dochazi na eIF4E1 k dal$im konformac¢nim prestavbam, které za-
branuji asociaci elF4E1 s elF4GI192. Samotné misto vazby elF4GI ovSem zlistava konformac¢nimi
zmeénami neovlivnéno a mechanismus inhibice ziejmé spociva v oddaleni jeho dvou casti
od sebel03,

elF4GI je ptlsobenim 4EGI-1 cely vytésnén z vazby s elF4E1, naopak 4E-BP1 se muze
k eIF4E1 vazat a dokonce je tato asociace v piritomnosti 4EGI-1 ¢astéjsiloL, Diivodem je pravdépo-
dobné to, Ze 4E-BP1 a elF4GI sdili vazebné misto na elF4E1 a kdyz 4EGI-1 zabrani vazbé elF4GlI,
umozni se vazba 4E-BP1. SoucCasnd vazba 4E-BP1 a 4EGI-1 k eIlF4E1 je totiZ moZna i presto, Ze
interakce elF4E1 s 4E-BP1 zabranuje protaZen{ a;-helixu a konforma¢nim zménam indukovanym

vazbou 4EGI-1 k volnému elF4E154,

t ¢islo patentu v databazi Svétové organizace duSevniho vlastnictvi
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4.1.2 Vliv 4EGI-1 na bunécné procesy

To, Ze vySe popsany mechanismus inhibice translace plati i uvnit bunék, bylo potvrzeno
na radé lidskych rakovinnych bunécénych linif. SniZeni asociace elF4E1 s elF4GI a skladani kom-
plexu elF4F bylo pozorovano uleukemickych bunék101.104105 huynék nemalobunécéného karcinomu
plic35, kolorektalniho karcinomul%, bunék myelomovych7, gliomovych108109 i mezoteliomo-
vych!10111, Abundance transla¢nich iniciaCnich faktort vtéchto bunkach zistala nezmé-
nénal0s108109112 Stejna zlistala u vétSiny bunécnych linii i hladina fosforylovaného elF4E1108.109,
U nazofaryngealnich bunék linie HNE1 byl ov§em pozorovan jeho ubytek!13. Rozdilné vysledky
meélo také pozorovani miry fosforylace 4E-BP1. Pro lidské melanomové, nazofaryngealni a mezo-
telialni butiky byl pozorovan ubytek fosforylovaného 4E-BP1110.113114 zatimco u bunék leukemic-
kych a gliomovych se hladina nezménilat04108109, Tento rozdil ovsem miiZe souviset s vlastnostmi
jednotlivych bunécnych linii. Kromé toho bylo v bunikach po ptlisobeni 4EGI-1 nalezeno méné po-
lyzom1 a vice volnych ribozomt, coz dale potvrzuje utlumeni proteosyntézy43.104110.114_ Snizena
byla také exprese C-Myc101'105'107'109'110'114’_116, Cyklinu D135,105,109,114,115 g Survivinu107'109'114, zatimco
hladina -aktinu zlistala nezménéna101.110.114,

Kromé translace zavislé na cepic¢ce dovede pti vysSich koncentracich 4EGI-1 inhibovat
in vitro v RRL i translaci zavislou na IRES101.117, Syntéza virovych proteinti byla po aplikaci 4EGI-1
potlacCena i v kireccich fibroblastech linie BHK-21 infikovanych SV, VSV a EMCV117,

4EGI-1 v8ak nema vliv jen na syntézu proteint, ale zptisobuje dale v burice stres ERa v jeho
disledku indukci apoptézy. V lidskych gliomovych burikach doslo po plisobeni 4EGI-1 ke zvétSo-
vani ER a tvoreni vakuol od néj odvozenych. Také se z néj uvoliiovalo vice vapniku, v ¢emz hrala
roli zvySena hladina proteinu GRP-78 v téchto burikach, nebot uml¢eni GRP-78 pomoci siRNA ve-
dlo k menSimu vylévani vapniku z ER do cytoplasmy. Kromé toho se po inhibici GRP-78 snizila
exprese proapoptotického transkripéniho faktoru CHOP1%. Ten byl v burikdch karcinomu plic
a chronické lymfocytarni leukémie inkubovanych s 4EGI-1 exprimovan ve zvySené mire35104109,
Vyssi byla v téchto buiikach po aplikaci 4EGI-1 i hladina proteinu ATF-435104107 3 fosforylovanych
proteinti elF2a a PERK35109, VSechny tyto proteiny, CHOP, ATF-4, fosforylovany elF2a i fosforylo-
vany PERK, ukazuji na stres ER. Existuji ovSem i studie, které zménu v mnozstvi fosforylovaného
elF2a nepozorovaly!!2, Vzhledem k tomu, Ze elF2a ve své fosforylované formé také pisobi jako
inhibitor translace, vedlo by zvySeni jeho hladiny vlivem 4EGI-1 k atenuaci translace dvéma me-
chanismy.

Vliv ma 4EGI-1 i na dynamiku a morfologii mitochondrii. Jejich biogeneze sice ovlivnéna
nebyla, ptisobenim 4EGI-1 se ale mitochondrie zvétsily a mitochondrialni sit’ se rozpadla na mensi
utvary. To souvisi s expresi proteint hrajicich roli v mitochondrialni dynamice. Exprese Opa-1
a Mfn-1, proteinti ucastnicich se ve fizi mitochondrii, se sniZzila, naopak exprese proteint Fis-1

a Drp-1 ucastnicich se v rozpadu mitochondrii byla zvySena8. Kromé toho doslo vlivem 4EGI-1
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k inhibici mitochondrialni syntézy ATP1%9, inhibici mitochondridlniho komplexu I a vyrazné se
zvysila produkce ROS08, Zrusil se také membranovy potencidl108109 3 cytochrom c byl uvolnén
z mitochondrii ven108,

VySe zminéné déje ukazuji na indukci apoptézy mitochondrialni cestou a toto tvrzeni po-
tvrzuji i dalsi pozorovani. Vradé bunécnych linii byla po inkubaci s 4EGI-1 zvySena hladina
Bax107.109, Bak109, Noxal04107 nebo Pumal7, u T-buneék linie Jurkat byla pozorovana fragmentace
DNA a jadral0! a v neposledni fadé byly v fadé bunécnych linii po ptisobeni 4EGI-1 detekovany
produkty Stépeni PARP35107.110,113 kaspazy 3107109112 3 kaspazy 9107.109.112,113 Naopak Bcl-X, byl
v bunikach po aplikaci 4EGI-1 exprimovan ve snizené mire!01.105107 3 redukovana byla i exprese
Mcl-1107, Také hladina c-FLIP byla v disledku jeho zvySené ubiquitinylace a nasledné proteazo-
malni degradace v pritomnosti 4EGI-1 sniZena3s. U bunék chronické lymfocytarni leukémie byla
vlivem 4EGI-1 pozorovana utlumend exprese BCL2A1 a BCL2L1, na ¢emZ se podilela inhibice pro-
teosyntézy a indukce stresu ER spolecnél%4. Indukci apoptdzy plisobenim 4EGI-1 brani zvysSena
hladina TRAP1 v bunkach, naopak umlceni TRAP1 efekt 4EGI-1 stuptiuje®2. Také zvySena exprese
SUMO-2 c¢astecCné chrani pred apoptézou indukovanou 4EGI-11%. Netransformované bunky jsou
na ptsobeni 4EGI-1 oproti buiikdm rakovinnym vyrazné méné citlivé101.105107,110,112,

Neni bez zajimavosti, ze 4EGI-1 v buiikach prostirednictvim proteinu CHOP zptsobuje zvy-
Seni syntézy DR5, ktery v pripadé vazby ligandu TRAIL spousti extraceluldrné indukovanou
apopt6zu35113, Kombinace 4EGI-1 a TRAIL se proto v indukci apoptdzy u bunék nemalobunécného
karcinomu plic ukazala byt aditivni3s.

Dalsi efekt, ktery 4EGI-1 v butice m4, je inhibice mTORC1, coZ vede k vyssi aktivité 4E-BP1.
Inhibice proteosyntézy tedy probiha dvéma zptisoby, blokaci interakce elF4E1 s elF4GI primo vli-
vem 4EGI-1 a dale vlivem 4E-BP1. Zaroven vSak inhibice mTORC1 vede k fosforylaci Akt a v di-
sledku k ¢astecnému zvraceni inhibi¢niho ptisobeni 4EGI-1. Vyrazné lepsi vysledek ma proto kom-
binované pouziti 4EGI-1 s MK-2206, inhibitorem Akt. Aditivni ucinek lze pozorovat i pii aplikaci
4EGI-1 v kombinaci s LY294002, inhibitorem PI3K kinazy, a PP242, inhibitorem mTOR kinazy.
Oba proteiny se totiz ucastni signalizace vedouci k fosforylaci Akt. Mechanismus, kterym 4EGI-1
potlacuje plisobeni mTORC]1, je zatim neznamy?”.

Kromeé vyse zminénych inhibitorti ma 4EGI-1 synergicky tcinek také s ABT-737, inhibito-
rem Bcl-2104, Spoluptisobi také s everolimem19 a senzitizuje buiiky k plisobeni gemcitabinu a pe-
metrexedu!??. U bunék nemalobunééného karcinomu a adenokarcinomu plic rezistentnich k erlo-
tinibu 4EGI-1 castecné obnovuje jejich vnimavost ktomuto chemoterapeutiku!328. Také
pro bunikky endometridlniho adenokarcinomu rezistentni k cisplatiné byla pozorovana senzitizace
po inkubaci s 4EGI-119. Ve spojeni se salinomycinem bylo pro dvé bunéc¢né linie myxoidniho lipo-
sarkomu pozorovano synergické chovani. Naproti tomu spolecné piisobeni s doxorubicinem

u stejnych bunék nevyvolalo vyraznou zménu a s axitinibem bylo plisobeni antagonistické?22.
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Buiiky nazofaryngealniho karcinomu 4EGI-1 senzitizuje k radioterapii!3. S virem spalnicek pou-
Zivanym k 1é¢bé maligniho mezoteliomu ma ovSem ucinek antagonisticky?18.

z Ve

4.1.3 Testovani ucinki 4EGI-1 v Zivych modelech

Uéinky 4EGI-1 v Zivych modelech byly testovany zejména na mysich. Kdyz bylo 4EGI-1 po-
davano zdravym mySim intraperitonealni injekci, nebyly zaznamenany zadné viditelné vedlejsi
ucinky109.114 3 bylo pozorovano velmi rychlé vstrebavani latky114. Aplikace 4EGI-1 mySim se Sté-
pem lidskych bunék karcinomu prsu vedla k vyraznému omezeni zvétSovani tumoru a k inhibici
angiogenezel14115, ZyétSovani tumoru bylo vyrazné omezeno i pti podavani 4EGI-1 mySim se Sté-
pem lidskych melanomovych bunék!!4 a se Stépem lidskych gliomovych bunék%?. Pti nasledné
analyze byla v tumorovych bunkach pozorovana snizena asociace elF4E1 s elF4GI a snizena ex-
prese proteind Gcastnicich se v bunécné proliferacill4115, Z diivodu omezené rozpustnosti 4EGI-1
ve vodé ovSsem nemohla byt stanovena maximalni tolerovana davka?!14.

Naopak embrya Danio rerio 4EGI-1 viibec netolerovala. I v pomérné nizkych mnozstvich
bylo pro né 4EGI-1 teratogenni a ve vy3$sich davkach dokonce letalni'1®. NeZadouci a¢inky méla

aplikace 4EGI-1 také na dospélce Drosophila melanogaster120.

Cl

Cl

Obrazek 4: Chemicka struktura 4EGI-1. Pfevzato z Jia et al.,, 2012

4.1.4 Chemické modifikace 4EGI-1

Jak bylo zminéno vyse, 4EGI-1 existuje ve dvou izomernich formach, mezi kterymi ve vod-
ném roztoku volné prechazil®l. To, spolu s jeho omezenou rozpustnosti ve vodé114, komplikuje po-
uziti 4EGI-1 jako 1éku. Z tohoto diivodu byly testovany rtizné chemické modifikace 4EGI-1, které
by jeho vlastnosti mohly vylepsit.

Ukazalo se, Ze jako minimalni zaklad je nezbytny benzyl, karboxylova skupina, hydrazo-
nova funkce, thiazolovy kruh a fenylova skupina (obr. 4). U benzylové skupiny je navic tolerovano
odstranéni methylenového uhliku!2l, Naopak nahrazeni dusiku v imino skupiné uhlikem vede
ke ztraté funkcnosti 4EGI-1101, Monosubstituce na benzylu ani na fenylu neptinesly vyrazné zlep-

Seni vlastnosti 4EGI-1. Po disubstituci benzylu nitroskupinou v pozici meta a aminoskupinou
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v pozici para ovSem doslo k trojnadsobnému snizeni [Cso méfené in vitro v RRL. Vznikla molekula
také snizila asociaci eIF4E1 s elF4GI v buiikach a utlumila translaci mRNA zavislych na elF4E1
bez vlivu na preklad mRNA nezavislych na el[F4E1121,

Mirné zlepSeni aktivity 4EGI-1 pfineslo také spojeni hydrazonového dusiku s benzylem
do péticlenného kruhu, coz zabranilo izomerizaci molekuly. V kombinaci se substituci chlori na
fenylu hydroxylovou skupinou v pozici 4 nebo methoxy skupinou v pozici 3 dokonce vznikly ana-
logy 4EGI-1 s ICso vice nez Ctytikrat niz$i nez (Z)-4EGI-1. Analog s methoxy skupinou v pozici 3
ucinné zabranil asociaci elF4E1 s elF4GI a zplsobil inhibici proliferace lidskych melanomovych
bunék s I1Cso rovnou 4, 40 uM122,

Snizeni ICso Ize dosdhnout také spojenim thiazolu a fenylu za vzniku Sesti¢lenného kruhu.
Vysledna tricyklickd molekula je téméf planarni a velmi rigidni. Pouhym zacyklenim 4EGI-1 se
snizi ICsg in vitro o polovinu, nahrazenim chlord na fenylu methoxy skupinami vede k poklesu ICso
az na ¢tvrtinu. Na proliferaci bunék mél ale vyrazné lepsi ac¢inek analog vznikly pouhym zacykle-
nim molekuly, pfipadné analog, ve kterém byl jeden ze spojovacich uhlikd nahrazen kyslikem. ICsg
téchto analogl pri pouziti na bunky karcinomu prsu a melanomové burky se pohybovala mezi 3, 1
a5, 2 uM1zs,

Skupina analogi 4EGI-1, ve kterych byla hydrazonova funkce nahrazena benzenovym ja-
drem, byla i patentovana (W02013041468t). Pri in vitro testovani afinity k elF4E1 a vypoctech
ICso méla ada z téchto molekul velmi nizkou ICso pohybujici se v jednotkach pM. Jeden z patento-
vanych analogli ovSem podrobila testovani i jind skupina, ktera nepozorovala Zadnou inhibici
translace zavislé na cepicce a pti inkubaci s rakovinnymi butikami Zadny vliv na Zivotnost bunék.
Sami autofi této studie nabizi vysvétleni, Ze je rozdilny vysledek nejspiSe zplisoben povahou testa.
Autofri patentu totiz mérili schopnost vazat elF4E1 na zakladé fluorescencnich signald a ICso do-
pocetli s pomoci softwaru. Latky ale mohly vazat elF4E1 i bez toho, aby mély vyrazny vliv na pri-

béh proteosyntézy12+,

4.1.5 Dalsi vyuziti 4EGI-1

Pouziti 4EGI-1 je vzhledem k jeho Sirokému spektru Gcink Sirsi nez jen na inhibici prote-
osyntézy transformovanych bunék. K uc¢inné inhibici translace zavislé na cepicce dochazi ptisobe-
nim 4EGI-1 také in vitro v mozkové tkanil25126 g jn vivo v krysim mozku!25, V disledku toho do-
chazi k inhibici syntézy proteini spojenych s pozdni fazi dlouhodobé potenciace pamétil2é a u zvi-
fatlze po podani latky pozorovat zhorseni formovani dlouhodobé paméti!2s. Na jeji rekonsolidaci

naopak latka Zadny vliv nema125127 3 ovlivnéna nenf ani sila pamétit27.

t ¢islo patentu v databazi Svétové organizace duSevniho vlastnictvi
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4EGI-1 také zabranil vyvinuti hyperalgezie u mysi po injekci 2-aminotetralinu, pokud byly
obé latky podany spole¢né!2s,

Chybna regulace translace a zvySena dostupnost eI[F4E1 pro translaci hraje roliiu poruch
autistického spektra, byly proto provedeny i studie testujici vliv 4EGI-1 na toto onemocnéni. Jako
modely byly pouzity bud’ mysi se zvySenou expresi elF4E1, nebo s uml¢enym genem pro protein
4E-BP2.V obou pripadech byla v jejich mozku zvySena hladina elF4E1 asociovaného s elF4GI. Pi-
sobenim 4EGI-1 se mira asociace eIF4E1 s elF4GI snizila na tiroven zdravych jedincti129.130, Vyrov-
nal se také pomér excitacnich a inhibi¢nich potencialil30. V mire asociace elF4E1 a 4E-BP1 nebyl
u mysi se zvySenou expresi elF4E1 pozorovan rozdil!29. Podavani 4EGI-1 autistickym mysim pak
zlepSilo jejich socidlni chovani na droven srovnatelnou se zdravymi mys$mi, zatimco podavani
4EGI-1 zdravym mysim nezpusobilo Zadné viditelné vedlejsi ucinky129.130, Také u mysi se syndro-
mem fragilniho X chromozomu doslo vlivem 4EGI-1 ke zlepSeni jejich chovani a na morfologické
urovni k poklesu hustoty dendritickych trnii na iroven zdravych jedincti. Na zdravé mysi neméla
ani v jednom pripadé aplikace 4EGI-1 viditelny ticinek!31.

Jedna studie byla také vénovana roli 4EGI-1 v 1é¢bé Parkinsonovy choroby. U octomilek
Drosophila melanogaster s mutaci v genu pro protein LRRK2 zptisobujici Parkinsonovu chorobu
vedlo podavani 4EGI-1 k ¢asteCnému zlepsenti jejich pohybovych schopnosti a ke zpomaleni uby-
vani dopaminovych neuront. U kontrol ovsem aplikace 4EGI-1 lokomoci naopak zhorsila. Pocet
dopaminovych neuroni se vlivem 4EGI-1 u octomilek nezménil12o,

Neni bez zajimavosti, Ze inkubace ScGT1-1 bunék s 4EGI-1 zpisobila ¢astecné snizeni
mnozstvi PrPsc v téchto bunikach. Hladina PrP¢ ve zdravych GT1-1 bunikach pfitom nebyla piso-
benim 4EGI-1 nijak ovlivnéna?32.

Kromeé toho se zjistilo, Ze 4EGI-1 dokaze inhibovat infekci lidskych koZnich fibroblasti vi-
rem HSV-1 v zavislosti na koncentraci. Lepsich vysledkt bylo dosazeno, kdyZ byly buriky inkubo-
vany s 4EGI-1 uz pred infekci, k vyraznému potlaceni virové syntézy proteint doslo ale i v piipadé
pridani 4EGI-1 az 4 hodiny po infekci. 4EGI-1 dale potlacuje i spontanni a indukovanou reaktivaci
HSV-1, v obou piipadech nebyly v buiikach inkubovanych s 4EGI-1 detekovany Zadné virové pro-
teiny, antigeny, ani virové Castice v kultuie. Podobnych, i kdyz ne tak dobrych vysledki, bylo do-

sazeno i s virem VacV112,

4.2 4E1RCat

Podobné vlastnosti jako 4EGI-1 ma dal$i molekula zabranujici asociaci elF4E1 s elF4GI,
4E1RCat. Nalezena byla opét prosetrovanim velkého souboru molekul, u kterych byla testovana
schopnost vazat eIF4E1 a inhibovat na Cepicce zavislou translaci in vitro. Dalsim pozadavkem ale

tentokrat bylo, aby latka na rozdil od 4EGI-1 nezvySovala asociaci 4E-BP1 a elF4E1. Tuto interakci
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podle pozorovani 4E1RCat opravdu blokuje, stejné jako vazbu elF4E1 a elF4GI. elF4GI je v tomto
ptipadé volny v celé délce!33. Translace zavisla na ¢epicce byla in vitro vyrazné potlacenal33 134
zatimco translace zavisla na IRES byla silnéjsi133. ICso pro 4E1RCat byla udana ptiblizné jako 4 pM.
K potlaceni proteosyntézy doslo po aplikaci 4E1RCat i v Zivych bunkach14133.134, V disledku toho
poklesla hladina proteinii s mRNA zavislou na elF4E1, napriklad Mcl-1133135, 4E1RCat bylo i che-
micky modifikovano za ucelem zlepsSeni jeho schopnosti, Zddna z novych molekul se ovSem neu-
kazala byt lepsit33.

V zivych modelech piredstavovanych mysSmi s lymfomem rezistentnim k doxorubicinu ne-
vedlo podavani samotného 4E1RCat k zadnému zlepseni. V kombinaci s doxorubicinem ovSem do-
Slo k prodlouZeni remise. 4E1RCat tedy ziejmé tyto lymfomy k doxorubicinu senzitizuje!33. Také
buriky rezistentni k tamoxifenu se ukazaly byt citlivé vii¢i ptisobeni 4E1RCat, i kdyZz zadny aditivni
efekt pti pouziti obou latek spolecné pozorovan nebyl!.

Skutec¢nost, Ze 4E1RCat sniZuje kromé vazby elF4E1 a elF4Gl i interakci 4E-BP1 s elF4E1,
vedla pivodné k predstavé, ze 4E1RCat primo blokuje vazebné misto elF4GI a 4E-BP1
na elF4E1133. RozreSeni mechanismu vazby 4EGI-1 k eI[F4E1 ovSem ukazalo i moZnost, Ze by se
4E1RCat mohlo na elF4E1 vazat v jiné oblasti a inhibovat translaci alostericky02, Chemicky jsou
si obé molekuly, 4EGI-1 i 4E1RCat, velmi podobné (obr. 5) a vazba do stejného mista na el[F4E1 by
tedy nebyla prekvapenim. Rozdil ve vaznosti 4E-BP1 miize byt zplisoben jen odliSnymi konfor-
macnimi posuny na elF4E1 po navazani obou latek. Presny mechanismus vazby 4E1RCat k el[F4E1

tedy stale zlistava predmétem dalSiho badani.

Obrazek 5: Chemicka struktura 4E1RCat. Pievzato z Jia et al,, 2012

4.2.1 4E2RCat

Kromé 4E1RCat byla nalezena i dal$i podobna molekula pojmenovana 4E2RCat. 4E2RCat
také brani asociaci eIF4E1 a peptidu odvozeného od elF4GI i elF4GII i asociaci elF4E1 s 4E-BP1.

Dokonce bylo pozorovano i rozrusent jiz slozenych komplext elF4F plisobenim 4E2RCat. In vitro
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inhibuje 4E2RCat translaci zavislou na cepicce, a to v zavislosti na pouzité koncentraci. ICso
pro 4E2RCat €inf 13, 5 uM. Translace zavisla na IRES je pfi niZSich koncentracich 4E2RCat lehce
zvySena, pti velmi vysokych koncentracich je ovSem utlumena i ta. Proteosyntéza byla po aplikaci

4E2RCat atenuovana také v bunkach linie L-132136,

4.2.2 Pouziti 4E1RCat a 4E2RCat

Zjistilo se, Ze obé latky inhibuji replikaci lidskych koronaviri v bunkach v zavislosti
na case a koncentraci. V pritomnosti 4E2RCat nebyly detekovany zadné infekcni viry vné bunék
a intracelularné bylo jejich mnozstvi vyznamné snizZeno. Stejny i kdyZ ne tak vyrazny vliv mélo
i pisobeni 4E1RCat. Obé latky také snizily produkci virového S proteinu burtikami. Naopak syntéza
poliovirovych proteind nebyla ptisobenim 4E2RCat nijak ovlivnéna, coz dale potvrzuje ptisobeni
latky v sestavovani komplexu elF4F13¢,

Kromé toho chrani predchozi inkubace lidskych imortalizovanych fibroblastli s 4E1RCat
nebo 4E2RCat pred negativnimi tcinky paclitaxelu, vinorelbinu a nocodazolu. K signifikantnéj-
Simu efektu je ovS§em nutné, aby bylo chemoterapeutikum podano pozdéji, nebot pti sou¢asném

podani je ochrana prili§ mala3”.

4.3 Ouabain

V nedavné dobé se zjistilo, Ze jako inhibitor e[F4E1 plisobi i srdec¢ni glykosid ouabain. Jeho
schopnost inhibovat translaci byla testovdna na umélém bicistronnim konstruktu obsahujicim
transkript s IRES sekvenci a transkript s ¢epickou. V pritomnosti ouabainu podil produktu synte-
tizovaného z transkriptu s ¢epickou vyrazné poklesl oproti kontrole, translace zavisla na ¢epicce
je tedy ouabainem u¢inné inhibovana. Interakce ouabainu s elF4E1 byla potvrzena metodou flu-
orescencni titrace. Quabain pri ni dovedl vytésnit z vazby s elF4E1 peptid odvozeny od elF4GlI,
mechanismus uc¢inku ouabainu tedy zirejmé spociva v blokaci interakce elF4E1 s elF4GI.

Stejné jako ostatni inhibitory sniZuje ouabain v bunkach expresi cyklinu D1, zatimco
na syntézu (3-aktinu nema aplikace ouabainu Zadny vliv. Pokles hladiny byl pozorovan po inkubaci
bunék s ouabainem také pro HIF-1a, hladina mRNA pro HIF-1a pFitom zlistala nezménéna. Rozdil

nezaznamenala ani fosforylace 4E-BP1 a mTOR137.

4.4 Perillovy alkohol

Perillovy alkohol patrici mezi terpeny je hojné studovan z hlediska rostlinného metabo-

lismu. Jedna studie se ale zamérila i na vliv perillového alkoholu na interakci elF4E1 s elF4GI.
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Inkubace bunécnych linif karcinomu prostaty s perillovym alkoholem vedla ke sniZenf cel-
kového mnozstvi elF4GI asociujictho s elF4E1 bez ovlivnéni hladiny elF4E1. Divodem muze byt
bud’ blokace jejich vazby, nebo sniZeni mnoZstvi dostupného elF4E1, naptiklad vazbou s 4E-BP1.
SniZena uroven fosforylace 4E-BP1 na Ser65, ktera umoznuje interakci s el[F4E1, byla po inkubaci
bunék s perillovym alkoholem opravdu pozorovana, a to u dvou bunécnych linii karcinomu pro-
staty a jedné linie lidskych epitelidlnich bunék. Naopak zména ve fosforylaci 4E-BP1 na Thr37 se
pro jednotlivé bunécné linie liSila, toto misto ovSem na vazbu k elF4E1 nema vliv. Také uroven
fosforylace Akt se po aplikaci perillového alkoholu pro jednotlivé bunécné linie lisila. Primy acinek

perillového alkoholu na translaci ov§em zatim potvrzen nebyl138.
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5 Dalsi inhibitory elF4E1

Posledni skupinu latek tvori inhibitory, které nelze zaradit podle mista jejich ptsobeni,
nebot se mohou vazat do riznych oblasti na elF4E1. Konkrétné se jedna o aptamery, tedy RNA

nebo DNA oligonukleotidy navrZené tak, aby specificky interagovaly s konkrétnim proteinem.

5.1 RNA aptamery

Pii hledani vhodnych aptamert byla testovana schopnost vazat elF4E1 u velkého mnoz-
stvi RNA oligonukleotidii o nahodné sekvenci. Vybrany byly dva aptamery, které se vazaly na lid-
sky elF4E1 a zaroven nemély afinitu k nékterému z kontrolnich proteini. Mutacemi nékterych
aminoKkyselin na elF4E1 se ukazalo, Ze jsou pro vazbu aptameru 1 k eI[F4E1 esencialni Arg112
a Lys206, aminokyseliny interagujici se tretim fosfatem Cepicky. Naopak mutaci v Arg107, ktery
je pro vazbu cepicky k elF4E1 nezbytny, aptamer 1 toleroval. Oba aptamery také dovedly vytésnit
CepiCku z vazby s elF4E1. Z téchto udajl lze usoudit, Ze aptamer interaguje s vazebnym mistem
pro cepicku, mechanismus vazby ale neni zcela totozny. Naopak vazba 4E-BP1 k elF4E1 nijak
ovlivnéna nebyla. Také fosforylace el[F4E1 na Ser209 vazbu aptameru 1 k proteinu neovliviiuje.

To, Ze vazba aptameru vede k inhibici na ¢epicce zavislé translace, bylo potvrzeno in vitro v RRL139,

5.2 DNA aptamery

Stejny mechanismus ucinku jako RNA aptamery maji i DNA aptamery, které maji navic
vyhodu vyssi stability. Aptamert interagujicich s el[F4E1 bylo nalezeno sedm, u vSech byla na-
sledné otestovana schopnost inhibovat translaci. V extraktu hmyzich bunék atenuovaly translaci
tfi DNA aptamery v zavislosti na koncentraci, v lyzatu krali¢ich bunék utlumilo proteosyntézu pét
aptamert. Hladina mRNA piitomnych v bunécném extraktu ziistala po pridani aptameru stejna.
Misto, kam se aptamery na elF4E1 vazi, nebylo zkoumano, pouze u dvou z nich bylo pozorovano
branéni vazbé analogu Cepicky a zirejmé tedy interaguji s jeho vazebnym mistem. V lidskych buii-
kach linie HEK-293 dovedlo snizit Zivotnost bunék v zavislosti na koncentraci pét DNA aptamerd.
Dva z nich byly testovany i na HeLa butikach, kde mély stejny ucinek. Pozitivni vliv na funk¢nost
aptamerti mélaligace dvou aptameri k sobé, naopak fosforylace aptamerti na jejich aktivitu Zadny
efekt nemeélal4o.

Soubor DNA i RNA aptamert inhibujicich elF4E1 byl patentovan (W020160282231).

t ¢islo patentu v databazi Svétové organizace duSevniho vlastnictvi
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6 Srovnani inhibitoru elF4E1

Pro ovéreni skutecnosti, Ze vySe zminéné latky opravdu inhibuji aktivitu elF4E1, bylo po-
uzito raznych ukazateld. V pripadé komplementarnich oligonukleotiddi, siRNA a shRNA cilenych
na mRNA pro elF4E1 byla testovana a potvrzena jejich schopnost snizit mnozstvi elF4E1 v burice.
V dasledku utlumené exprese elF4E1 poklesla v bunikkach i hladina protein s mRNA zavislou
na elF4E1. Syntéza proteini s mRNA zavislou na elF4E1 byla atenuovana i vlivem ribavirinu,
4EGI-1 a ouabainu. U Fady latek byla také inhibovana translace zavisla na cepicce. Mezi tyto latky
patii oligonukleotid indukujici vznik G-kvartet(, analogy Cepicky, 4Ei-1, 4E1RCat, 4E2RCat, oua-
bain, RNA aptamery a DNA aptamery. Po aplikaci ribavirinu, 4EGI-1, 4E1RCat, 4E2RCat a ouaba-
inu bylo v butikach detekovano mensi mnozstvi sloZeného komplexu elF4F.

VSechny tyto skutecnosti ukazuji na utlumeni aktivity elF4E1. V ptipadé komplementar-
nich oligonukleotid(i, siRNA, ribavirinu a 4EGI-1 byla inhibice elF4E1 zaznamenana opakované
na riznych bunécnych liniich a lze ji tedy povaZovat za ovérenou. Analogy cepicky byly také roz-
sahle studovany, v naprosté vétsiné pripadt to ale bylo pouze in vitro v RRL. Bunécny lyzat je spe-
cifické prostredi, které v mnohém funguje odliSné od zivych systémt, poznatky ziskané v ném
proto nelze zobecnit. Ostatnim 1atkdm se vénovaly jen jednotky studii a vysledky proto nenfi
mozné povazovat jednoznacné za platné. V pripadé perillového alkoholu navic nebyl ptimy vliv
na translaci viibec testovan a pouze se na néj usuzuje na zakladé jeho pozorované schopnosti utlu-
mit interakci elF4E1 s elF4GI.

Vliv inhibitort na dalsi procesy v buiice nenf prozkouman u vSech latek do stejné miry.
Nejvice znalosti je k dispozici o siRNA cilené na mRNA pro elF4E1, ribavirinu a 4EGI-1. I u téchto
latek vSak existuji sporné body. Jedna se napiiklad o rozdily v drovni fosforylace Akt pisobenim
ribavirinu u rdznych bunécnych linii. Rozdilné vysledky byly publikovany také o fosforylaci
elF4E1 a 4E-BP1 po aplikaci 4EGI-1. Vzhledem k tomu, Ze trovei fosforylace Akt, elF4E1i4E-BP1
vyznamneé ovliviiuje miru probihajici translace v burice, a tedy miize podporit nebo naopak zvratit
primy vliv inhibitoru, bylo by vhodné zaméftit se na dtivod téchto rozdilti detailnéji. U ostatnich
inhibitord toho vétSinou vime pomérné malo nebo vibec nic, i u nich by proto bylo vhodné pro-
studovat jejich plisobeni na buriku hloubéji.

Plvodnim zamérem pti zkoumani inhibitord elF4E1 bylo najit latky, které by bylo mozné
vyuzit k 1é¢bé téch druhi rakoviny, u nichz je zvySena hladina eIF4E1. Pouziti zde popsanych latek
v 1é¢bé onkologickych pacientd ovSem narazi na fadu problému.

Jednim z nich je nenulovy naboj nékterych inhibitort, konkrétné komplementarnich oli-
gonukleotidd, siRNA, shRNA, analogi ¢epicky a aptamerti. Tato skutecnost komplikuje jejich do-

pravu do zivych bunék, nebot je nutné vyuzit vhodny vektor, ptripadné molekulu chemicky
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modifikovat. Problémem miuze byt také limitovana rozpustnost nékterych latek ve vodé nebo pri-
1i$ nizka aktivita latky.

Do Kklinickych testl se tak dostaly jen komplementarni oligonukleotidy a ribavirin. V pti-
padé komplementarnich oligonukleotidii ovsem studie nevedly k vyznamnému zlepSeni zdravot-
niho stavu pacientd, a to i presto, Ze byly komplementarni oligonukleotidy tispéSné dopraveny
do nadorovych bunék a jejich vlivem doslo v téchto buinikach ke sniZeni hladiny elF4E1. Presny
divod nedspéchu 1é¢by znam neni. Kromé dvou nedokoncenych studii se uz dalsi klinické testy
s komplementarnimi oligonukleotidy nekonaly. V soucasnosti je tak jedinou latkou v klinickych
testech ribavirin.

Ani pouziti ribavirinu ovS§em nezlistava bez problému. Predné je zdokumentovan vznik
rezistence spojeny s relapsem onemocnéni. Vznik rezistence je ovSem obecny problém lécby ci-
lené specificky na jeden protein a mélo by byt mozné ho ¢astecné obejit kombinaci ribavirinu
s dalsim chemoterapeutikem. Druhym problémem s vyuzitim ribavirinu mize byt jeho chemicka
povaha analogu guanosinu. Ribavirin diky tomu miiZe kromé translace zavislé na Cepicce teore-
ticky inhibovat i dalsi procesy, kterych se v burice guanosin tcastni. Diky schopnosti mimikovat
guanosin je koneckonct schopen branit virové infekci. Proto je dilezité detailni prostudovani
ucinkd ribavirinu v burice, a to nejen v souvislosti se syntézou proteini.

I kdyzZ je cesta inhibitorti eIF4E1 k onkologickym pacientlim jeSté dlouha a je dokonce
mozné, Ze se zadny z inhibitord elF4E1 k 1é¢bé rakoviny pouzivat nebude, nebylo jejich hledani
marnou shahou. Diky vyzkumu téchto latek se prohloubily nase znalosti o nadorovych bunkach,
procesech v nich a vlivu translac¢nich inicia¢nich faktort a jejich abundance na dalsi déje v burce.

Dalsi poznatky tohoto sméru lze potom s vyuzitim inhibitort elF4E1 ziskat i v budoucnu.
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7 Zaver

Tato prace podava pirehled latek a pristupt, které riznymi mechanismy inhibuji aktivitu
elF4E1, a shrnuje poznatky o jejich fungovani v bunikach a v Zivych organismech. Mnozstvi zna-
mych informaci se pro jednotlivé inhibitory velmi lisi. Zatimco u komplementarnich oligonukleo-
tidd, siRNA, ribavirinu a 4EGI-1 byla opakované a na rtiznych bunécnych liniich potvrzena jejich
schopnost inhibovat aktivitu el[F4E1 a vime i pomérné hodné o jejich vlivu na procesy v buiice,
u ostatnich latek uz ¢asto na ptivodni studie dal$i nenavazaly a poznatky o nich jsou proto neové-
fené a kusé.

Obecné ovSem bylo potvrzeno, Ze inhibice e[F4E1 vede v transformovanych burikach k po-
klesu exprese onkogennich proteint, k potlaceni morfologickych a fyziologickych zmén spojenych
s nadorovou transformaci buriky a k vy$si frekvenci programované bunécné smrti. Na netransfor-
mované bunky pritom inhibitory eIF4E1 cytotoxicky ucinek pri stejnych koncentracich nemaji.

Pouziti inhibitori elF4E1 v 1é¢bé nadorovych onemocnéni presto celi problémim s jejich
dopravou do bunék, omezenou rozpustnosti nékterych latek, snadnym vznikem rezistence
na lécbu nebo nizkou aktivitou latky. Proto se zatim podarilo do klinickych testli dovést pouze dvé

latky, komplementarni oligonukleotidy a ribavirin.
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