
Obrázek na titulní stránce: Inhibice DNA a RNA syntézy roskovitinem (c=20 µM) u buněčné linie CEM
T-lymfoblastické leukémie. Pro vyhodnocení inhibice DNA byla použita analýza BrdU (5-bromo-2´-
deoxyuridin) inkorporace, BrdU je analog thymidinu inkorporovaný do DNA během biosyntézy.
Inkorporovaný BrdU byl vizualizován pomocí anti-BrdU-FITC značené protilátky a detekován měřením
na průtokovém cytometru. U buněk přeléčených roskovitinem byla prokázána inhibice DNA syntézy
(32.06% vs. 60.99% u kontrolních buněk). Podobně byl analyzován účinek roskovitinu na RNA syntézu,
inkorporovaným nukleotidem byl BrU (5´-bromouridin). U buněk přeléčených roskovitinem byla
prokázána i inhibice RNA syntézy (84.5% vs. kontrolních 49.96% na úrovni BrU negativních buněk).
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SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK

53BP1 mediátor u oprav DNA DSBs (p53 binding protein 1)
ATM kináza účastnící se DNA oprav (Ataxia telangiectasia mutated)
ATP adenosintrifosfát
ATR kináza účastnící se DNA oprav (Ataxia telangiectasia and Rad3-related

protein)
ATRIP protein interagující s ATR (ATR-interacting protein)
BER bázová excizní oprava (base excision repair)
BOH bohemin; 2-[(3-hydroxypropyl)amino]-6-benzylamino-9-isopropylpurin
BRCA1 protein účastnící se homologní rekombinace (Breast cancer type 1

susceptibility protein)
BrdU 5-bromo-2-deoxyuridin
CAK cyklin-dependentní kinázy-aktivující kináza (CDK activating kinase)
CDC25s fosfatázy podílející se na regulaci aktivity CDK kináz (cell division

cycle 25s)
CDK cyklin-dependentní kináza (cyclin-dependent kinase)
CDKI inhibitor cyklin-dependentní kinázy (cyclin-dependent kinase inhibitor)
CHK1/CHK2 kinázy účastnící se DNA oprav (checkpoint kinase 1/2)
CTD RNAP II karboxylová terminální doména RNAP II polymerázy (Carboxy-

terminal domain of RNAP II)
DLTs limitní toxicity (dose-limiting toxicities)
DMSO dimetylsulfoxid
DNA deoxyribonukleová kyselina (deoxyribonucleid acid)
DNA-PK kináza účastnící se DNA oprav (DNA-activated protein kinase)
DP1 transkripční faktor
DSBs dvouřetězcové zlomy DNA (double strand breaks)
E2F transkripční faktor
Gy Gray
HR homologní rekombinace (homologous recombination)
γH2AX Ser139 histon H2AX fosforylovaný v místě Ser139, indikátor DSBs
IC

x
koncentrace látky/dávka záření inhibující tvorbu kolonií o x %

INK 4 inhibitor cyklin-dependentní kinázy 4 (kinase 4 inhibitor)
iPA N6-(2-isopentenyl)adenosin
Lys lysin
Mcl-1 antiapoptotický faktor
MDC1 mediátor u oprav DNA DSBs (mediator of DNA damage checkpoint 1)
MDM2 ubiquitinová ligáza regulující p53 protein (murine double minute 2 p53

asssociated oncogene)
MMR opravy chybného párování bází během replikace (Methyl directed

mismatch repair system)
MPF maturační promoční faktor (maturation promotion factor)
MRE11 člen multiproteinového komplexu MRN (meiotic recombination 11)
MRN multiproteinový komplex, senzor DNA DSBs (MRE11/RAD50/NBS1)
mRNA informační RNA molekula (messenger RNA)
MSH2, MSH6 proteiny účastnící se MMR oprav (mismatch repair protein 2/6)
MTD maximální tolerovaná dávka (maximum tolerated dose)
Myt1 kináza podílející se na regulaci aktivity CDK1 kinázy
NBS1 člen multiproteinového komplexu MRN (Nijmegen breakage

syndrom 1)
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NER nukleotidová excizní oprava (nucleotide excision repair)
NHEJ nehomologní spojování konců DNA (non-homologous end joining)
NSCLC nemalobuněčný plicní karcinom (non-small cell lung cancer)
OC olomoucin; 2-(2-hydroxyetylamino)-6-benzylamino-9-metylpurin
p16, p15, p18 a p19 inhibitory CDK kináz patřící do INK4 rodiny
p21, p27 a p57 inhibitory CDK kináz patřící do Cip/Kip rodiny
p53 nádorový supresorový gen/protein
PARP poly(ADP-ribozo) polymeráza
PBS fosfátový fyziologický roztok
PCNA podjednotka DNA polymerázy ó (prolifarating cell nuclear antigen)
PI propidium jodid
PI3K rodina rodina proteinových kináz (phosphatidylinositol 3-kinase)
PKC protein kináza C (protein kinase C)
pRb nádorový retinoblastomový supresorový gen/protein
p-TEFb transkripční faktor RNAP II polymerázy
RAD50 člen multiproteinového komplexu MRN
R bod restrikční bod
RNA ribonukleová kyselina
RNAP II transkripční RNA polymeráza II
RHR proteinový komplex účastnící se HR (RAD9B-RAD1-HUS1)
ROS roskovitin; 2-(R)-(1-etyl-2-hydroxyetylamino)-6-benzylamino-9-

isopropylpurin
RPA replikační protein A (replication protein A)
RSR proteinový komplex účastnící se HR (RAD17-RFC2-5)
SDS dodecylsulfát sodný
Ser serin
SER senzitizační koeficient (sensitizer enhancement ratio)
SF přežívající frakce (survival fraction)
SMC1 mediátor u oprav DNA DSBs (SMC1-structural maintenance of

chromosome 1-like protein)
TAX taxol neboli paklitaxel
TCR transkripčně vázané opravy (transcription coupled repair)
TGF transformační růstový faktor (transforming growth factor)
TFIIH transkripční faktor RNAP II polymerázy
Thr threonin
Tyr tyrosin
tRNA transferová RNA (transfer RNA)
Wee1 kináza podílející se na regulaci aktivity CDK1 kinázy
Xrcc2, Xrcc3 proteiny účastnící se HR (X-ray repair cross complementing)
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1. OBECNÝ ÚVOD DO PROBLEMATIKY

1.1. Úvod

Buňka během svého života přijímá mnoho vnitro- i mimobuněčných signálů, které ovlivňují její
průchod buněčným cyklem. Celý proces je kontrolován proteiny ze skupiny cyklin-dependentních kináz
(CDKs), jejich cykliny a přirozenými inhibitory cyklin-dependentních kináz (CDKIs) (Sherr 1996, Mor-
gan 1997). Rozhodování, zda dojde k buněčnému dělení, probíhá v G1 fázi cyklu, kde mají
nezastupitelnou regulační úlohu růstové supresorové geny proteinů pRb a p53. V S fázi cyklu pak probíhá
DNA replikace, ve fázi G2 probíhají poslední přípravy buňky na mitózu. Eukaryotické buňky během
buněčného cyklu prochází kontrolními body, kde může být v případě poškození buňky celý proces
dočasně pozastaven. Pokud je poškození rozsáhlé a neopravitelné, je zahájena apoptóza. Udržuje se tak
stabilita a integrita genomu organizmu. Jestliže díky genomickým alteracím kontrolní body nefungují,
dochází k nekontrolovatelné proliferaci.

Transformace normální buňky v buňku nádorovou je komplexní proces sestávající z většího množství
kroků a obvykle není způsoben pouze jedinou funkční poruchou buňky. Zhruba 90% nádorů vykazuje
dysregulaci dráhy supresorového proteinu pRb, časté jsou i mutace nádorového supresoru p53, inhibitorů
CDK kináz p15, p16 a dalších.

Význam látek inhibujících CDK kinázy pak spočívá právě v jejich schopnosti substituovat v buňce
funkci poškozených nádorových supresorů a zamezit dalšímu nádorovému bujení a to buďto
znovunastolením rovnováhy v buňce nebo prostřednictvím spuštění apoptózy. Velkým přínosem těchto
sloučenin je jejich specifický účinek na proliferující nádorové buňky. Díky evoluční stabilitě CDK kináz
jsou tyto látky účinné u širokého spektra organizmů a to i při poměrně nízkých koncentracích, přičemž
toxické koncentrace pro zdravé buňky se pohybují v řádově vyšších hodnotách. Jednu ze skupin
syntetických inhibitorů CDKs tvoří trisubstituované puriny, sloučeniny odvozené od olomoucinu, jejichž
účinkům je věnována tato dizertační práce.

Vzhledem k tomu, že dizertační práce pojednává nejen o mechanizmech účinků trisubstituovaných
purinů, ale i o kombinaci jejich účinků s radioterapií, teoretická část je věnována také poškození DNA
indukovanému ionizačním zářením.

1.2. CDK kinázy a cykliny

Cyklin-dependentní kinázy jsou serin/threonin protein kinázové enzymy, které jsou aktivní pouze ve
spojení s příslušným cyklinem. V aktivním stavu katalyzují přenos fosfátu z adenosin trifosfátu (ATP) na
substrátové proteiny v takovém pořadí, aby úspěšně proběhlo celé buněčné dělení (Nasmyth 1996,
Sherr 1996). Název cyklinů vychází z faktu, že jsou v dělících se buňkách cyklicky syntetizovány a že
v každé fázi buněčného cyklu jsou přítomny specifické cykliny. Výjimkou jsou cykliny třídy D, které
jsou v buňce obsaženy během celého buněčného cyklu, ostatní cykliny jsou vždy v určitém čase
syntetizovány i degradovány. Dnes známe celkem 13 CDK kináz a 25 cyklinů (Knockaert et al. 2002,
Murray 2004), u všech nejsou objasněny jejich biologické funkce a zdaleka ne všechny se uplatňují při
regulaci buněčného cyklu (Tab. 1). Kináza CDK7 (také CAK – CDK activating kinase) má na rozdíl od
ostatních CDKs odlišné postavení, aktivuje ve spojení s cyklinem H ostatní kinázy buněčného cyklu
fosforylací na threoninu 161, není tedy fázově specifická. Aktivitu CDK kináz ovlivňují také tumor
supresorové geny a jejich subcelulární lokalizace.

1.3. Buněčný cyklus

Buňka nacházející se v G1 fázi cyklu je stimulována ke vstupu do S fáze růstovými faktory. Pokud je
mitogenní stimulace dostatečná, buňka překročí nevratně tzv. restrikční bod R v G1 fázi cyklu. Dále už
pak buňka během celého dělení není závislá na mitogenní stimulaci. Mitogenní stimulace spouští indukci
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D cyklinů (D1, D2, D3), jejich stabilizaci, translokaci do buněčného jádra a vazbu s CDK kinázami
(Sherr et al. 1999, Sherr 1996). Cykliny D rodiny jsou vpodstatě senzory růstových faktorů a jejich
overexprese je v nádorových buňkách velmi častá (Sewing et al. 1993, Sherr et al. 1999, Sherr 1996).

Tab. 1: Funkce komplexů CDK/cyklin (Fischer et al. 2005).

(NS-nervový systém).

Průchod buňky G1 fází cyklu regulují komplexy CDK4/cyklin D, CDK6/cyklin D, CDK2/cyklin E
a CDK2/cyklin A (Sherr et al. 1999) (Obr. 1). Význam bodu R spočívá v regulaci aktivity proteinu pRb,
který na sebe váže transkripční faktory E2F rodiny (Obr. 2). Ty jsou potřebné k zahájení transkripce genů
nezbytných pro vstup do S fáze cyklu a DNA replikaci, dochází také k transaktivaci cyklinů A a E
(Strauss et al. 1995, Swanton 2004). Transkripční faktory se uvolňují po fosforylaci proteinu pRb
kinázovými komplexy CDK4/cyklin D a CDK6/cyklin D. Po skončení syntetických pochodů na sebe
pRb protein po své defosforylaci znovu naváže transkripční faktory a čeká na další aktivaci. pRb protein
je velmi důležitým nádorovým supresorem (Sherr 2004), poruchy jeho regulační cesty a tím i buněčného
cyklu jsou v nádorových buňkách velmi časté a vyskytují se u mnoha typů nádorů (Zheng et al. 2001).

Obr. 1: Regulace buněčného cyklu.
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Obr. 2: Regulace aktivity Rb proteinu (upraveno podle Stewart et al. 2003).

1.3.1. Kontrolní body buněčného cyklu

Kontrolní body G1/S a G2/M buněčného cyklu slouží ke kontrole poškození DNA. DNA může být
poškozena genotoxickými látkami a/nebo  zářením.V kontrolním bodě G1/S je DNA kontrolována před
vstupem buňky do S fáze cyklu (Obr. 3), v bodě G2/M po replikaci DNA (Obr. 4). Pokud je DNA
poškozena, buňka se v kontrolním bodě zastaví a spustí DNA opravy nebo apoptózu  (Zhou et al. 2000,
Lukas et al. 2004) V buňkách funguje také mitotický kontrolní bod, kde se kontroluje správná segregace
chromozomů během mitózy (Clarke et al. 2000).

Pro správnou funkčnost kontrolních bodů mají zcela zásadní význam CDKs inhibitory (CDKIs),
které se dělí do dvou skupin na INK4 a Cip/Kip inhibitory. Do rodiny INK4 inhibitorů patří p16, p15, p18
a p19; do Cip/Kip rodiny pak p21, p27 a p57. Inhibitory INK4 rodiny jsou specifické pro CDK4 a CDK6
kinázy v G1 fázi cyklu, vážou se na ně místo cyklinů. Inhibitory Kip/Cip mohou působit během celého
buněčného cyklu a inhibují komplexy CDK/cyklin (Sherr et al. 1999).

Na kinázu CDK2 se během S fáze váže cyklin A, ten na jejím konci přechází na CDK1 kinázu (Obr. 1).
V pozdní G2 fázi je v komplexu s CDK1 kinázou cyklin A nahrazen cyklinem B. Komplex CDK1/cyklin
B nazýváme také maturační promoční faktor (MPF), aktivní MPF faktor spouští mitózu. Regulace aktivity
CDK1 kinázy je však složitější než u ostatních kináz. Kromě vazby cyklinu B a fosforylace CDK7
kinázou je CDK1 kináza inhibičně fosforylována na Tyr15 kinázami Wee1 a Myt1. Pro vstup do mitózy
je proto inaktivní komplex CDK1/cyklin B aktivován defosforylací na Tyr15 CDC25C fosfatázou (Smits
et al. 2001).
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1.3.1.1. Kontrolní bod G1/S

Inhibitor p21 je pozitivně regulován supresorovým proteinem p53 nazývaným také strážce genomu
(Obr. 3), ten je velmi důležitým nádorovým supresorem. (Sherr 2004).  Koncentrace a aktivita proteinu
p53 v nepoškozených buňkách je nízká, protein je exprimován až v reakci na poškození DNA např.
ionizačním nebo ultrafialovým zářením, cytostatiky nebo při hypertermii či hypoxii. Jeho nejdůležitějším
transkripčním cílem je protein p21, jehož exprese vede k zastavení buněčného cyklu (inhibice CDKs) a
k inhibici replikace prostřednictvím inaktivace PCNA, což je pomocná podjednotka DNA polymerázy δ
(proliferating cell nuclear antigen) (Sherr 2004). Dalšími transkripčními cíli p53 proteinu jsou proteiny
účastnící se DNA oprav (GADD45) a v případě rozsáhlého poškození DNA také proteiny indukující
apoptózu (BAX) (Stewart et al. 2001, Rousseau et al. 1999). Protein p21 může inhibovat všechny CDK
kinázy buněčného cyklu včetně CDK7 kinázy. Protein p21 i protein p27 může být aktivován také kontaktní
inhibicí proliferujících buněk. Protein p15 je aktivován v reakci na TGF β (Shapiro et al. 2000) (Obr. 3).

Dalším fenoménem zprostředkujícím inhibici CDKs prostřednictvím p16 i p21 inhibitorů je
replikativní senescence, což je vpodstatě fyziologický program terminálního růstového bloku stárnoucí
buňky (Sherr 2004). Buňky ale mohou přecházet do stadia senescence i díky dalším stresovým faktorům,
jako jsou například genetické manipulace, chemoterapie nebo ionizační záření. Senescentní buňky jsou
metabolicky aktivní, avšak neproliferují. Dochází u nich k charakteristickým změnám v morfologii, jako
například zvýšená granularita, zvětšený a zploštělý tvar. Nejčastěji používaným markerem s vysokou,
nicméně ne absolutní specifitou je SA-β-gal (senescence-associated β-galactosidase), který je detekovatelý
pomocí X-gal barvení při pH=6 a zřejmě odpovídá zvýšenému množství lysozomů v senescentních
buňkách. Léčbou indukovaná senescence vykazuje podobnosti i rozdíly s replikativní senescencí
(Roninson 2003).

Obr. 3: Kontrolní bod G1/S (upraveno podle Cell Signaling 2006).
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1.3.1.2. Kontrolní bod G2/M

Kontrolní bod G2/M je na rozdíl od bodu G1/S aktivován především v reakci na poškození DNA
ultrafialovým nebo radioaktivním zářením (Obr. 4). Hlavní roli zde hrají kinázy: DNA-PK (DNA protein
kinase), ATM (Ataxia telangiectasia mutated kinase) a ATR (Ataxia telangiectasia and Rad3-related ki-
nase) (Lisby et al. 2005, Kastan et al. 2004, Bernstein et al. 2002). Všechny jmenované kinázy mohou
v kontrolním bodě G2/M ale i v bodě G1/S, jak již bylo uvedeno,  zablokovat buňky prostřednictvím
dráhy p53/MDM2-p21 (Kastan et al. 2004, Lukas et al. 2004).

ATM/ATR kinázy také mohou prostřednictvím aktivace CHK1/CHK2  kináz (checkpoint kinases 1 a 2)
inhibovat kinázu CDK1(Obr. 4). CHK1/CHK2 kinázy fosforylují CDC25C fosfatázu, na kterou se potom
váže 14-3-3 protein. Díky této vazbě dochází k transportu CDC25C fosfatázy z buněčného jádra do
cytoplazmy, čímž je znemožněna aktivace CDK1 kinázy a buňka zůstává zablokovaná v G2/M fázi
cyklu. Zvýšenou expresi proteinu 14-3-3 přitom reguluje právě protein p53. Protein 14-3-3 se váže i na
CDK1 kinázu, která je pak také transportována do cytoplazmy (Kastan et al. 2004, Lukas et al. 2004).
Další podrobnosti související s opravami DNA poškozené ozářením jsou uvedené v kapitole 1.6.
o účincích ionizujícího záření na buňky a tkáně.

Obr. 4: Kontrolní bod G2/M (upraveno podle Cell Signaling 2006).
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1.3.2. Dysregulace buněčného cyklu

V nádorových buňkách bývají mutovány především dvě skupiny genů. První skupinu tvoří proto-
onkogeny, které ve zdravých buňkách stimulují proliferaci. Druhou skupinu tvoří nádorové supresory,
především p53 a pRb, které za normálních okolností proliferaci inhibují. Výsledkem je nekontrolovaná
proliferace, poněvadž kontrolní body  přestávají plnit svoji funkci. Obecně se jedná o mutace genů
kódujících cykliny, CDK kinázy a jejich inhibitory i aktivátory, substráty CDKs (pRb) a proteiny fungující
v kontrolních bodech buněčného cyklu (p53).

Velmi důležitá je inaktivace funkce pRb proteinu, který může být buďto mutovaný, nebo spíše
hyperfosforylovaný díky overexpresi pRb aktivujících cyklinů D a E, kináz CDK4 a CDK6, popř. díky
deleci p16 proteinu. Tuto poruchu pRb regulační dráhy má zhruba 90% nádorů. Patří sem zejména
nádory prsu, plic, retinoblastom a osteosarkom (Zheng et al. 2001). U transgenních myší vede overexprese
cyklinu D1 nebo E k vyššímu výskytu adenokarcinomů (Wang et al. 1994, Bortner et al. 1997).

Nejčastěji se vyskytující a také velmi významnou genetickou alterací v nádorových buňkách je
mutace p53 proteinu (Stewart et al. 2001). U pacientů s vrozenou mutací p53 (Li-Fraumeniho syndrom)
je zvýšený výskyt nádorů mozku, plic a sarkomů. Funkce p53 může být narušena také overexpresí nebo
amplifikací jeho negativního regulátoru MDM2 (Momand et al. 1998).

U skupiny INK4 inhibitorů CDKs jsou alterace celkem běžné, zejména u p15 a p16 (Drexler 1998).
Exprese proteinu p27 u některých typů nádorů koreluje s rezistencí buněk na chemoterapii, nízká exprese
proteinu znamená špatnou prognózu (Porter et al. 1997, Naumann et al. 1999). Alterace proteinu p21 je
málo častá, což ukazuje na jeho význam pro homeostázu a přežití nádorové buňky (Grana et al. 1995).

Vyšší pravděpodobnost vzniku nádoru s sebou nesou alterace genů účastnících se v DNA reparačních
procesech. Například mutace ATM kinázy (ataxia telangiectasia) je asociována se zvýšenou incidencí
leukemií, lymfomů a nádorů prsu (Khanna 2000).

1.4. Regulace transkripce prostřednictvím CDK kináz

Na transkripci se podílejí celkem tři typy RNA polymeráz (RNAP). Nejdůležitější RNAP II polymeráza
hraje významnou roli v transkripci genů na informační mRNA (messenger RNA) molekuly. Samotné
transkripce se kromě holoenzymu RNAP II polymerázy účastní také nejrůznější obecné a specifické
transkripční faktory, ale i další asociované proteiny tak, aby správně proběhly všechny fáze transkripčního
procesu. Tzn. vznik preiniciačního komplexu, vazba na DNA, iniciace transkripce, mRNA elongace,
terminace mRNA a posttranskripční úpravy mRNA. Základním mechanizmem regulace aktivity RNAP II
polymerázy v jednotlivých fázích transkripce je reverzibilní fosforylace její terminální karboxylové
domény CTD (Carboxy-terminal domain), ke které dochází díky asociacím či disociacím s různými
mRNA proteinovými kinázami (Fischer et al. 2005, Rosypal 1997).

K proteinovým kinázám zodpovědným za tyto fosforylace (regulace aktivity RNAP II polymerázy)
patří přinejmenším kinázy CDK1, CDK7, CDK8 a CDK9. Konkrétně pak CDK7/cyklin H-MAT1 komplex
je součástí transkripčního faktoru IIH (TFIIH), který reguluje RNAP II polymerázu při přechodu z iniciační
do elongační fáze transkripce. Komplex CDK9/cyklin T je součástí transkripčního faktoru p-TEFb, který
hraje svoji roli během elongace. Naproti tomu komplexy CDK1/cyklin B a CDK8/cyklin C mají spíše
negativní účinek na průběh transkripce. První zabraňuje syntéze mRNA během mitózy a druhý
pravděpodobně zabraňuje vstupu faktorů regulujících iniciační fázi do fáze transkripční preiniciace.
Současně se zdá, že CDKs mohou regulovat RNAP II polymerázu i mimo CTD doménu (Fischer et al.
2005, Ljungman et al. 2001).

Zablokování transkripce může primárně ovlivnit akumulaci transkriptů s krátkými poločasy rozpadu
(např. členové antiapoptické rodiny a regulátory buněčného cyklu) a může také způsobit akumulaci
některých proteinů v jádře (např. p53 protein) nebo komplikace v průběhu replikace (Obr. 5). Z těchto
důvodů jsou na inhibici transkripce citlivé především proliferující nádorové buňky, které jsou závislé na
konstitutivní expresi antiapoptotických faktorů potřebných jako protiváha k aktivním stresovým signálům
uvnitř buňky (Derheimer et al. 2005, Ljungman et al. 2004).
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RNAP II polymeráza dále funguje jako senzor poškození DNA a to tak, že se zablokuje na místech
poškozené DNA. Poté  jsou aktivovány transkripčně vázané opravy (TCR-transcription coupled repair)
nebo může dojít k odstranění zablokované polymerázy ubikvitinací (Bernstein et al. 2002). K TCR
opravným systémům patří nukleotidové excizní opravy NER (nucleotide excision repair) a bázové excizní
opravy BER (base excision repair) . Aktivace TCR je doprovázena stabilizací proteinu p53 modifikováním
na pozicích Ser15 (fosforylace) a Lys382 (acetylace) a jeho akumulací v buněčném jádře (Ljungman et
al. 2004). Akumulace p53 proteinu zřejmě souvisí s nefunkčním transportem proteinu z buněčného jádra
do cytoplazmy (nepřítomnost exportních mRNA molekul) nebo se změnami jaderných struktur. Pokud
není blokáda transkripce včas vyřešena, buňky mohou vstoupit do apoptózy (Obr. 5) (Ljungman et al.
2004, Derheimer et al. 2005).

Co se týče možných komplikací během replikace, není zcela zřejmé, zda v buňkách může docházet
ke kolizím zablokované RNAP II polymerázy s replikačním aparátem, nebo zda RNAP II polymeráza
hraje během replikačního procesu buďto přímou nebo nepřímou roli prostřednictvím transkripce genů
potřebných pro správný průběh replikace (Derheimer et al. 2005). Další teorie související se zablokovanou
transkripcí a replikací je uvedena v kapitole 1.6.3.

Obr. 5: Možné mechanizmy indukce apoptózy způsobené zablokovanou transkripcí (upraveno podle
Derheimer et al. 2005).

1.5. CDK inhibitory jako nová protinádorová léčiva

Cílem výzkumu je protinádorová léčba, která by byla vysoce specifická pro nádorové buňky a proto
by nezatěžovala zdravou tkáň. Nádorové buňky jsou pro takovou terapii predisponovány díky nefunkčním
kontrolním bodům buněčného cyklu, tzn. díky  dysregulaci cyklin-dependentních kináz, což jim umožňuje
nekontrolovanou proliferaci. Současně se zdá, že jsou tyto proliferující buňky až extrémně závislé na
aktivitě transkripční RNAP II polymerázy, která je rovněž regulována prostřednictvím CDK kináz. Z toho
vyplývá obrovský potenciál  využití CDKs inhibitorů (modulátorů) v protinádorové léčbě.

Existují různé terapeutické strategie pro modulaci aktivity CDK kináz. Inhibitory se dají rozdělit na
přímé a nepřímé, ale také podle jejich rozdílné míry specifičnosti pro CDK inhibici (Tab. 2). Například
staurosporin, suramin a 6-methylaminopurin jsou relativně nespecifickými inhibitory, naopak olomoucin,
flavopiridol a paulony jsou mnohem selektivnějšími inhibitory. Flavopiridol inhibuje všechny testované
CDK kinázy, ale olomoucin, purvanol a paulon inhibují především kinázy CDK1 a CDK2 a přímo
neinhibují kinázy CDK4 a CDK6 (Fischer et al., 2005). Nicméně k inhibici CDK4/6 dochází nepřímo
prostřednictvím inhibice aktivity CDK7 kinázy, která aktivuje ostatní CDKs kinázy fosforylací na Thr160/161
(Hajdúch et al. 1999a, b).
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U přímých inhibitorů CDK kináz flavopiridolu, UCN-01 a roskovitinu už byly nastartovány klinické
studie. Za zmínku stojí také fakt, že u CDK inhibitorů probíhá výzkum týkající se jejich využití v oblasti
virologie a nefrologie. S ohledem na téma dizertační práce se budeme dále zabývat pouze souhrnem
údajů týkajících se syntetických inhibitorů CDKs odvozených od olomoucinu.

Tab. 2: Přehled přímých a nepřímých inhibitorů CDK kináz.

A. Přímé CDK inhibitory (“small molecules”)

1. Přírodní nebo syntetické deriváty
Flavopiridol (a deschloroflavopiridol)
Staurosporin and UCN-01
9-Hydroxyelipticin
Toyocamycin
Suramin
Butyrolakton I
Paulony
9-hydroxyelipticin
2. Puriny a jim podobné analogy
6-dimetylamino purin
Isopentenyladenin
Olomoucin
Roskovitin
Bohemin
Purvalanol
3. Peptidy
napodobující p16INK4a a p21Cip1 inhibitory

B. Nepřímé CDK inhibitory
1. Alterující kontrolní body buněčného cyklu
Fosfatázové inhibitory (např. kys. okaidaová)
UCN-01
Kofein
Pentoxyfylin
2. Snižující hladinu cyklinů D řady
Rapamycin
Benzochinolonové ansamyciny
Cyklin D1 antisense metody
3. Zvyšující hladinu endogenních CDK inhibitorů
Butyráty
Retinoidy
Látky s diferenciačními účinky
4. Inhibitory proteosomální degradace
PS-34
5. Inhibitory histonových deacetyláz
butyrát
trichostatin A
hybridní polární sloučeniny
FR901228
fenylbutyrát
oxamflatin
MS-27-275
apicidin A
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1.5.1. Trisubstituované puriny

1.5.1.1. Historie objevu účinku trisubstituovaných purinů

Historie objevu účinku trisubstituovaných purinů se váže k rostlinným hormonům, cytokininům. Na
začátku byly cytokininové sloučeniny rozeznány na základě jejich schopnosti indukovat buněčné dělení
u některých rostlinných tkání, dnes se o nich ví, že jejich účinky na rostliny mohou být různé (Skoog et
al. 1970).

Jedná se o N6 substituované adeniny, které se alespoň v rostlinách vyskytují jako nukleotidy,
nukleotidy, 3,7,9,O-glukosidy a konjugáty s aminokyselinami. Cytokininy se objevují i jako volné
sloučeniny a jsou také nukleosidovou součástí transferové RNA (tRNA) rostlin, zvířat a mikroorganizmů
(McGaw et al. 1995). Převážnou část cytokininů obsažených v tRNA  kvasinkových a zvířecích buněk
představuje N6-(2-isopentenyl)adenosin (iPA). U rostlin a mikroorganizmů dochází k přirozenému uvolnění
volného iPA po skončení cyklu tRNA, ale to nikdy nebylo detekováno u zvířat. U různých savčích linií
iPA inhiboval buněčnou proliferaci (Slak et al. 1970). U iPA byly popsány protinádorové účinky v in
vivo experimentech u Ehrlichova ascitického karcinomu, myší leukémie L1210, lidské myeloidní leukémie
(Grace et al. 1967), ale nikoliv u sarkomu 180, adenokarcinomu 735, Walkerova 256  karcinosarkomu
(Slak et al. 1970) a lidské lymfatické leukémie (Grace et al. 1967). iPA také inhiboval lymfocyty
stimulované fytohemaglutininem (Gallo et al. 1969). U stejného pokusu vedly nízké koncentrace iPA
(10-7M) ke stimulaci proliferace lymfocytů, což je v souladu s aktivitou cytokininů v rostlinných tkáních
(Suk et al. 1968). Přestože měl derivát iPA v in vivo testech jen mírný účinek, vstoupil do preklinických
testů. Hlavním toxickým účinkem u zvířat byla hepatotoxicita a atrofie žaludku. Látka inhibovala
proliferaci gastrointestinální i mízní tkáně a indukovala granulocytózu.U dítěte s akutní promyelocytární
leukémií iPA opakovaně indukoval krátkodobou kompletní remisi v kostní dřeni (Jones et al. 1968).

Díky těmto biologickým účinkům byla zahájena syntéza dalších derivátů cytokininů (Grace et al.
1967). Z nich pouze N6-benzyladenosin prošel testy na buněčných kulturách a preklinickými testy
(Mittelman et al. 1972). Většina těchto experimentů proběhla v sedmdesátých letech bez dalšího
pokračování. Až o dvacet let později, především díky novým poznatkům z oblasti buněčného cyklu,
byly nastartovány další studie s cílem odpovědět na otázku zda tyto sloučeniny ovlivňují molekulární
mechanizmy buněčného dělení a jestli cytokininy  interagují se známými regulačními proteiny savčího
buněčného cyklu (cyklin-dependentní kinázy, cykliny, atd.). Model živočišných CDKs byl vybrán proto,
že u rostlin v té době nebyla analoga CDKs a cyklinů  známa. V laboratoři Dr. Meijera (CNRS, Francie)
proběhl screening modulace CDK1/cyklin B komplexu u širokého spektra rostlinných hormonů a
překvapivě bylo zjištěno, že 2-(2-hydroxyetylamino)-6-benzylamino-9-metylpurin při mikromolárních
koncentracích selektivně inhibuje CDK1 a také další homologní kinázy (Veselý et al. 1994). Sloučenina
byla nazvána olomoucin (OC) na počest města Olomouce, kde pracovala většina členů pracovního týmu
(Obr. 6). Olomoucin je derivát cytokininu 6-benzylaminopurinu, který byl nejčastěji používán
v rostlinných in vitro systémech. Původně byl olomoucin nasyntetizován  pracovní skupinou Dr. Lethama
a rostlinní biologové ho používali jako inhibitor glukosyltransferáz (Parker et al. 1986).

1.5.1.2. Mechanizmus účinku trisubstituovaných purinů

Olomoucin selektivně inhiboval CDK1/cyklin B komplex, který je klíčovým mitotickým faktorem, je
vysoce konzervovaný a hraje důležitou roli v základních mechanizmech kontroly buněčného cyklu
všech eukaryot. Sloučenina neinhibovala  ostatní buněčné kinázy (Tab. 3) jako je např. protein kináza C
(PKC). Dnes máme nasyntetizovanou řadu sloučenin s větším potenciálem pro inhibici CDK1 kinázy než
má OC. Jeden z prvních podstatně účinnějších derivátů olomoucinu byl nazván roskovitin (ROS), chemicky
je to 2-(R)-(1-etyl-2-hydroxyetylamino)-6-benzylamino-9-isopropylpurin (Meijer et al. 1997) (Obr. 6).

Syntetické inhibitory CDK kináz odvozené od olomoucinu se chovají jako kompetitivní inhibitory
vazby ATP na CDK1 kinázu (Veselý et al. 1994). Ve spolupráci s Dr. De Azevedo a Dr. Kimem (Kalifornská



18

univerita) byly provedeny první krystalografické studie OC a ROS, ze kterých vyplynulo, že purinová
část derivátů se váže do ATP vazebného místa CDK2 kinázy (do adeninové kapsy), ovšem benzylová
skupina je vázána vně tohoto místa a je stejně jako fenylová skupina flavopiridolu zodpovědná za
vysokou specifitu vazby látek na kinázu. Jejich celková prostorová orientace ve vazebné kapse kinázy je
tudíž odlišná od orientace samotného ligandu (Schulze-Gahmen et al. 1995, De Azavedo et al. 1997).
Znalosti z krystalografických studií umožnily zabývat se designem ještě učinnějších inhibitorů CDK
kináz. K dnešnímu dni byly nasyntetizovány stovky biologicky aktivních sloučenin s více než 10 až 30-
krát zvýšenou inhibiční kapacitou (Havlíček et al. 1997, Trávníček et al. 2000, Kryštof et al. 2002). Ze
vztahu struktura-aktivita vyplynulo, že v 1, 3 a 7 pozici purinového kruhu nesmí být žádné substituenty,
původní skupiny zřejmě hrají roli při vzniku vodíkových vazeb s CDK kinázami (Havlíček et al. 1997).
Naproti tomu OC, ROS a další C2,N6,N9-trisubstituované adeniny vykazují vysokou CDK inhibiční
kapacitu.V pozici 2 nesmí dojít k odstranění ani ke změně postranní skupiny, zároveň v poloze 9 nesmí
být žádná hydrofobní skupina, jinak dochází k dramatickému snížení inhibičních vlastností látek
(Havlíček et al. 1997).

Během studia nové generace cytokininů s CDK1 kinázovou inhibiční aktivitou byl naší pracovní
skupinou identifikován mechanizmus protinádorového účinku těchto látek (Hajdúch et al. 1997b, Hajdúch
et al. 1998, Hajdúch et al. 1999a, b, Kovářová et al. 2002, Skalniková et al. 2005). Do studie byl jako
negativní kontrola zařazen strukturně podobný a inhibičně neúčinný derivát isopentenyladenin (IP),
dále pak potenciální inhibitory CDK kináz: OC, ROS a bohemin (BOH), 2-[(3-hydroxypropyl)amino]-6-
benzylamino-9-isopropylpurin (Obr. 6). Přestože tyto látky v in vitro testech neihibují CDK4 kinázu, jak
už bylo dříve publikováno, v in vivo podmínkách byla kináza CDK4 inhibována právě díky přímé
inhibici CDK7 kinázy, jejímž úkolem je aktivace ostatních kináz buněčného cyklu (Obr. 7). Syntetické
inhibitory odvozené od olomoucinu při koncentracích 1-30 µM v in vitro testech u mnoha nádorových a
leukemických linií indukují apoptózu, přičemž nemaligní buňky často přežívají koncentrace vyšší než
250 µM (Stýskalová et al. 2006). Indukovaná apoptóza je nezávislá na statutu p53 a pRb proteinu,
nukleo/proteosyntéze de novo a naopak je závislá na aktivitě
kaspáz a fosfatáz. Aktivace kaspáz byla potvrzena i rozštěpením laminu B a pRb proteinu v průběhu
apoptózy (Hajdúch et al. 1997b, Hajdúch et al. 1998).

Obr. 6: Chemické vzorce olomoucinu, boheminu a roskovitinu.

Pro analýzu mechanizmů vzniku rezistence na syntetické inhibitory CDK kináz byly připraveny také
rezistentní sublinie (klony) u T-lymfoblastické leukémie (CEM linie) a to tak, že tyto buňky byly pěstovány
s postupně rostoucími subtoxickými koncentracemi boheminu. Mechanizmus rezistence byl unikátní:
1) snížená proliferace, 2) indukce buněčné senescence, 3) inhibice exprese CDK1 a CDK7 kinázy (Obr. 8),
4) znovuobnovení exprese přirozeného inhibitoru CDK kináz p21WAF1, 5) pokles DNA-polymerázové a 6)
DNA-telomerázové aktivity (Hajdúch et al. 1997b).

V souhrnu řečeno, inhibitory OC, ROS i BOH mají v in vitro i v in vivo podmínkách schopnost blokovat
buňky na přechodech G1/S a G2/M fáze cyklu a zpomalovat jejich průchod S fází buněčného cyklu, tyto
látky také indukují apoptózu a to ze všech fází buněčného cyklu (Meijer et al. 1997, Raynaud et al.
2005, Hajdúch et al. 1997b, Wojciechowski et al. 2003, MacCallum et al. 2005, Hajdúch et al. 1999a, b).
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Sloučeniny původně identifikované jako inhibitory CDK1/2 kinázy inhibují kromě CDK7 kinázy
také kinázy CDK5 a CDK9 (Meijer et al. 1997, Raynaud et al. 2005, Hajdúch et al. 1999a, b). Profil
inhibičních aktivit trisubstituovaných purinů je uveden v tabulce č. 3. Prostřednictvím inhibice CDK7
a CDK9 kinázy pak inhibují transkripční RNAP II polymerázu (MacCallum et al. 2005, Raynoud et al.
2005, Ljungman et al. 2001). Inhibice RNAII polymerázy  jednoznačně souvisí s faktem, že roskovitin
u nádorových buněk obsahujících přirozený (wild type) protein p53 způsobuje jeho stabilizaci a jadernou
akumulaci (David-Pfeuty et al. 2001, Ljungman et al. 2001, Blaydes et al. 2000, Wojciechowski et al.
2003) doprovázenou dekondenzací chromatinu a fragmentací jádra (David-Pfeuty et al. 2001,
Wojciechowski et al. 2003). Příčinou stabilizace p53 proteinu je transkripční suprese ubikvitinové ligázy
MDM2, která je negativním regulátorem proteinu p53 (Lu et al. 2001, David-Pfeuty et al. 2001).

Obr. 7: In vitro a in vivo aktivita CDK4 a CDK7 kináz inhibovaných trisubstituovanými puriny.

Obecně inhibice RNAP II polymerázy vede také k poklesu hladiny mRNA antiapoptotických faktorů
s krátkým poločasem rozpadu. U roskovitinu byla popsána downregulace antiapoptotického faktoru
Mcl-1 s poločasem rozpadu 30 minut, u které bylo experimentálně prokázáno, že sama o sobě stačí
k indukci apoptózy u myelomových buněk (MacCallum et al. 2005).

Zdá se, že jevy související s inhibicí RNAP II polymerázy roskovitinem, předcházejí samotné
zablokování buněčného cyklu a také že mají přímou souvislost s indukcí apoptózy v nádorových buňkách
(Fischer et al. 2005, Wojciechowski et al. 2003).

Tab. 3: Inhibice aktivity enzymů trisubstituovanými puriny (IC
50

, µM).
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Obr. 8: Molekulární profil bohemin rezistentních klonů linie CEM (T-lymfoblastická leukémie).

1.5.1.3. In vivo účinky trisubstituovaných purinů

Inhibitory CDK odvozené od olomoucinu byly aktivní v orální aplikační formě u řady zvířecích
nádorových modelů, např. OC a BOH u myších modelů P388D1 leukémie a B16 melanomu prodloužily
střední čas přežití, popřípadě vyléčily zvířata s transplantovanými tumory (Hajdúch et al. 1997b, Hajdúch
et al. 1998). Mimo už zmíněných zvířecích modelů byl naší pracovní skupinou publikován i případ dogy
se spontánním maligním melanomem, kde OC aplikace vyvolala masivní indukci apoptózy (Hajdúch et
al. 1997a). Látka o koncentraci 8 mg/kg/den byla intravenózně aplikována vždy 1 krát denně po dobu
sedmi dní. Opakovaná biopsie metastatické cervikální lymfy uzlin ukázala  indukci apoptózy nádorových
buněk po třetím dni léčby. Nebyla prokázána myelosuprese, hepatotoxicita, nefrotoxicita či neurotoxicita.
Nicméně doga měla přechodnou anemii, jelikož došlo ke krvácení z devitalizované  nádorové hmoty.
Zvíře proto podstoupilo chirurgický zákrok, kde byly odebrány dva kilogramy nádoru a metastázy
cervikálních uzlin. Ačkoliv pes operaci nepřežil v důsledku útlumu respiračního centra, histologické
vyšetření nádoru prokázalo známky apoptózy v buňkách primárního nádoru i metastáz. Olomoucin
eradikoval  nejméně 50 % nádorových buněk. U zbývajících nádorových buněk byla otestována jejich in
vitro senzitivita na olomoucin a další látky běžně užívané v chemoterapeutické praxi se zjištěním, že OC
krátkodobě předléčená nádorová populace si zachovává v in vitro podmínkách chemosensitivitu na toto
léčivo (Hajdúch et al. 1997a).

1.5.1.4. Výsledky proběhlých preklinických a klinických zkoušek

Nedávno byly publikovány i výsledky preklinických studií u myší s xenografty lidské kolorektální
nádorové linie Lovo. Zvířata dostávala intraperitoneálně ROS o koncentraci 100 mg/kg 3 x denně po
dobu pěti dnů. Došlo k výrazné 45% redukci růstu nádoru ve srovnání s kontrolou (McClue et al. 2002).
V dalších experimentech s lidskými uterinními xenografty MESSA-DX5 (500 mg/kg t.i.d., 4dny)
a kolorektálním nádorem KM12 (200 mg/kg t.i.d., 5 dnů) byl ROS  podáván orálně, redukce nádorového
růstu byla 62%/53% (McClue et al. 2002, Raynaud et al. 2000). U xenograftu s pomalu rostoucíma
prostatickýma buňkama, kde byl ROS podáván rovněž orálně (100 nebo 200 mg/kg b.i.d., ve dnech 0-4,
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7-11 a 14-18), byla dosažena až 35% redukce nádorového růstu (Fischer et al. 2003). Výsledky preklinické
studie na xenograftech lidské kolorektální nádorové linie HCT116 pro orálně podaný roskovitin (200
mg/kg 3 krát denně nebo 500 mg/kg dvakrát denně, 5 dnů) ukázaly relativně pomalý clearance z plazmy
a vysokou orální dostupnost (až 86%). Redukce nádorového růstu pátý den léčby byla v rozmezí 65-
79%. Orální podání roskovitinu jednoznačně umožnilo dosažení aktivních koncentrací v nádoru, inhibici
růstu nádoru a modulaci farmakodynamických markerů  (defosforylace Rb proteinu nebo deplece cyklinu
D1 po více než 24 hodinách léčby) (Raynaud et al. 2005).

 Ve Velké Británii byla ukončena fáze I klinických zkoušek a nyní probíhá fáze II. Ve studii fáze I
klinického zkoušení se zdravými dobrovolníky byly u roskovitinu (< 800 mg p.o.) potvrzeny závěry
z preklinických studií ukazujících efektivní absorpci derivátu z gastrointestinálního traktu s výslednou
vysokou orální dostupností látky. Jídlo podávané současně s lékem pouze oddálilo začátek absorpce
a lehce snížilo procento absorbované dávky. Ostatní farmakokinetické hodnoty včetně dostupnosti
zůstaly nezměněny, z těchto závěrů jednoznačně vyplynula použitelnost orálně podaného roskovitinu
pro další klinický vývoj (de la Motte et al. 2004).

V eskalační studii fáze I klinického zkoušení u pacientů s pokročilými malignitami byl roskovitin
podáván v jedné nebo ve více dávkách ve dvou- či třitýdenních cyklech. Studie byla zaměřena na
zjištění maximální tolerované dávky MTD (maximum tolerated dose), profilu nepříznivých účinků,
limitních toxicit DLTs (dose-limiting toxicities) a dalších farmakokinetických a farmakodynamických
dat. U prvního schématu (2 x denně; podání každý 5., 7. a 10. den třitýdenního cyklu) byly DLTs 1600,
800 a 800 mg b.i.d. Limitní toxicitou byla nausea, zvracení, hypokalémie, zvýšený kreatinin a vyrážka.
Všechny tyto účinky byly reverzibilní a odezněly po skončení léčby roskovitinem (Pierga et al. 2003,
White et al. 2004). U druhého schématu (podání po 3 dny každé dva týdny) byly DLTs hodnoty srovnatelné
s těmi, které byly dosaženy při 1800 b.i.d. Celkově bylo do studie zařazeno 70 pacientů. Byla zaznamenána
jedna parciální odpověď u pacienta s hepatocelulárním karcinomem a 10 stabilizací onemocnění trvajících
déle než 4 měsíce; z toho byli dva pacienti s nemalobuněčným plicním karcinomem NSCLC (non-small
cell lung cancer) a oba byli stabilní více než 1 rok.

Účinky roskovitinu jsou v současné době testovány ve čtyřech studiích fáze II klinických zkoušek.
První studie probíhá u hematologických B-buněčných malignit. V dalších třech studiích je roskovitin
testován v kombinaci s gemcitabinem/cisplatinou v první linii NSCLC, v kombinaci s docetaxelem ve
druhé linii NSCLC a v kombinaci s kapecitabinem u metastatického prsního karcinomu (Green S et al. ).
U všech klinických zkoušek se s cílem nalezení markerů biologické aktivity dělaly farmakodynamické
studie. Pomocí analýzy proteomického profilu krevní plazmy byly detekovány, dosud však ne
identifikovány, proteiny, které jsou zřejmě specificky ovlivněny roskovitinem (Green S et al.). Detekce
těchto markerů by mohla do budoucna přispět k identifikaci pacientů s vyšší pravděpodobností
k odpovědi na léčbu, případně indikovat dosažení inhibice CDKs in vivo.

1.5.2. Perspektivy využití modulátorů buněčného cyklu

V souhrnu se dá říci, že olomoucin a od něj odvozené sloučeniny bohemin a roskovitin mají vyšší
protinádorové účinky než se původně předpokládalo na základě výsledků in vitro studií. Zdá se, že
schopnosti této skupiny látek brzdit nádorovou proliferaci a indukovat apoptózu  zdaleka nesouvisí
pouze s inhibicí CDK2 kinázy, která v nádorových buňkách umožňuje obnovu funkčnosti G1/S
kontrolního bodu. V poslední době do popředí vyvstává fakt, že tyto sloučeniny prostřednictvím inhibice
CDK7 a CDK9 kinázy downregulují trankripční aktivitu RNAP II polymerázy, což také nemalou mírou
přispívá k celkovým protinádorovým účinkům látek.

Do klinických zkoušek vstoupily minimálně tři látky inhibující CDK kinázy: flavopiridol, UCN-01
a v nedávné době také roskovitin. První dva deriváty (flavopiridol a UCN-01) byly aplikovány intravenózně,
jejich toxické a protinádorové účinky byly rozdílné. U flavopiridolu se ukázalo, že v klinických zkouškách
nemá nijak výrazný efekt v monoterapii, naděje se teď vkládá spíše do použití flavopiridolu v kombinaci
s jinými modalitami jako je ozařování nebo chemoterapeutika. U obou látek byly koncentrace dosažené
v plazmě dostatečné pro inhibici funkcí CDK kináz, přičemž derivát UCN-01 má delší poločas rozpadu
než flavopiridol (Fischer et al. 2005). Z předběžných výsledků klinických studií u roskovitinu zatím
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vyplývá jeho dobrá orální dostupnost. V současnosti probíhá jeho klinické zkoušení fáze II
u hematologických B-buněčných malignit, u nemalobuněčného karcinomu plic a u karcinomu prsu.
U solidních tumorů je testována jeho kombinace s dalšími chemoterapeutiky. Obecně velké naděje se
vkládají do vylepšení aplikačních schémat těchto látek a také do konceptu korelace účinků látek
s definováním statutu/změn v nádorovém profilu díky moderním technologiím jako např. expresní
microarray technologie. Kombinace těchto přístupů by znamenala krok k cílené terapii nádorových
onemocnění s minimálním toxickým účinkem na zdravou tkáň. U všech tří látek se očekává výrazný
efekt při kombinované terapii se zářením a s chemoterapií.

1.6. Účinky ionizujícího záření na buňky a tkáně

Radioterapie patří spolu s chemoterapií a chirurgií k základním metodám komplexní onkologické
léčby. Léčebným prostředkem v radioterapii je ionizující záření. Během posledních dvaceti let se ukázalo,
že výsledný efekt radioterapie neurčují pouze standardně volené podmínky jako například dávka záření,
typ záření, načasování a frakcionace, ale že zde hraje roli řada dalších faktorů. Radiosensitivita/
radiorezistence je závislá také na proliferační aktivitě buněk a na jejich reparačních schopnostech. Citlivost
na záření může být rovněž ovlivněna množstvím kyslíku, obsahem vody ve tkáni, teplotou tkáně i okolí,
přítomností některých hormonů (např. hormony štítné žlázy), vitaminů (A,K) a léků, mezi které náleží
především cytostatika (např. alkylační cytostatika, tzv. radiomimetika, protinádorová antibiotika).

Mechanizmus působení ionizujícího záření na živou hmotu je přímý nebo nepřímý. Přímý účinek
fotonového záření je poměrně omezený pro relativně malé množství DNA v buňce. Přímé poškození
řetězců DNA má pak obvykle letální účinek. Substrátem pro častější nepřímý efekt záření je voda,
obsažená v buněčných strukturách. Účinkem záření podléhá voda radiolýze za vzniku radikálů H, OH,
H

2
O

2
 a HO

2
, jež jsou biologicky aktivní a reagují se strukturami DNA a dalších biomolekul. Vznikající

radikály způsobují převážně reparabilní poškození buněk. Ukázalo se, že účinek záření je znásoben
právě prostřednictvím vodných systémů a následnou tvorbou radikálů (Steel, 1993; Macháček, et al., 1996).

Účinek záření se projevuje jak na úrovni molekulární (účinek na DNA, geny), tak na úrovni buněčné
(změny proliferační aktivity). DNA může být poškozena v místech bází i cukrů, mohou vznikat příčné
vazby mezi řetězci dvoušroubovice tzv. DNA-cross link (intra i inter vazby), také zde často vznikají
reparabilní jednořetězcové DNA zlomy (Obr. 9). Nejzávažnějším, potenciálně letálním a současně méně
častým poškozením je vznik dvouřetězcových DNA zlomů. Na úrovni genů a s nimi souvisejících proteinů
pak může účinkem záření docházet k jejich indukci nebo supresi, což může vést k deregulaci proliferačních
i reparačních pochodů. Z tohoto důvodu jsou k záření citlivější rychleji proliferující buňky. Této teorii
odpovídá fakt, že buňky nacházející se v časné S fázi, ve fázi G

2
 a na začátku mitóz jsou k záření mnohem

citlivější než buňky ve fázi G
1
 a v pozdní S fázi (vyšší reparační kapacita související s kontrolou DNA na

konci replikačního procesu) (Steel, 1993; Macháček, et al., 1996).
Akumulace radiačních změn v buňce může vyústit v buněčnou smrt formou apoptózy nebo může

buňka při menším poškození přejít do stadia senescence. Další formu buněčné smrti u ozářených buněk
představuje mitotická katastrofa, která je výsledkem abnormálně probíhající mitózy vedoucí ke vzniku
velkých neživotaschopných buněk obsahujících mikrojádra, což jsou oddělené části nezkondenzovaného
chromatinu nacházející se mimo buněčné jádro (Castedo, et al., 2002).

1.6.1. Mechanizmus oprav dvouřetězcových DNA DSBs (double strand breaks) zlomů

Ke vzniku dvouřetězcových DNA zlomů v buňkách dochází nejen díky účinkům ionizačního záření,
ale také díky V(D)J rekombinaci, která je potřebná pro zachování protilátkové diverzity. V místech zlomů
vznikají ohniska oprav (foci), do kterých se soustřeďují opravné systémy (Paull et al. 2000). Vznik a
zánik těchto center je vysoce dynamický proces pohybující se v řádu minut. Buňka musí velmi rychle
zkoordinovat celkovou odezvu na poškození, tzn. opravy DNA, zablokování buněčného cyklu, remodelaci
chromatinu a případně spustit apoptózu. Opravy DNA DSBs mají naprosto zásadní význam
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Obr. 9: Typy poškození DNA vznikající účinkem ionizačního záření (upraveno podle Steel 2003).

pro životaschopnost buněk. Eukaryotickými buňkami jsou pro tyto opravy využívány přinejmenším
dva mechanizmy. Prvním mechanizmem je homologní rekombinace HR (homologous recombination),
druhým mechanizmem je nehomologní spojování konců DNA NHEJ (non-homologous end joining)
(Bernstein et al. 2002, Lisby et al. 2005). Během homologní rekombinace se jako templát nepoškozené
DNA využívá sesterská chromatida. Mechanizmus HR je přesný, nevznikají při něm chyby a převažuje
v pozdní S/G2 fázi buněčného cyklu (Lisby et al. 2005). Naproti tomu NHEJ mechanizmus je nepřesný,
jedná se vpodstatě o jednoduchou ligaci bez ohledu na přesnou homologii konců dvouřetězcových
zlomů. Díky tomu je tento mechanismus náchylný ke vzniku chyb, často dochází ke ztrátě několika
nukleotidů v místě opraveného zlomu a to 1-10 bází v úseku 20 bází od konce zlomu. NHEJ proces
převažuje v G0 a G1 fázi buněčného cyklu (Lees-Miller SP et al. 2003). Vzájemná koordinace HR
a NHEJ mechanizmů není dosud známa. Zdá se, že mechanizmus NHEJ je napojen na HR (Bernstein et al. 2002).

1.6.1.1. Homologní rekombinace (HR)

Hlavní roli zde hrají ATM (Ataxia telangiectasia mutated) a také ATR (Ataxia telangiectasia and
Rad3-related) kinázy, které patří do rodiny PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase) proteinových kináz.
Kináza ATM je specificky aktivována v reakci na vznik DNA DSBs. Kdežto ATR kináza je primárně
aktivována na místech poškozené DNA zablokovanou replikační vidlicí, například po expozici buňky
ultrafialovému záření (Lisby et al. 2005, Kastan et al. 2004) (Obr. 10). Funkčnost ATR kinázy je naprosto
zásadní pro správný průběh replikace, tedy pro zachování intergrity genomu. Její exprese v buňkách je
konstitutivní a její aktivita je kontrolována subcelulární lokalizací (Zachos et al. 2005). Naproti tomu
kináza ATM je pro běžnou buněčnou proliferaci a diferenciaci postradatelná, v buňkách je přítomna ve
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větší míře až v reakci na buněčný stres. Protože mnohé druhy poškození DNA vedou ke vzniku DSBs
a k zablokování replikačního procesu, zdá se, že kinázy ATM a ATR se ve výsledku účastní různých typů
odpovědí na stresové situace a tudíž je nutná jejich vzájemná kooperace. Zdá se, že aktivace ATR kinázy
představuje něco jako kompenzační systém pro ATM kinázu. Dokonce v ATM deficitních buňkách ATR
kináza fosforyluje mnohé ATM substráty (Kastan et al. 2004).

Obr. 10: Základní schéma odpovědi buňky na poškození DNA a zablokování replikační vidlice
(upraveno podle Kastan et al. 2004).

ATM/ATR kináza

Hlavním senzorem DNA DSBs je ATM kináza, která je v nepoškozených buňkách přítomna ve formě
inaktivního homodimeru, popřípadě ve formě multimeru. Vznik DSBs doprovázený reorganizací
chromatinových struktur vede k rychlé aktivaci kinázy prostřednictvím disociace homodimeru
a autofosforylace ATM kinázy v místě Ser1981 (Kastan et al. 2004, Lukas et al. 2004) (Obr. 11). Přesný
způsob aktivace ATM kinázy není dosud znám, ale je zřejmé, že se na ní podílí nukleázový multiproteinový
komplex MRN skládající se z proteinů MRE11 (meiotic recombination 11), RAD50 a NBS1(Nijmegen
breakage syndrom 1) (Kobayashi et al. 2004). Tento komplex je nejrannějším senzorem DSBs a hraje
pravděpodobně svoji roli nejen v rámci oprav mechanizmem HR, ale zřejmě se účastní i NHEJ opravné
cesty. Je pravděpodobné, že MRE11 nukleáza upravuje a tím stabilizuje konce DNA i před nastartováním
NHEJ (Lisby et al. 2005, Lisby et al. 2004).

Pro celkovou aktivaci ATM kinázy je nezbytná také její relokalizace do míst DSBs. Relokalizace
ATM monomeru a jeho substrátů je modulována pomocí MRN komplexu a pomocí tzv. mediátorů, mezi
které patří protein MDC1 (mediator of DNA damage checkpoint 1), protein 53BP1 (p53 binding protein 1)
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a protein BRCA1 (Breast cancer type 1 susceptibility protein) (Kastan et al. 2004, Lukas et al. 2004)
(Obr. 11).

ATR kináza je v buňce přítomna ve formě komplexu s ATR interagujícím proteinem ATRIP (ATR-
interacting protein) prostřednictvím kterého se váže na replikační protein A (RPA, replication protein A)
navázaný na jednořetězcové molekuly DNA vzniklé během replikace. Optimální fosforylace substrátů
je pak závislá na proteinech, jako je claspin a komplexy RSR (RAD17-RFC2-5), RHR (RAD9B-RAD1-
HUS1) a zřejmě i na dalších možných proteinech (Lisby et al. 2005, Zachos et al. 2005) (Obr. 11).

Obr. 11: Základní schéma aktivace kinázy ATM a ATR potřebné pro fosforylaci dalších substrátů
(upraveno podle Kastan et al. 2004).

Mediátorové a efektorové proteiny

Pro organizaci celkové odpovědi na buněčný stres (DNA opravy, zablokování buněčného cyklu,
remodelace chromatinu, apoptóza) potřebují ATM a ATR kinázy kromě mediátorů (adaptorů) také
efektorové kinázy (transduktory) a další regulační proteiny (Lisby et al. 2005, Bernstein et al. 2002)
(Obr. 10). Úkolem mediátorů je umožnit interakci kináz ATM/ATR s jejich substráty tak, aby probíhala
na správném místě a také ve správný čas. ATM mediátory jsou, jak už bylo uvedeno, proteiny MDC1,
53BP1 a BRCA1. ATR mediátorem je protein claspin, který se selektivně váže na rozvolněné DNA
struktury vznikající díky aktivní replikační vidlici (Kastan et al. 2004) (Obr. 11).

ATM mediátory jsou velké multidoménové proteiny. Na jejich C konci jsou dva tandemy tzv. BRCT
(Brca 1 carboxy terminal) domén, které umožňují vznik vazeb protein-fosfoprotein, což zřejmě umožňuje
opakované a přechodné interakce všech proteinů v místě poškozené DNA. Mediátory se akumulují
v ohniscích oprav na základě ATM/ATR zprostředkované fosforylaci histonu H2AX, například MDC1
protein funguje jako most mezi fosforylovaným H2AX a proteinem NBS1 (MRN komplex) (Kastan et al.
2004, Lukas et al. 2004). Na jeden dvouřetězcový zlom připadá zhruba 2000 fosforylací H2AX (vznik
γH2AX Ser139), naznačí se tak megadaltony DNA v místě zlomu. Pomocí anti-γH2AX Ser139 protilátky
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se tak dají snadno zviditelnit ohniska oprav DSBs, která jsou detekovatelná už 1 minutu po expozici
buňky ionizačnímu záření (Paull et al. 2000). Fosforylace histonu H2AX je tak vpodstatě indikátorem
probíhajících oprav DNA DSBs (Olive et al. 2004, Banáth et al. 2003). Nicméně přesná role
fosforylovaného histonu v rámci oprav DNA není dosud objasněna (Fernandez-Capetillo et al. 2004,
Wang et al. 2005). V zásadě se popisují dvě možnosti, podle první teorie spočívá úloha fosforylovaného
histonu H2AX v rekrutování všech členů oprav na místo DSBs. Podle druhé teorie dochází k reorganizaci
chromatinu ve snaze předejít předčasnému oddělení konců DNA dvouřetězcového zlomu a tím potenciálně
vzniklým mutacím (Fernandez-Capetillo et al. 2004).

Prominentními substráty ATM/ATR kináz jsou serin/threonin efektorové kinázy CHK1 a CHK2 (check-
point kinases 1 a 2) (Obr. 12, 13). ATM fosforyluje CHK2 kinázu v místě Thr68 a ATR fosforyluje CHK1
kinázu v místě Ser345. Fosforylace CHK2 Thr68 má zřejmě regulační funkci a je předpokladem pro další
aktivační proces, kterým je autofosforylace CHK2 kinázy v místě Thr383 a Thr387 (Motoyama et al.
2004). Existuje však celá řada dalších fosforylačních míst aktivovaných prostřednictvím ATM/ATR
kináz (CHK1 Ser317; CHK2 Ser19, Thr26, Ser33, Ser35, Ser50). Zcela jednoznačné rozlišení opravných
modulů ATM-CHK2 a ATR-CHK1 není možné, existuje řada sdílených substrátů a jak už zde bylo
uvedeno, ATR kináza má kompenzační funkci vzhledem k ATM kináze a může fosforylovat mnohé ATM
substráty. Naproti tomu ATM kináza může fosforylovat také CHK1 kinázu. CHK1/CHK2 kinázy pomáhají
ATM/ATR kinázám „roznést signál po buňce“ (Lisby et al. 2005, Kastan et al. 2004).

Obr. 12: Zjednodušené schéma popisující dopad aktivace ATM/ATR kináz na buněčný cyklus (upraveno
podle Kastan et al. 2004).
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Zablokování buněčného cyklu

V reakci na poškození DNA blokuje kaskáda ATM/ATR-CHK1/CHK2 prostřednictvím p53/MDM2-
p21 cesty buněčný cyklus v G1 a G2 fázi (Obr. 12). K zablokování cyklu touto cestou dochází pomaleji,
na rozdíl od okamžitě a dočasně iniciované kaskády využívající CDC25s fosfatáz. Takto vzniklý blok
buněčného cyklu má dlouhotrvající, popřípadě trvalý charakter (senescence) (Lisby et al. 2005, Lukas
et al. 2004). ATM/ATR kinázy stabilizují p53 protein fosforylací v místě Ser15, CHK1/CHK2 kinázy
v místě Ser20 a Thr18. Navíc všechny čtyři kinázy (ATM, ATR, CHK1, CHK2) fosforylací inaktivují
ubikvitinovou ligázu MDM2, která je negativním regulátorem p53 proteinu. Díky těmto jevům dochází
ke stabilizaci p53 proteinu a jeho akumulaci v buněčném jádře, která vede ke zvýšení jeho transaktivační
kapacity (Kastan et al. 2004).

Aktivace ATM/ATR-CHK1/CHK2-CDC25s kaskády vede k zablokování buněčného cyklu v G1,
S a G2 fázi (Obr. 12). Konkrétněji v pozdní G1 fázi a během S fáze cyklu CHK1/CHK2 kinázy inhibují
komplexy CDK2-cyklin E/A prostřednictvím inaktivační fosforylace CDC25A fosfatázy. V G2 fázi je
pak prostřednictvím inaktivační fosforylace CDC25C fosfatázy inaktivován komplex CDK1-cyklin B
(Kastan et al. 2004, Motoyama et al. 2004).

Ve skutečnosti jsou všechny tyto uvedené mechanizmy daleko složitější a zdaleka nejsou jediné.
K zablokování S fáze cyklu může dojít také prostřednictvím ATM-NBS1-SMC1 kaskády (SMC1-struc-
tural maintenance of chromosome 1-like protein) (Obr. 12). ATM kináza fosforyluje NBS1 protein (člen
MRN komplexu), ten pak dále fosforyluje SMC1/SMC3 proteiny, které se účastní koheze sesterských
chromatid. Nezbytná pro vznik S bloku je také přímá fosforylace SMC1 proteinu ATM kinázou
(Motoyama et al. 2004, Kastan et al. 2004, Lukas et al. 2004).

Samotné homologní rekombinace se účastní BRCA1 a BRCA2 proteiny, proteiny RAD52, RAD51
a RAD54 rodiny a dále například Xrcc2 a Xrcc3 proteiny (X-ray repair cross complementing protein 1
a 3) (Lisby et al. 2005, Bernstein et al. 2002).

Reakce na zablokování/kolaps replikační vidlice

Běžného replikačního procesu a oprav poškozených sekvencí DNA excizní opravou vyštěpením se
účastní polymerázy Polδ a Polε. V případě, že DNA léze nemůže být jednoduše odstraněna, polymerázy
Polη, Polτ, Polζ a Polκ umožní „bypass“ poškozené léze a dokončení opravy se děje postreplikačně.
Pokud není ani tento mechanizmus odstranění léze dostatečný, replikační vidlice kolabuje, dojde k její
disociaci z místa léze. Opravy poškozeného místa se dějí mechanizmem homologní rekombinace, poté
může být replikace znovu nastartována. Na stabilizaci zablokované replikační vidlice se podílejí proteiny
RAD53, claspin a další (Lisby et al. 2005).

1.6.1.2. Nehomologní spojování konců DNA (NHEJ)

Druhým mechanizmem oprav DNA DSBs je nehomologní spojování konců DNA, což je vpodstatě
jednoduchá ligace bez předchozích minimálních nebo žádných úprav spojovaných konců nukleázami.
Klíčovou roli zde hraje DNA-PK (DNA-activated protein kinase) proteinová kináza, která se skládá
z katalytické podjednotky DNA-PKcs a DNA vazebné a současně regulační podjednotky, heterodimeru
Ku70/Ku86 (Lees-Miller et al. 2003). Výsledná aktivace DNA-PK probíhá tak, že se Ku heterodimer
váže do míst DSBs a na něj se poté naváže DNA-PKcs. Úkolem aktivní DNA-PK kinázy (469KDa) je
zarovnat protilehlé konce dvouřetězcových zlomů a umožnit tak jejich ligaci DNA ligázou IV. DNA-PK
kináza mimo jiné  fosforyluje p53 protein v místě Ser15 a Ser37 a umožňuje jeho akumulaci v buněčném
jádře díky inaktivující fosforylaci MDM2 proteinu (Bernstein et al. 2002, Lees-Miller et al. 2003).
DNA-PK kináza zřejmě fosforyluje také histon H2AX (Fernandez-Capetillo et al. 2004, Wang et al.
2005, Paull et al. 2000).
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1.6.2. Poruchy DNA oprav ve vztahu k nádorovým onemocněním

Mnohé faktory účastnící se odpovědi na DNA poškození byly klasifikovány jako nádorové supresorové
geny a onkogeny. Některé z nich pouze ovlivňují predispozice k nádorovému onemocnění a některé se
přímo účastní nádorové tumorigeneze. Přehled některých nádorových onemocnění spojených s poruchami
odpovědi na DNA poškození je uveden v tabulce č. 4. Funkčnost DNA opravných systémů v ranných
fázích tumorigeneze představuje jakousi přirozenou bariéru proti možné maligní konverzi (Bartkova et
al. 2005, Kastan et al. 2004). Bylo popsáno, že díky intenzivní mitogenní stimulaci vzniká v buňkách
replikační stres, replikační proces je pak neuspořádaný a neregulovaný, S fáze cyklu je prodloužená.
Tato dysregulace může vést ke vzniku dvouřetězcových zlomů. U klinických vzorků časných
prekurzorových lézí různého původu (močový měchýř, plíce, prsa, tlusté střevo) byla prokázána aktivace
kináz ATM/ATR, CHK2 a také fosforylace histonu H2AX a proteinu p53 (Bartkova et al. 2005). Stejný
molekulární profil, tedy aktivace členů DNA opravných mechanizmů, byl sledován i u buněnčných
kultur (např. U2OS buněčná linie; lidský osteosarkom) po intenzivní mitogenní stimulaci (cyklin E,
CDC25A a E2F1) (Bartkova et al. 2005). Pokud má buňka tyto DNA opravné mechanizmy defektní,
jedná se především o ATM-CHK2-p53 dráhu, může dále proliferovat, což zvyšuje nestabilitu genomu
a umožňuje nádorovou progresi.

Tab. 4: Přehled některých nádorových onemocnění spojených s poruchami odpovědi na DNA poškození.

1.6.3. Transkripce ve vztahu k replikaci a opravám DNA

Děje související s inhibicí transkripce nebyly dosud stejně jako opravy dvouřetězových zlomů přesne
popsány a je více než zřejmé, že spolu úzce souvisí (Obr. 13). Inhibice transkripce může obecně vést ke
vzniku komplikací během replikačního procesu ať už jde o možnost kolize RNAP II polymerázy
s replikační vidlicí nebo o možné zapojení RNAP II polymerázy v replikaci (Derheimer et al. 2005).
Současně je možné, že by ATR kináza, senzor zablokované replikace, mohla být senzorem i pro
zablokované transkripční komplexy, ale tato teorie nebyla doposud potvrzena (Derheimer et al. 2005,
Ljungman et al. 2004) (Obr. 13). Kontroly transkripce se zřejmě účastní i další nově objevená kináza
PI3K rodiny,  SMG1 kináza, která by mohla být senzorem pro nekompletní (neukončené) mRNA molekuly
vzniklé při zablokované transkripci (Ljungman et al. 2004) (Obr. 13). Ljungman dokonce navrhl, že by
transkripční mašinérie mohla fungovat jako dozimetr poškození DNA a to tak, že by počet míst se
zablokovanou transkripční mašinérií určoval závažnost poškození buňky a tím i její další osud (Ljungman
et al. 2004). Celkově se zdá, že inhibice transkripce představuje novou potenciální strategii účinné
protinádorové léčby (Derheimer et al. 2005, Ljungman et al. 2004).
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Obr. 13: Základní schéma propojení mechanizmů DNA oprav se zablokovaným transkripčním a
replikačním procesem (upraveno podle Ljungman et al. 2004).
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2. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST, ZHODNOCENÍ VÝSLEDKŮ

2.1. Cíle dizertační práce

Cílem prvního projektu bylo analyzovat změny proteomického profilu buněčné linie CEM T-
lymfoblastické leukémie po inkubaci s boheminem. Současně jsme se snažili nalézt kandidátní biomarkery,
což jsou proteiny vykazující výrazné a charakteristické změny po expozici tomuto syntetickému CDK
inhibitoru.

Cílem druhého projektu bylo studium potenciálních radiosenzitizačních účinků boheminu a
roskovitinu v in vitro podmínkách na buněčné linii A549 lidského plicního karcinomu. Byla studována
celkem tři možná schémata uspořádání kombinované terapie: A-preinkubace, B-současná aplikace a C-
postinkubace.
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2.2. Kapitola první

Proteomics approach in classifying the biochemical basis of the anticancer activity of the new
olomoucine-derived synthetic cyclin-dependent kinase inhibitor, bohemine.
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2.3. Kapitola druhá

The radiosensitising effect of synthetic cyclin-dependent kinase inhibitors derived from olomoucine.
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Abstract

Background and Purpose: To evaluate potential in vitro radiosensitising effect of bohemine (BOH)
and roscovitine (ROS).

Material and Methods: Clonogenic survival assay on human lung adenocarcinoma cell line A549
(wt p53) were used. Treatment schedules were: A-pre-treatment, B-concomitant application and C-post-
treatment. Tested concentrations corresponded to IC

10
, IC

25
 and IC

50
 for BOH/ROS. The radiation doses

were 1, 2 or 3 Gy. Flow cytometry and western blot analysis were used to characterize cell cycle distribu-
tion and DNA repair processes.

Results: The highest in vitro radiosensitising effect of BOH/ROS was observed for Schedule A in all
tested concentrations (SER 37% values from 1.46 to 3.20).

 
In the other schedules synergistic effect was

achieved in highest concentration only (IC
50

). Redistribution of the cell cycle was only moderate with
unaltered level of apoptosis. In Schedule A we observed rearrangements/inhibition of the DNA DSBs
repair processes and mild stabilisation of p53 protein accompanied by strong induction of p21 protein 12
hours after treatment.

Conclusions: The results demonstrated strong in vitro radiosensitising effect of BOH/ROS, which is
concentration and schedule dependent. This effect is probably mediated through the hyperstimulation of
p53 protein activity and subsequent enduring or permanent G1 arrest caused by induction of p21 protein.

Keywords: Bohemine; Roscovitine; Radiosensitivity; Cyclin-dependent kinase inhibitors; Activation
of p53
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1. Introduction
Bohemine and roscovitine, compounds structurally derived from olomoucine, act as inhibitors of

cyclin-dependent kinases [CDKIs; 1-2]. Cyclin-dependent  kinases (CDKs) are key regulators of  cell
cycle, which is often disrupted in cancer cells resulting in uncontrollable proliferation. Therefore, re-
search on the synthetic CDKIs brings interesting possibilities for anticancer therapy. The greatest activity
of BOH/ROS was described against CDK2, CDK7 and CDK9, but also CDK1 and CDK5 are affected
[2-4]. These compounds have demonstrated their potential to block the proliferation and induce apoptosis
under both in vitro and in vivo conditions [2-5]. Currently the phase II clinical trials for roscovitine are
underway [6].

Repair of DNA DSBs (double strand breaks), caused by ionizing radiation, is essential for survival of
the cell. In eukaryotes, DSBs are either repaired by homologous recombination (HR) or non-homologous
end joining (NHEJ) [7]. HR works accurately and functions preferentially in late S/G2 phase. The central
role in HR is played by ATM and ATR kinases, which phosphorylate diverse components of the DNA
DSBs repair network/apoptosis pathway either directly or through  the transducing kinases CHK2 and
CHK1 [8-9]. Although ATR-CHK1 pathway seems to be primarily activated by arrest of the DNA replica-
tion fork [8]. In response to DNA damage, these kinases can rapidly and transiently delay cell–cycle
progression in G1, S or G2 phases through the CDC25s phosphatase pathway. They can  also impose
delayed and enduring cell-cycle arrest in G1 or G2 phase through the p53/MDM2-p21 pathway [9].
NHEJ however is the prominent repair pathway during the G0/G1 phase and it is a potentially error-prone.
The key role in NHEJ is played by the kinase DNA-PK [7]. ATM, ATR and also DNA-PK kinases directly
activate and stabilize p53 protein by phosphorylation of his Serine-15 site. This modification of p53
protein stimulates further protein modifications [9-10]. CHK1 and CHK2 kinases phosphorylate p53 on
Ser20 and Thr18. In addition the ubiquitin ligase MDM2, that normaly ensures rapid p53 turnover, is also
targeted by ATM/ATR and CHK1/CHK2 kinases [8].

Treatment of cell lines with BOH/ROS at micromolar level leads to arrest of the cell cycle on G1/S and
G2/M boundaries and deceleration of S phase development. The synchronised cells, especially those
blocked in the G2/M boundary, could sensitively respond to consequent irradiation. Moreover roscovitine
treatment causes stabilisation and nuclear accumulation of wild-type p53 protein [5, 11-13], which is
accompanied by nucleolar fragmentation [11, 5]. This stabilisation occurs due to the downregulation of
the ubiquitin ligase MDM2 that normally ensures rapid p53 turnover [11, 14]. Possible hyperstimulation
of p53 activity using roscovitine in combination with irradiation was proposed [13-14]. In contrast to this
hypothesis, Dr. Maggiorella described the radiosensitising effect of concomitantly administered roscovitine
using p53 mutated breast cancer MDA-MB231 cell line under in vitro and also in vivo conditions [15].

The aim of this study was to evaluate in vitro radiosensitising effects of BOH/ROS using clonogenic
survival assay on p53 wild-type human lung adenocarcinoma cell line A549. Paclitaxel was used as
a positive control for its known radiosensitising effect. This study deals mainly with rearangements and
inhibition of DNA repair processes in response to BOH/ROS combined with irradiation.

2. Materials and methods
2.1. Cell culture and cell line

Human lung adenocarcinoma cell line A549 was purchased from the American Type Culture Collec-
tion (Rockville, USA). The cells were grown in RPMI medium supplemented with 10% fetal calf serum
and containing 100 U/ml penicilin, 100 µg/ml streptomycin at 37°C and 5% CO

2
. All experiments were

performed in exponentially and asynchronously growing cultures.

2.2. Tested compounds and irradiation conditions
Tested compounds were bohemine, roscovitine (BOH and ROS; Laboratory of Growth Regulators,

Palacky University, Olomouc, Czech Republic) and paclitaxel (TAX; Bristol-Myers Squibb, USA). 10mM
stock solutions of BOH/ROSC were prepared in 10% DMSO in saline and stored at -20°C. ă-irradiation
was delivered at room temperature using 60Co source (Chisostat, Chirana, Czech Republic).
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2.3. Clonogenic survival assay

Cells were seeded in triplicates into 6-well plates (250 cells per well) and left to stabilize for 24 hours.
Initial experiments were designed to determine doses of radiation and drugs, which inhibit growth of 10,
25 and 50% of tumour cells (IC

10
, IC

25
, IC

50
). Then we used those values for experiments combining

irradiation and CDKIs. Three different schedules were used: A–pre-treatment, of cells with drugs before
irradiation; B–concomitant, concomitant application of radiation and drugs followed by wash-out of the
drugs 24 hours later; and C–post-treatment, treatment of cells with drugs 1 day after irradiation for 24
hours. Treated cultures were incubated for additional 7 days in drug-free medium to grow-up colonies.
Finally, the cultures were fixed, stained and colonies containing >50 cells were counted.

2.4. Flow cytometry methods

Briefly, cells were treated with radiation (2 Gy) and/or IC
25

 of BOH/ROS (12.5/9 µM) respectively
according to above mentioned schedules, and analysed by flow-cytometry 24 and 48 hours later. For
BrdU (bromodeoxyuridine) incorporation assay, cells were exposed to 10 µM BrdU for 30 minutes before
trypsinization and fixed in ice-cold ethanol. DNA content and cell cycle analysis was performed using
hypotonic citrate buffer and propidium iodide staining method [16]. BrdU positive cells were visualized
using anti-BrDU-FITC antibody (Becton Dickinson, San Jose, USA) after chemical DNA denaturation
according to the manufacturer’s instructions.

Cell suspensions were measured on Becton Dickinson FACS Calibur flow cytometr (Becton Dickinson,
San Jose, USA) at excitation wavelength of 488nm. Cell cycle histograms were analyzed using ModFit
software (Verity Software House, Inc., Topsham, USA). Cell Quest software (Becton Dickinson, San Jose,
USA) was used for quantification of both apoptotic subG1 and BrdU positive cells. The ratio of G2/M
BrdU positive versus negative cells was calculated to reflect the intensity of DNA repair (ratio= G2/M
BrdU positive/ G2/M BrdU negative x 10).

2.5. Immunoblotting

Cell cultures irradiated with 10 Gy and pretreated (Schedule A) with IC
25

 of BOH/ROS (12.5/9 µM)
were prepared in different time points after complex therapy and analysed for expression of key cell cycle
regulatory/DNA repair proteins by immunoblotting protocol developed by Cell Signaling company in
combination with the enhanced chemiluminescent  detection ECL system (Amersham, Little Chalfont,
UK). The used antibodies were: polyclonal antibody anti-phospho H2AX(Ser139) (Upstate, Lake Placid,
NY); polyclonal antibodies p53, CHK1, CHK2 and phospho p53(Ser15), p53(Ser20), p53(Ser46),
p53(Ser392), CHK1(Ser345), CHK2(Thr68) (Cell Signaling, Danvers, MA); monoclonal antibody
p21CIP1/WAF1 (Exbio, Prague, Czech Republic); monoclonal antibodies PARP, MSH6, MSH2 and DNA-
PKcs/p350 (BD Biosciences Pharmingen, Philadelphia, PA). Control of protein loading was performed
using monoclonal antibody against β-tubulin (Sigma, St Louis, USA).

2.6. Statistical methods

The survival rates are reported as survival curves. Each data point is represented by 6/9 replicates from
two/three independent experiments and standard deviation of the mean. The values of the sensitising
enhancement ratio (SER) for 37% survival level were calculated. The radiation dose that reduced the
surviving colonies to 37% of the non-treated controls was divided by the radiation dose that reduced
survival to 37% in combination with BOH/ROS. Statistical comparison of the survival curves was per-
formed using the one-tailed t-test for each data point. Data analysis and graphics were made using PRISM
4.01 software (Graph-Pad, San Diego, USA).
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3. Results

3.1. Cytotoxic/cytostatic activities of monotherapy

Survival curves for individual treatment modalities were analyzed for proper dosage of drugs and
radiation in combinations (Fig 1) using the standard clonogenic survival assay. Cells were exposed to
CDKIs for 24 hours only, since this was previously shown to be sufficient [4]. The concentrations inhibit-
ing colony formation for 10, 25 or 50% (IC

10
, IC

25
 and IC

50
) were calculated and were used further in the

combination therapies (0.1 µM, 12.5 µM and 30 µM for bohemine; 0.1 µM, 9 µM and 13 µM for roscovitine;
0.02 nM, 0.53 nM and 1.64 nM for paclitaxel). Mean IC

50
 values of  BOH and ROS (30 µM and 13 µM

respectively) were comparable to the mean IC
50

 values (27 µM for BOH and 15 µM for ROS) obtained
across a panel of 24 human tumour cell lines [4]. As shown in Figure 1, the A549 cells were relatively
sensitive to radiation, since they significantly responded to irradiation in low, clinically relevant doses (1-3 Gy).

3.2. Cytotoxic/cytostatic activities of combined treatment

Schedule A-pre-treatment schedule
All three compounds clearly demonstrated  radiosensitising effects (Fig 2) even in the lowest tested

concentrations (IC
10

). The SER(37%) values for  IC
10 

concentrations were 1.55/1.47/1.6 for bohemine/
roscovitine/paclitaxel respectively. However, in higher concentrations of CDKIs (IC

50
), their radiosensitising

effect was even more apparent than in the case of paclitaxel. The highest SER(37%) values achieved were
3.20 for BOH and 2.53 for ROS at level of IC

50
. The achieved SER values for paclitaxel were similar to

those obtained by the Dr. Zanelli et al. [17]. Decrease of survival fraction was significant for all tested
concentrations of BOH/ROS (p<0.0001).

Schedule B–concomitant application
The only significant radiosensitising effect was registered for the highest concentrations (IC

50
 levels)

of both BOH (p<0.0001) and ROS (p<0,0204) (Fig 3). The relevant SER(37%) values were 1.77/1.76 for
BOH/ROS respectively. However, at lower concentrations (IC

10
, IC

25
) the effects were merely additive.

Schedule C–post-treatment schedule
Similarly to Schedule B, the radiosensitising effect was found in the highest concentrations of CDKIs

(IC
50

) with SER(37%) 1.56(p<0058)/1.61(p<0,0001) for BOH/ROS respectively. A weak radiosensitising
effect was also demonstrated for ROS at level of IC

25
 with SER(37%) 1,18 (p<0,0464).

The typical result of clonogenic assay is presented on Figure 4, which clearly demonstrate synergistic
effect of radiation and synthetic CDKIs in pre-treatment Schedule A, while other combinations were
merely additive.

3.3. Cell cycle analysis

Figure 5 summarizes the effects of radiation and compounds 24 hours after the wash-out of the drugs.
Our data demonstrate that the combined therapy leads to substantially decreased count of S phase cells
and increase in G2/M population. The most noticeable redistribution of cell cycle phases occured in
Schedule A (before irradiation). Bohemine and roscovitine alone reduced S phase of the cell cycle (29.5%
for BOH and 29.7% for ROS, control cells 40%). In Schedule A the level of S phase was decreased to
22.6% / 19.8% for BOH/ROS respectively. The decreased level of S phase remained on the same level
also 48 hours after the wash-out and the percentage of cells in G0/G1 phase was increased (67.5% / 65.5%
for BOH/ROS respectively) at the expense of G2/M phase (data for time interval 48 hours are not shown).
In the same time interval the irradiated cells and the cells treated with BOH/ROS demonstrate the common
profile of exponentially growing A549 cells (S phase 30-37%, G2/M phase 13-14% and G0/G1 48-58%).
Similar, although weaker trend to develop G1 arrest was also shown for Schedule B.

The analysis of subG1 peak (Fig 5) showed that the level of apoptosis for the irradiated cells was
increased 24 h after irradiation (8%). Similar fraction of apoptotic cells was observed 48 hours after wash-
out for BOH plus irradiation (Schedule A; 9.6%) and for ROS plus irradiation (Schedule B; 8.3%). In
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summary the data of the radiosensitising treatment schedule A (before irradiation) showed inhibition of the
cell proliferation, which is not accompanied by increased level of apoptosis even 48 hours after the wash-
out of the drugs.

3.4. BrdU incorporation assay and DNA repair

For finer distinction of S phase cells and cells currently undergoing DNA repair, we have implemented
the BrdU incorporation assay. In this analysis, the pulse labelled BrdU positive cells are either S phase
cells (S-phase DNA content) or cells undergoing DNA repair (G2/M DNA content). The ratio of BrdU
positive/negative cells in the G2/M phase reflects the percentage of DNA repairing cells. Figure 6 shows
significant inhibition of DNA repair for Schedule A. This suggests that pre-treatment of tumour cells with
BOH/ROSC results in strong inhibition of DNA repairs. Mild inhibition was also registered in the case of
Schedule B (concomitant application). Inhibition of DNA DSBs repair by roscovitine 24 hours after
treatment was also shown in the paper of  Dr.Maggiorella [15], where the pulse-field gel electrophoresis
(PFGE) was used.

3.5. Molecular changes of A549 cells treated using Schedule A-before irradiation

Cell lysates corresponding to the intervals 1, 3, 6 and 12 hours after the wash-out of  the drugs were
prepared. The irradiation dose used for immunoblotting (10Gy) was increased in order to enhance the
chances of capturing some of the DNA DSBs repairs. Resulting western blot pictures are shown in Figure
7. To describe inhibition of DNA repair we initially used antibody against phosphorylated form of histone
H2AX (γ-H2AX Ser139), this phosphorylation could be an indicator of ongoing DNA DSBs repair. Our
data showed more noticeable phosphorylation of histone H2AX at the time interval 6 and 12 hours in the
case of preincubation with bohemine or roscovitine, indicating long lasting DNA repair after incubation
with compounds.

Unambiguous inhibition of DNA-PK kinase give evidence of influence on DNA DSBs repair after
incubation with BOH/ROS (time intervals 3 hours). DNA-PK inhibition in combined treatment was de-
scribed also by Dr. Maggiorella, where in accordance with our data (BOH and ROS, time interval 1 and 3
hours) they described also activation of DNA-PK by roscovitine (5µM). It means, that incubation with
CDKI caused formation of DNA DSBs. This was demonstrated using the mikronuclei assay and PFGE
analysis [15].

ATM/ATR kinases phosphorylate mainly Thr68 site of CHK2 kinase and Ser345 or Ser317 sites of
CHK1 kinase. In our experiments the inhibition of CHK2 kinase was not detected, on the contrary stronger
activation in the case of combined therapy was observed using the CHK2(Thr68) antibody at time inter-
val 1 hour. Stronger induction of CHK1 kinase with different dynamics for bohemine or roscovitine was
detected. Only mild decrease of activity in the case of roscovitine plus irradiation was observed using
CHK1(Ser345) antibody. Phosphorylation of Ser317 site of CHK1 was not examined.

Up-regulation of MSH6 protein after incubation with BOH/ROS indicates activation of  methyl di-
rected mismatch repair system (MMR), which is a  mechanism for post-replication DNA repair. Complex
MSH2-MSH6, inducing during MMR conformational changes in the DNA before excision repair, prob-
ably plays a role in HR to correct base mispairs or other abnormalities that can arise from the strand
reactions of HR [7]. Up-regulation of MSH6 protein, observed after irradiation, points to involvement of
MSH2-MSH6 complex in DNA DSBs repairs. The levels for MSH2 protein were not affected.

As a next step we decided to investigate p53 status. BOH/ROS alone did not influence the stability of
p53 protein. Our results in the case of combined therapy demonstrated mild stabilisation of
nonphosphorylated p53 protein at time interval 12 hours that could be attributed to stabilisation of Ser15
phosporylated form of p53 (12 hours). Phosphorylation of p53 on Ser20 showed no remarkable differ-
ences between irradiation and combined therapy. No signal was observed using p53(Ser46) and p53(Ser392)
antibodies. Stabilisation of p53 protein at time interval 12 hour was accompanied by strong induction of
its key transcriptional target, protein p21, which is an inhibitor of cyclin-dependent kinases. Strong
induction of p21 protein at 3 hours in response to irradiation was  transient, however combined therapy
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caused delayed and prolonged induction of p21 starting at 3 hours and clearly visible at 6 and 12 hours.
In the case of incubation with roscovitine, mild induction of p21 was also observed. Together with no
cleavage of PARP protein and flow cytometry data describing cell cycle distribution and apoptosis,
induction of p21 suggests prolonged or permanent blockage (senescence) of cells in the G0/G1 phase of
the cell cycle.

4. Discussion

Recently the role of CDK kinases in the regulation of the RNA polymerase II (RNAP II) transcription
has been highlighted. Kinases CDK 1, 7, 8 and 9 activate RNA II polymerase and thus facilitate efficient
transcriptional initiation and elongation [6, 12]. Blockage of transcription can primarily affect the accu-
mulation of transcripts with short half-lives, inappropriate accumulation of proteins in the nucleus or
complications during replication. Moreover RNAP II blocked at sites of DNA lesions acts as the sensor of
DNA damage triggering transcription coupled repair (TCR) and stabilising p53 protein by modifications
at the Ser15 (phosphorylation) and Lys382 (acetylation) sites [10, 18].

Stabilization of p53 protein [5, 11-13], down-regulation of antiapoptotic factor Mcl-1[19] , depletion
of cyclins [4] and induction of apoptosis [19] occur due to inhibition of RNA polymerase II by roscovitine
(above 20) and bohemine (above 50 µM) [4, 12, 19]. Moreover stabilisation of p53 together with inhibi-
tion of CDK2 probably leads to down-regulation of the CHK1 kinase [20]. Our data showed, that roscovitine
and bohemine alone at concentration 9/12.5 µM respectively did not stabilize p53 protein, however mild
induction of p21 protein was detectable for roscovitine (Fig 7). Mild induction of CHK1 kinase and also
increased amount of MSH6 protein suggests possible problems caused by BOH/ROS arising during the
replication (Fig 7). Dr. Derheimer suggested, that ATR-CHK1 pathway can also play a role in transcription
control [18]. Activation of DNA-PK (NHEJ pathway) gives evidence of occuring DNA DSBs (Fig 7). Both
occurance of DSBs and activation of DNA-PK induced by roscovitine also described Dr. Maggiorella [15].
In the case of HR, induction of MSH6 protein suggests possible activation of HR. The detailed mecha-
nism by which BOH/ROS might cause DNA DSBs is yet unclear. Our first hypothesis is, that DNA DSBs
probably arise in a response to aberrant replication process either due to inhibition of CDK2 kinase or due
to possible collision of the replication machinery with stalled RNA polymerase complex. The second
hypothesis is related to fact, that under in vitro conditions during mitosis CDK1 kinase forms stabile
molecular complexes with topoisomerase IIα , thus leads to altered DNA/topoisomerase interactions and
to possible occurance of DNA DSBs [21]. Inhibition of CDK2 or possibly CDK1 kinase is in all likelihood
important for the resulting effect, because incubation with the inhibitor of  RNAII polymerase transcrip-
tion 5,6-dichloro-1-b-D-ribofuranosylbenzimidazole (DRB; inhibitor of CDK7 and CDK9) does not re-
sult in DNA damage [18]. Finally bohemine and roscovitine, inhibiting kinases CDK1, 2, 7 and 9, at very
low concentrations (about 10 µM) alter transcription and also replication process [5, 12] and possibly also
inhibit activity of topoisomerase IIα, all these events lead to occurance of DNA DSBs and to activation of
DNA-PK.

In the case of combined therapy (BOH/ROS plus irradiation) some rearrangements/inhibition of DNA
DSBs processes were observed. DNA-PK kinase was inhibited compared to irradiation only, although
BOH/ROS alone cause its activation (Fig 7). On the other hand CHK2 kinase exhibited higher activity due
to the incubation with the compounds (Fig 7, time interval 1 hour). Though the clear coordination of HR
and NHEJ repairs is unknown [8], our data suggest preferential activation of ATM-CHK2 pathway in
response to combined therapy. The possible reason is, that combined therapy induces earlier than 24
hours after irradiation strong G2/M arrest, where the homologous recombination predominates. Inhibition
of DNA-PK activity related to strong G2/M arrest was also described in literature in the case of combina-
tion roscovitine with irradiation [15] and with sublethal dose of doxorubicine [22]. Inhibition of DNA
repair processes resulted from BrdU incorporation assay (Fig 6) and long-lasting phosphorylation of
histone H2AX (Fig 7) indicates longer DNA repair after incubation with the compounds. This occured
either due to rearrangements of DNA DSBs processes or due to possible inhibition in HR downstream of
the ATM-CHK2 pathway. In literature is also suggested possible role of CDK kinases in regulation of
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homologous recombination in yeast cells [23]. Strong induction of  p21 gives evidence for hyperstimulation
of p53 protein activity, although strong stabilisation of p53 was not shown.

The highest in vitro radiosensitising effect of BOH/ROS was observed for Schedule A in all tested
concentrations. This effect is probably mediated through the hyperstimulation of p53 protein activity and
subsequent enduring or permanent G1 arrest (senescence) caused by induction of p21 protein.  The fact
can be explained so that even the smallest concentrations of BOH/ROS used in preincubation (ScheduleA)
are sufficient to increase nuclear accumulation of p53 protein before irradiation, although the overall level
of p53 protein is uneffected. On the other hand in Schedules B and C higher concentrations have to be
used to achieve p53 activity hyperstimulation.

The mechanism of radiosensitising effect of roscovitine at c=5 µM (but not for 2.5 µM) on p53 mutated
cell-line MDA-MB231 has yet to be studied. Dr. Maggiorella believed that the radiosensitising effect is
caused by the inhibition of DNA-PK kinase and possible effect on HR was not studied [15]. Dr. Maggiorella
showed strong cytostatic effect and no increase of apoptotic induction even on the fourth day after
finishing the treatment. The viability of treated cells was still 80-95% at this time interval. We presume,
that signal cascades ATM/ATR-CHK1/CHK2-CDC25s and  ATM-NBS1-SMC1 were able to fully com-
pensate the cascade ATM/ATR-CHK1/CHK2-p53/MDM2-p21 and that the subsequent and final state
was directly senescence. Another mechanism that could explain the studied radiosensitisation would be
the mitotic catastrophe-cell death resulting from abnormal mitosis. However this phenomenon is yet to be
studied in the field of radiosensitisation effect of bohemine and roscovitine.

Finally it is clear, that inhibition of transcription by the CDK inhibitors bohemine and roscovitine is an
important phenomenon not only for their radiosensitising effect. Cell-cycle arrest or apoptosis occur
depending on used concentration of compounds. Importantly, transformed cells seem to be more sensi-
tive to disruption of RNA synthesis than corresponding normal cells. We can presume that the cyclin-
dependent kinase inhibitors may have a promising therapeutic potential as radiosensitisers.
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Figures

Fig. 1. Cytotoxic/cytostatic activity of monotherapy in clonogenic survival assay. The A549 cells
were either irradiated or incubated for 24 hours with the compound and after 7 days incubation the
colonies were counted and survival fractions were calculated. The concentrations inhibiting colony
formation for 10, 25 or 50% (IC

10
, IC

25
 and IC

50
) were calculated. Each data point represents the mean ±

S.D. from at least three separate experiments.

Fig. 2. Cytotoxic/cytostatic activities of combined therapy; Schedule A. The A549 cells were incu-
bated with the compounds for 24 hours and then irradiated, after 7 days incubation the colonies were
counted and survival fractions were calculated. Each data point represents the mean ± S.D. from three
separate experiments.

Fig. 3. Cytotoxic/cytostatic activities of combined therapy; Schedule B and C. In Schedule B, the
A549 cells were exposed to the compounds and immediately irradiated. In Schedule C A549 cells were
first irradiated and then after 24 hours of resting were treated with the compounds. Each data point
represents the mean ± S.D. from  two or three separate experiments.

Fig. 4. Typical results of clonogenic survival assay for all three treatment schedules on A549 cell line.
Irradiation dose was 2 Gy, concentrations of BOH/ROS were 12.5/9 µM respectively (IC 25).

Fig. 5. Cell cycle and subG1 peak analysis. Data correspond to 24 hours after the wash-out of the
drugs for all treatment schedules. Irradiation dose was 2Gy and concentrations of BOH/ROS were 12.5/9
µM respectively (IC25). Each data point represents the mean ± S.D. from two separate experiments.

Fig. 6. BrdU incorporation assay. Data correspond to 24 hours after the wash-out of the drugs for all
treatment schedules. Irradiation dose was 2Gy and concentartions of BOH/ROS were 12.5/9 µM respec-
tively (IC25). The ratio of G2/M BrdU positive versus negative cells was calculated to reflect the inten-
sity of DNA repair (ratio= G2/M BrdU positive/ G2/M BrdU negative x 10). Each data point represents the
mean ± S.D. from two separate experiments.

Fig. 7. Immunoblotting of selected proteins related to DNA repair. Cell lysates corresponding to the
schedule A and to the intervals 1, 3, 6 and 12 hours after the wash-out of the drugs were prepared.
Irradiation dose was 10 Gy and concentrations of BOH/ROS were 12.5/9 µM  respectively (IC

25
). Loaded

protein volumes were usually 20 µg or 50 µg (CHK1, CHK1(ser345), CHK2(Thr68), CHK2) or 100 µg
(DNA-PKcs/p350, γH2AX, p21).
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Fig. 5

                              Bohemine                     Roscovitine
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Fig. 6

                              Bohemine                     Roscovitine
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3. SOUHRN

Inhibitory CDK kináz olomoucin, bohemin a roskovitin původně identifikované jako inhibitory CDK1/
2 kinázy inhibují kromě CDK7 kinázy také kinázy CDK5 a CDK9 (Meijer et al. 1997, Raynaud et al.
2005, Hajdúch et al. 1999a, b). Prostřednictvím inhibice CDK7 a CDK9 kinázy pak inhibují transkripční
RNAP II polymerázu (MacCallum et al. 2005, Raynoud et al. 2005, Ljungman et al. 2001). V poslední
době se zdá být více než zřejmé, že jevy související s inhibicí RNAP II polymerázy roskovitinem,
předcházejí samotné zablokování buněčného cyklu a také že mají přímou souvislost s indukcí apoptózy
v nádorových buňkách (Fischer et al. 2005, Wojciechowski et al. 2003).

V projektu č.1 jsme popsali, že se na celkovém antiproliferačním účinku těchto látek podílejí i další
jevy, jako je inhibice proteosyntézy, změny v expresi cytoskeletárních bílkovin a inhibice metabolických
pochodů, konkrétně glykolýzy. Detailněji, pomocí konvenční dvourozměrné gelové elektroforézy
(2-DE) jsme analyzovali buňky CEM T-lymfoblastické leukémie inkubované s BOH (c=10 µM) po dobu
0, 6, 9, 12 a 24 hodin. Parametry elektroforetického dělení byly v rozpětí pH 3.5-10 a Mr 8-200 kDa. Za
účelem kvantifikace změn v proteinové expresi u jednotlivých vzorků jsme použili multivariační analýzu
(PCA-Principal component analysis), která umožňuje komplexní analýzu objemných dat. Z celkového
počtu 2000 detekovaných proteinových bodů jsme analyzovali sadu 748 proteinových bodů nalezených
vždy na všech zkoumaných gelech. Pomocí PCA analýzy je možné nalézt podobnosti/odlišnosti mezi
jednotlivými gely a také nalézt proteinové body (kandidátní biomarkery) charakteristické pro daný typ
vzorku. Výsledky této klasifikace nám umožnily jednoznačně odlišit dvě skupiny buněčných lyzátů.
Jednu skupinu tvoří buňky inkubované s BOH po dobu 9, 12 a 24 hodin, ve druhé skupině jsou buňky
inkubované s BOH po dobu 6 hodin a také kontrolní nepřeléčené buňky odpovídající intervalu 0 a 24
hodin. Tzn., že po 9-ti hodinách inkubace s BOH se podstatným způsobem mění množství detekovaných
proteinových bodů. Pomocí PCA analýzy jsme dále vytipovali skupinu typických proteinových bodů,
z toho u pěti proteinů byla pomocí metod MALDI-MS  (matrix assisted laser desorption/ionization-mass
spectrometry) a ESI-MS/MS (electrospray ionization-tandem MS) provedena identifikace. Mezi
identifikovanými proteiny jsou α-enoláza a triosafosfátisomeráza, enzymy účastnící se glykolýzy, dále
eukaryotický iniciační faktor 5A, jehož role je v oblasti regulace proteosyntézy. Posledními
identifikovanými proteiny jsou α a β podjednotky Rho GDP-disociačního inhibitoru 1, které jsou spojeny
se změnami v uspořádání cytoskeletu. V souhrnu řečeno, inkubace CEM T-lymfoblastických buněk
s boheminem zde nebyla asociována s inhibicí CDK kináz, ale vedla k inhibici metabolických pochodů
a buněčných funkcí na různých úrovních, což je v podstatě konzistentní s blokádou transkripce a následně
i translace (Kovářová et al. 2000).

U boheminu a roskovitinu bylo popsáno, že prostřednictvím inhibice CDK kináz blokují buněčný
cyklus na přechodu G1/S a G2/M fáze a současně zpomalují průběh S fáze cyklu. Synchronizované
buňky, jedná se především o buňky zablokované na přechodu G2/M fáze cyklu, by pak mohly velice
citlivě reagovat na ozáření. Navíc u buněk s nemutovaným (wild-type) p53 proteinem dochází k jeho
stabilizaci a akumulaci v buněčném jádře (David-Pfeuty et al. 2001, Ljungman et al. 2001, Blaydes et
al. 2000, Wojciechowski et al. 2003). Protein p53 hraje obecně  důležitou roli v odpovědi na poškození
DNA, tedy i na poškození vzniklé po ozáření. Možnost hyperstimulace aktivity p53 proteinu při použití
roskovitinu v kombinaci se zářením již byla zmíněna dříve (Blaydes et al. 2000, Lu et al. 2001). V kontrastu
s touto hypotézou byl popsán in vitro i in vivo radiosenzitizační účinek roskovitinu u p53 mutované linie
MDA-MB231 (Maggiorella et al. 2003). U této práce nebyl definitivně objasněn mechanizmus
radiosenzitizačních účinků a nebyla zde ani zkoumána možnost změny v uspořádání kombinované terapie.
V projektu č. 2 jsme se zabývali možností kombinace antiproliferačních účinků boheminu a roskovitinu
s účinky ionizovaného záření, tedy možností nalezení radiosenzitizačních účinků a to v in vitro
podmínkách na buněčné linii A549 lidského plicního karcinomu, která nevykazuje žádné delece ani
mutace proteinu p53. Studovali jsme celkem tři možná schémata uspořádání kombinované terapie:
A-preinkubace, B-současná aplikace a C-postinkubace s CDK inhibitorem. Pro popis cytotoxických/
cytostatických účinků jsme použili standardní metodu klonogenních testů. Nejvyšší radiosenzitizační
účinky jsme nalezli u schématu A, tzn. při preinkubaci, kdy byly buňky před ozářením 24 hodin inkubovány
s BOH/ROS. Hodnoty senzitizačních koeficientů SER(37%) se pohybovaly v rozmezí od 1.47 do 3.20.
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Přičemž i nejnižší testované koncentrace BOH/ROS (0.1/0.1 µM) odpovídající hladině IC
10

, tedy
koncentrace které snížují tvorbu kolonií o pouhých 10 %, vedly k radiosenzitizačnímu účinku s hodnotami
SER(37%) 1.55/1.47 pro BOH/ROS. U ostatních schémat (schéma B a C) jsme popsali radiosenzitizační
účinek pouze při nejvyšších testovaných koncentracích odpovídajících hladině IC

50
 (30/13 µM pro

BOH/ROS). Analýza distribuce fází buněčného cyklu odpovídající 24 hodinám po skončení léčby ukázala,
že kombinovaná terapie (dávka záření 2 Gy a koncentrace BOH/ROS 12.5/9 µM) vede ke snížení počtu
buněk v S fázi cyklu a k nárůstu populace v G2/M fázi, přičemž nejvýraznější redistribuce fází byla právě
u preinkubačního schématu A. V časovém intervalu 48 hodin po skončení léčby (schéma A) zůstává
hladina S fáze nezměněna a na úkor G2/M fáze cyklu se zvýšilo procento buněk nacházejících se v G0/
G1 fázi buněčného cyklu (67,5% / 65,5% pro BOH/ROS). Ve stejném časovém intervalu již kontrolní
ozářené buňky i buňky inkubované pouze s BOH/ROS vykazovaly typický profil exponenciálně rostoucích
nádorových buněk linie A549 (S fáze 30–37%, G2/M fáze 13–14% a G0/G1 48-58%). Podobná, ačkoliv
slabší tendence k tvorbě G1 bloku byla zaznamenána i u schématu B. Analýza subG1 píku ukázala, že
změny v G2/M a S fázi cyklu po kombinované terapii nebyly doprovázeny korespondujícím nárůstem
počtu apoptotických buněk. Pomocí metody BrdU inkorporace jsme u schématu A zjistili výraznou
inhibici DNA oprav pro buňky léčené s BOH/ROS v časovém intervalu 24 hodin po ozáření. Inhibice
oprav dvouřetězcových DNA zlomů roskovitinem (c=5 µM) 24 hodin po léčbě byla také demonstrována
v publikaci Dr. Maggiorelly (Maggiorella et al. 2003), kde byla použita metoda PFGE (pulse-field gel
electrophoresis). Naše data ukázala, že by inhibice DNA oprav mohla být jedním z hlavním mechanizmů
radiosenzitizačního účinků boheminu a roskovitinu.

V druhé části projektu č. 2 jsme se zaměřili na popis molekulárních změn souvisejících
s radiosenzitizačním účinkem boheminu a roskovitinu, nalezeným v preinkubačním schématu A. S cílem
zvýšit pravděpodobnost zachycení molekulárních změn souvisejících s opravami DNA jsme zvýšili
dávku záření na 10 Gy, použité koncentrace ROS/BOH byly  9/12,5 µM. Naše data ukázala, že samotný
roskovitin a bohemin v monoterapii nezvyšují expresi proteinu p53. Aktivace DNA-PK kinázy (tedy
NHEJ dráhy) po inkubaci s oběmi látkami ukazuje na vznik dvouřetězcových zlomů. Dr. Maggiorella
také prokázal vznik DNA DSBs (micronuclei assay) a aktivaci DNA-PK kinázy roskovitinem (c=5 µM)
(Maggiorella et al. 2003). Pro aktivaci homologní rekombinace (HR), druhého mechanizmu oprav DNA
DSBs, hovoří snad jen zvýšené množství MSH6 proteinu a slabá indukce CHK1 kinázy, která je přednostně
aktivována v reakci na replikační stres buňky. Detailní mechanizmus, kterým BOH/ROS indukují vznik
DNA dvouřetězcových zlomů, zatím není známý. Naší první hypotézou je, že DNA DSBs pravděpodobně
vznikají jako reakce na aberantní průběh replikačního procesu a to buďto díky inhibici CKD2 kinázy
nebo kvůli možným kolizím replikační vidlice s neaktivním zablokovaným komplexem RNAP II
polymerázy. Je také možné, že RNAP II polymeráza hraje přímou či nepřímou podpůrnou regulační roli
i během  replikace (Derheimer et al. 2005). Druhá naše hypotéza o vzniku DNA DSBs souvisí s faktem,
že CDK1 kináza tvoří během mitózy v in vitro podmínkách stabilní molekulární komplexy
s topoizomerázou IIα a tím ovlivňuje její interakce s molekulami DNA, což může také vést ke vzniku
dvouřetězcových zlomů (Escarquiel et al. 2001, Larsen et al. 2003, Wells NJ et al. 1995). Inhibice
CDK2, popř. CDK1 kinázy je zcela určitě nezbytná pro výsledný efekt, neboť inkubace s inhibitorem
RNAP II transkripce 5,6-dichloro-1-b-D-ribofuranosylbenzimidazolem (DRB), inhibitorem CDK7 a CDK9
kináz, nevede k poškození DNA (Derheimer et al. 2005). Skutečnost, že roskovitin při koncentraci pod
5 µM inhibuje syntézu jak RNA tak DNA, také podporuje naši hypotézu (Ljungman et al. 2001,
Wojciechowski et al. 2003). V souhrnu řečeno, bohemin a roskovitin již při velmi nízkých koncentracích
zasahují prostřednictvím inhibice CDK kináz 1, 2, 7 a 9 nejen do správného průběhu replikace a transkripce,
ale pravděpodobně také inhibují aktivitu topoizomerázy IIα, což je doprovázeno vznikem
dvouřetězcových zlomů.

Výsledky kombinované terapie v projektu č.2 ukázaly reorganizaci a také inhibici oprav DNA DSBs.
U kombinované terapie (BOH/ROS plus záření) byly pozorovány určité změny nebo inhibice oprav DNA
DSBs. Ve srovnání s ozářenými buňkami zde byla po preinkubaci s BOH/ROS inhibována DNA-PK
kináza (NHEJ), přestože BOH/ROS samy o sobě kinázu aktivují. Na druhé straně kináza CHK2 (HR)
vykazovala vyšší aktivitu. Ačkoliv dosud není známa jednoznačná koordinace HR a NHEJ drah mezi
sebou (Lisby et al. 2005, Bernstein et al. 2002), naše data poukazují na preferenční aktivaci ATM-CHK2
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cesty v odpovědi na kombinovanou terapii. Možné vysvětlení této reorganizace vychází z redistribuce
fází buněčného cyklu. Samotný ROS/BOH při těchto koncentracích (9/12.5 µM) po 24 hodinové inkubaci
zvyšuje procento buněk v G2/M fázi cyklu (posun z 11.5 na 18.3/19.6 % pro ROS/BOH) a roskovitin
také snižuje S fázi cyklu (posun z 36.5 na 25.6). U boheminu dochází k deceleraci S fáze cyklu později.
Těsně po ozáření se také zvyšuje procento buněk v G2/M fázi cyklu (posun z 11.5 na  18.7 %; dávka
záření 2Gy) (zatím nepublikovaná data). Na základě těchto informací se domníváme, že po ozáření
BOH/ROS preinkubovaných buněk vzniká silný G2/M blok, kde, jak už bylo uvedeno v teorii, probíhají
opravy DSBs přednostně cestou homologní rekombinace HR.

Inhibice aktivity DNA-PK kinázy související s přítomností silného G2/M bloku byla popsána v případě
použití roskovitinu v kombinaci se zářením nebo se subletálními dávkami doxorubicinu (Maggiorella et
al. 2003, Crescenzi et al. 2005). Fosforylace histonu H2AX pak ukazuje na dlouhodobé opravy DNA
DSBs způsobené buďto díky diskutovaným změnám ve vzájemné koordinaci HR a NHEJ systémů nebo
díky dalším možným poruchám uvnitř těchto drah. Je možné, že CDK kinázy jsou přímo zapojeny i do
odpovědi na poškození DNA. Konkrétně bylo u kvasinek Saccharomyces cerevisiae popsáno, že CDK
kinázy regulují opravy dvouřetězcových zlomů mechanizmem homologní rekombinace (Aylon et al.
2004). Navíc Dr. Crescenzi pak prokázal inhibici homologní rekombinace roskovitinem v in vivo
rekombinačním testu u buněčné linie HeLa lidského karcinomu děložního krkčku (Crescenzi et al. 2005).

Silná indukce p21 proteinu v reakci na kombinovanou terapii (projekt č. 2) svědčí jasně pro
hyperstimulaci aktivity p53 proteinu, ačkoliv zvýšená exprese p53 proteinu nebyla prokázána. Možné
vysvětlení je, že již nejnižší koncentrace BOH/ROS použité v preinkubaci (Schéma A) jsou dostatečné
pro zvýšení jaderné akumulace proteinu p53 před ozářením, ačkoliv celkové množství proteinu p53
zůstává nezměněno. U schématu B (současná aplikace) a C (postinkubace) pak k hyperstimulaci dochází
pouze při vyšších koncentracích. Silná indukce proteinu p21 pak vede k dlouhotrvajícímu, popř.
k trvalému (senescence) G1 bloku (Kastan et al. 2004, Roninson et al. 2003). Další možnou alternativou
vedle senescence by mohla být mitotická katastrofa – buněčná smrt způsobená abnormálně probíhající
mitózou, která obvykle vede ke vzniku velkých buněk obsahujících četná mikrojadérka a
nezkondenzovaný chromatin (Castedo, et al., 2002, Roninson et al. 2003). Mechanizmus
radiosenzitizačního účinku roskovitinu na p53 mutovaných buňkách linie MDA-MB231 prsního karcinomu
pak zůstává zcela neobjasněn. Dr. Maggiorella (Maggiorella et al. 2003) předpokládá, že radiosenzitizační
účinek je způsoben inhibicí DNA-PK kinázy (NHEJ) a možný vliv na HR nebyl zkoumán. Byl zde
prokázán silný cytostatický účinek (82 % G2/M blok 24 hodin po ozáření) avšak bez indukce apoptózy
a to dokonce ani  čtvrtý den po skončení léčby. Životaschopnost buněk zde zůstala zachována na
hladině 80-95% (Maggiorella et al. 2003). Předpokládáme, že kaskády ATM/ATR-CHK1/CHK2-CDC25s
a ATM-NBS1-SMC1 v nepřítomnosti p53 proteinu plně kompenzovaly kaskádu ATM/ATR-CHK1/CHK2-
p53/MDM2-p21 a také vedly k zablokování buněčného cyklu a že následujícím finálním stavem by
mohla být právě buněčná senescence nebo mitotická katastrofa (Kastan et al. 2004, Roninson et al. 2003).

Naše výsledky projektu č. 2 jednoznačně ukázaly, že látky bohemin a roskovitin mají velmi silný
radiosenzitizační účinek při preinkubaci (schéma A), který je zprostředkován reorganizací/inhibicí oprav
DNA DSBs a následným G1 blokem souvisejícím se silnou indukcí proteinu p21 směřujícím
pravděpodobně k senescenci.

Co se týče možných chemosenzitizačních účinků inhibitorů CDKs, v nedávné době bylo popsáno, že
použití roskovitinu (10 µM) u buněk přeléčených subletálními dávkami doxorubicinu vede u některých
buněčných linií buďto k prohloubení G2/M bloku (buněčná linie HCT116 a H1299) nebo k prohloubení
senescence (buněčná linie A549 a HEC1B) (Crescenzi et al. 2005). Výsledný efekt byl pak závislý na
aktivitě pRb dráhy u konkrétní buněčné linie, její inaktivace vedla k zesílení G2/M bloku a ke snížení
tvorby kolonií ve srovnání se samotným doxorubicinem. Naopak aktivní pRb dráha umožnila prohloubení
senescence indukované primárně i doxorubicinem a ke zvýšené tvorbě kolonií ve srovnání s doxorubicinem.
Bylo zde popsáno, že inkubace s roskovitinem vede k alteracím obou DNA DSBs opravných systémů,
tzn. HR i NHEJ. Roskovitin byl zde použit i v kombinaci s etopozidem (buněčná linie H1299 a A549),
ukázalo se, že výsledný efekt byl závislý na použité dávce doxorubicinu, která buďto vedla nebo nevedla
k inaktivaci Rb proteinu (Crescenzi et al. 2005). Roskovitin byl v rámci preklinických studií použit také
v kombinaci s docetaxelem, přičemž synergický efekt byl závislý na správné volbě schématu. Kombinace
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roskovitin plus docetaxel je v současné době testována v rámci II fáze klinických zkoušek u NSCLC
(Fischer et al. 2005). Z našich předběžných, dosud nepublikovaných výsledků týkajících se použití
roskovitinu a boheminu v kombinaci s různými typy cytostatik vyplývá, že synergický účinek je dosažen
především při kombinaci CDKIs s cytostatiky, jejichž použití vede ke vzniku dvouřetězcových
a jednořetězcových DNA zlomů, např. bleomycin, daunorubicin a topotekan. Zřejmě pak ROS/BOH,
stejně jako u DNA poškozené ozářením, inhibují opravy DNA. Naše výsledky také jednoznačně podtrhly
důležitost správné volby léčebného schématu.

V souhrnu se dá říci, že olomoucin a od něj odvozené sloučeniny bohemin a roskovitin mají vyšší
protinádorové účinky než se původně předpokládalo na základě výsledků in vitro studií. Zdá se, že
schopnosti této skupiny látek brzdit nádorovou proliferaci a indukovat apoptózu  zdaleka nesouvisí
pouze s inhibicí CDK2 kinázy, která v nádorových buňkách umožňuje obnovu funkčnosti G1/S
kontrolního bodu. V poslední době do popředí vyvstává fakt, že tyto sloučeniny prostřednictvím inhibice
CDK7 a CDK9 kinázy downregulují transkripční aktivitu RNAP II polymerázy a že inhibují DNA opravy,
což také nemalou mírou přispívá k celkovým protinádorovým účinkům látek. Celkovou komplexnost
účinků těchto látek dokumentují i zmíněné proteomické studie. Radiosenzitizační i chemosenzitizační
studie následně podtrhují důležitost volby správného léčebného schématu v případě kombinace inhibitorů
CDK kináz se zářením nebo jinými cytostatiky. Všechny zmiňované mechanizmy účinků podporují fakt,
že vůči těmto látkám jsou senzitivní především proliferující nádorové buňky. Zároveň se zdá, že senes-
cence je vedle možné indukce apoptózy důležitou odpovědí na expozici buněk inhibitorům CDK kináz.
Velký potenciál těchto látek coby klinicky používaných léků dokládá fakt, že v současné době probíhá
ve Velké Británii II. fáze klinických zkoušek roskovitinu.
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4. SUMMARY

The compounds olomoucine, bohemine and roscovitine originally acknowledged as CDK1/2 inhibi-
tors inhibit in addition to CDK7 kinase also CDK5 and CDK9 kinases (Meijer et al. 1997, Raynaud et al.
2005, Hajdúch et al. 1999a, b). Through inhibition of CDK7 and CDK9 they inhibit transcriptional
RNAP II polymerase (MacCallum et al. 2005, Raynoud et al. 2005, Ljungman et al. 2001). Recently, it
seems more than obvious, that the actions related to the inhibition of RNAP II polymerase by roscovitine
precede the blockage of cell cycle itself and that they also are directly related to apoptosis induction in
cancer cells (Fischer et al. 2005, Wojciechowski et al. 2003).

In the project no.1 we have shown that the overall anti-proliferative effect of these compounds is also
influenced by other phenomenon: inhibition of protein synthesis, changes in expression of cytoskeletal
polypeptides and inhibition of metabolic processes, concretely glycolysis. In more detail, using conven-
tional (2-DE) gel electrophoresis we have analysed the CEM T-lymphoblastic cells incubated with BOH
(c=10µM) for 0, 6, 9, 12 and 24 hours. The parameters for electrophoretic separation were ranging from pH
3.5 to 10 and Mr 8 – 200kDa. PCA (Principal Component Analysis) multivariate analysis was used for
quantification of changes in protein expression. The method is useful for complex analysis of large
amount of data. From the overall number of 2000 detected protein spots we have analysed 748 protein
spots that were found on all examined gels. The PCA analysis can find similarities and differences be-
tween individual gels and also find specific spots (candidate biomarkers) that are unique for the given
sample types. The results of this classification helped us to identify two groups of cell lysates. One group
contains cells incubated with BOH for 9, 12 and 24 hours, the other group contains cells incubated with
BOH for 6 hours and also control untreated cells that correspond to the intervals 0 and 24 hours. The
results suggest that after 9 hour incubation the number of detected protein spots substantially changes.
Using the PCA analysis we have found a group of typical protein spots. From this group five proteins were
further identified via the methods MALDI-MS (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization-mass
Spectrometry) and ESI-MS/MS (Electrospray Ionizing Tandem – MS). Among the identified proteins
there were α-enolase and triosephosphate isomerase, enzymes participating in glycolysis and eukaryotic
initiation factor 5A, that plays an important role in protein synthesis. The last identified proteins were α
and β-subunits of Rho GDP-dissociation inhibitor 1, that are related to the changes in cytoskeletal struc-
ture. Finally, the incubation of CEM T-lymphoblastic cells with bohemine was not associated with CDK
inhibition but led to inhibition of metabolic processes and cell functions on various levels, which is virtually
consistent with blockage of transcription and consequent blockage of translation. (Kovářová et al. 2000).

Bohemine and roscovitine are known to arrest the cell cycle on G1/S and G2/M boundaries via the
inhibition of CDKs and also decelerate of S phase development. The synchronised cells, especially those
blocked on the G2/M boundary, could sensitively respond to consequent irradiation. Moreover in cancer
cells with wild-type p53 protein expression, roscovitine treatment causes stabilisation and nuclear accu-
mulation of this protein (David-Pfeuty et al. 2001, Ljungman et al. 2001, Blaydes et al. 2000,
Wojciechowski et al. 2003). Protein p53 generally plays a significant role in response to DNA damage
and therefore to damage caused by radiation. Possible hyperstimulation of p53 activity using roscovitine
in combination with irradiation was proposed earlier (Blaydes et al. 2000, Lu et al. 2001). In contrast to
this hypothesis Dr. Maggiorella (Maggiorella et al. 2003) described the radiosensitising effect of roscovitine
using p53 mutated breast cancer MDA-MB231 cell line under in vitro and also in vivo conditions. The
mechanism of radiosensitising action was not completely explained in this work. The possibilities of
change in schedule of combined therapy were also not examined.

In project no. 2 we have dealt with the possibility of combining the anti-proliferative effects of
bohemine and roscovitine with the effects of ionising radiation, i.e. with looking for radiosensitising effects
of the given compounds. The tests were carried out under in vitro conditions on A549 human lung
carcinoma cell line, which does not exhibit any deletion or mutation of p53 protein. We have studied three
possible schedules of combined therapy: A-preincubation, B–concomitant application and
C–postincubation with CDK inhibitors. We have used standard method of clonogenic survival assay for
description of cytotoxic/cytostatic actions. The highest radiosensitising effect was found in Schedule
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A–preincubation, when the cells were incubated with BOH/ROS for 24 hours and then irradiated. The
values of sensitising enhancement ratios SER (37%) ranged from 1.47 to 3.20. Whereas the lowest tested
concentrations of BOH/ROS (0.1/0.1 µM) corresponding to IC

10
 level, i.e. they decrease the colony

formation by mere 10%, led to radiosensitising action with SER(37%) values of 1.55/1.47 for BOH/ROS.
In the other used schedules (Schedule B and C) we have found a radiosensitising effect only in the highest
tested concentrations on the IC

50 
level (30/13 µM for BOH/ROS). The analysis of cell cycle distribution

representing 24 hours after finishing the treatment showed that the combined therapy (dose 2 Gy and
concentration of BOH/ROS 12.5/9 µM) led to decrease in number of cells in the S phase of the cell cycle
and to growth in the population in G2/M phase. Nevertheless, the most remarkable redistribution oc-
curred in Schedule A. The decreased level of S phase remained on the same level also 48 hours after
irradiation and the percentage of cells in G0/G1 phase was increased (67.5 % / 65.5 % for BOH/ROS
respectively) at the expense of G2/M phase. In the same time interval the control irradiated cells and the
cells treated with BOH/ROS demonstrated the common profile of exponentially growing cancer cell line
A549 (S phase 30-37 %, G2/M phase 13-14 % and G0/G1 48-58. Similar, though weaker tendency
towards G1 block was observed in Schedule B. The analysis of subG1 peak revealed that the changes in
G2/M and S phase of the cell cycle after the combined therapy were not accompanied by corresponding
growth in number of apoptotic cells. Using BrdU incorporation assay a strong inhibition of DNA repairs
for cells treated with BOH/ROS was found 24 hours after irradiation. Inhibition of DNA double strand
break repairs by roscovitine (c=5 µM) 24 hours after treatment was also described in the publication by Dr.
Maggiorella (Maggiorella et al. 2003) where the PFGE method (pulse-field gel electrophoresis) was
used. Our data showed that DNA inhibition could by one of the key mechanisms of radiosensitising effects
of bohemine and roscovitine.

In the second part of project no. 2 we focused on description of molecular changes corresponding with
radiosensitising effects of bohemine and roscovitine, which were discovered in preincubation Schedule A.
The irradiation dose used for immunoblotting (10 Gy) was increased in order to enhance the chances of
capturing some of the DNA DSBs repairs. The used concentrations of ROS/BOH were 9/12.5 µM. Our data
showed that roscovitine and bohemine alone in monotherapy did not increase expression of p53 protein.
Activation of DNA-PK (NHEJ pathway) after incubation with both compounds gave evidence of occur-
ring DNA DSBs. Dr. Maggiorella also showed occurrence of the DNA DSBs (micronuclei assay) and
activation of DNA-PK caused by roscovitine (c=5 µM) (Maggiorella et al. 2003). The only fact support-
ing the theory of activation of homologue recombination (HR) – the second mechanism of DNA DSBs
repairs - may be the increased amount of MSH6 protein and weak induction of CHK1 kinases, which is
preferentially activated in response to replication cell stress. The detailed mechanism by which BOH/ROS
might cause DNA DSBs is yet unclear. Our first hypothesis was that DNA DSBs probably arised in a
response to aberrant replication process either due to inhibition of CDK2 kinase or due to possible
collision of the replication machinery with stalled RNA polymerase complex. It is also possible that
RNAII polymerase plays a direct or indirect supporting role in replication (Derheimer et al. 2005). The
second hypothesis is related to fact, that under in vitro conditions during mitosis CDK1 kinase forms
stabile molecular complexes with topoisomerase IIα , thus leads to altered DNA/topoisomerase interac-
tions and to possible occurrence of DNA DSBs (Escarquiel et al. 2001, Larsen et al. 2003, Wells NJ et
al. 1995). The inhibition of CDK2 or possibly CDK1 kinase is in all likelihood important for the resulting
effect, because incubation with the inhibitor of  RNAII polymerase transcription 5,6-dichloro-1-b-D-
ribofuranosylbenzimidazole (DRB; inhibitor of CDK7 and CDK9) does not result in DNA damage
(Derheimer et al. 2005). The fact, that roscovitine at the concentration under 5 µM inhibits RNA as well
as DNA synthesis also supports our hypothesis (Ljungman et al. 2001, Wojciechowski et al. 2003).
Finally bohemine and roscovitine at very low concentrations through the inhibition of CDK1, 2, 7 and 9
alter not only transcription and replication processes, but probably also inhibit activity of topoisomerase
IIα, all these events lead to occurrence of DNA DSBs.

In the case of combined therapy (BOH/ROS plus irradiation), studied also in project no. 2,  some
rearrangements/inhibition of DNA DSBs processes were observed. DNA-PK kinase was inhibited com-
pared to irradiation only, although BOH/ROS alone cause its activation. On the other hand CHK2 kinase
(HR pathway) exhibited higher activity due to the incubation with the compounds. Though the clear
coordination of HR and NHEJ repairs is unknown (Lisby et al. 2005, Bernstein et al. 2002), our data suggest
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preferential activation of ATM-CHK2 pathway in response to combined therapy. Possible explanation of
this re-organisation comes from the redistribution of cell cycle phases. ROS/BOH (9/12.5 µM) themselves
increase the percentage of cells in G2/M phase (shift from 11.5% to  18.3/19.6 %) after 24 hours incuba-
tion and roscovitine also decreases the S phase (shift from 36.5% to 25.6%). In bohemine the deceleration
of the S phase occurs later. Immediately after irradiation the percentage of cells in G2/M phase of the cycle
also increases (shift from 11.5 to 18.7%; radiation dose 2 Gy) (yet unpublished data). On the bases of this
information we believe that immediately after irradiation there occurs a strong G2/M arrest in BOH/ROS
preincubated cells, where, as previously suggested in the theory, the repairs of DSBs take place mainly via
the homologous recombination (HR) pathway.

Inhibition of DNA-PK activity related to strong G2/M arrest was also described in literature in the case
of combination roscovitine with irradiation (Maggiorella et al. 2003) and with sub lethal dose of
doxorubicine (Crescenzi et al. 2005). Phosphorylation of histone H2AX indicates long-lasting DNA
DSBs repair after incubation with the compounds. This occurred either due to the rearrangements of DNA
DSBs processes or due to possible lesions downstream these pathways. Literature also describes possible
role of CDK kinases in regulation of homologous recombination in yeast cells, concretely in Saccharomy-
ces cerevisiae, where the CDKs regulate DNA DSBs repair by homologous recombination (Aylon et al.
2004). Dr. Crescenzi then demonstrated the inhibition of homologous recombination by roscovitine in
in vivo recombination test on HeLa cell line of human cervical carcinoma (Crescenzi et al. 2005).

Strong induction of p21 in reaction to the combined therapy (project no. 2) gives evidence for
hyperstimulation of p53 protein activity, although increased expression of p53 was not shown. The fact
can be explained so that even the smallest concentrations of BOH/ROS used in preincubation (Schedule
A) are sufficient to increase nuclear accumulation of p53 protein before irradiation, although the overall
level of p53 protein is unaffected. On the other hand in Schedules B (concomitant application) and
C (postincubation) higher concentrations have to be used to achieve p53 activity hyperstimulation.
Strong induction of p21 then leads to long-lasting or possibly permanent G1 arrest (senescence). (Kastan
et al. 2004, Roninson et al. 2003). Another mechanism would be the mitotic catastrophe-cell death
resulting from abnormal mitosis-cell death that results from aberrant mitosis, leading to the formation of
the large non-viable cells with several micronuclei containing uncondensed chromosomes (Castedo, et
al., 2002, Roninson et al. 2003). The mechanism of radiosensitising effect of roscovitine at c=5 µM (but
not for 2.5 µM) on p53 mutated cell-line MDA-MB231 remains unexplained. Dr. Maggiorella believed
that the radiosensitising effect is caused by the inhibition of DNA-PK kinase (NHEJ pathway) and possible
effect on HR was not studied (Maggiorella et al. 2003). Dr. Maggiorella showed strong cytostatic effect
(82% G2/M arrest 24 hours after irradiation) however without induction of apoptosis even on the fourth
day after finishing the treatment. The viability of treated cells was still 80-95% at this time interval. We
presume, that signal cascades ATM/ATR-CHK1/CHK2-CDC25s and  ATM-NBS1-SMC1 were able to
fully compensate the cascade ATM/ATR-CHK1/CHK2-p53/MDM2-p21 and they also led to cell cycle
arrest and that the subsequent and final state should be directly senescence or mitotic catastrophe (Kastan
et al. 2004, Roninson et al. 2003).

Our results of the project no. 2 clearly demonstrated strong radiosensitising effect of bohemine and
roscovitine in the case of preincubation (Schedule A), that is mediated via rearrangements/inhibition of
DNA double strand breaks repair with subsequent G1 arrest corresponding with strong induction of p21
protein leading probably to the senescence.

Concerning the possible chemosensitising effects of CDK inhibitors, a recent publication describes
that using roscovitine (10µM) on cells previously treated by sublethal doses of doxorubicine results in
deepening of G2/M arrest in some cell lines (cell line HCT116 a H1299) or to deepening of senescence in
others (cell line A549 a HEC1B) (Crescenzi et al. 2005). The final effect depended on the activity of pRb
pathway in specific cell lines. Its inactivation resulted in strengthening of G2/M arrest and to decrease in
colony formation compared to doxorubicine itself. On the other hand the active pRb pathway enabled
deepening of senescence induced primarily also by doxorubicine and to increased colony formation
compared to doxorubicine itself. It has been described that incubation with roscovitine leads to alterations
of both DNA DSBs repair systems – i.e. HR as well as NHEJ. Roscovitine was used here in combination
with etoposide (cell line H1299 and A549). The resulting action depended on the doxorubicne dose
which either did or did not lead to Rb  protein inactivation (Crescenzi et al. 2005). In pre-clinical
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trials roscovitine was used also together with docetaxel while the synergistic effect was dependent on
correct choice of application schedule. The combination of roscovitine and docetaxel is currently tested
in the phase II of clinical trials in NSCLC (Fischer et al. 2005). Our preliminary unpublished results on
usage of roscovitine and bohemine in combination with various types of cytostatic drugs show that the
synergistic effect is achieved mainly in combination with CDKIs with cytostatic drugs which cause single
and double strand DNA breaks – e.g. bleomycin, daunorubicin and topotecan.  Possibly BOH/ROS inhibit
the DNA repairs in the same way as with irradiation. Our results unambiguously stress the importance of
correct choice of treatment schedule.

We can say that olomoucine and its derived compounds bohemine a roscovitine have higher antican-
cer effect than was previously expected from the results of in vitro studies. It seems that ability of these
compounds to hinder tumour proliferation and induce apoptosis is related not only to the inhibition of
CDK2 kinases, which renews the functionality of G1/S checkpoint in cancer cells. Recent studies suggest
that these compounds via inhibition CDK7 and CDK9 downregulate  the transcription activity of RNAP
II polymerase and also inhibit DNA repairs, which also aids in the overall anticancer efficiency. The
complexity of effects of these compounds is also illustrated by the cited proteomic study. Radiosensitising
and chemosensitising studies consequently stress the importance of careful choice of suitable treatment
schedule in combination of synthetic inhibitors of CDKs with irradiation or with other chemotherapeutics.
All described mechanisms of action support the fact, that it must be the proliferating cancer cells that are
sensitive to these compounds. At the same time it seems that senescence may be apart from apoptosis
induction also an important response to cell exposure to synthetic CDK inhibitors. The great potential of
these compounds as clinically useful drugs is also supported by the fact that currently the second phase
of clinical trials of roscovitine is taking place in the Great Britain.
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