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Souhrn

Cilem této diplomové prace bylo biologicky charakterizovat nové
2,6,9-trisubstituované puriny, které byly pfipraveny s cilem inhibovat kinasy rodiny
PAK (p2l-activated protein kinase). Strukturné se od sebe tyto latky odliSuji
substituentem v pozici N9 purinu a umisténim atomu Cl na benzylaminu v poloze C6.

NejlepSi inhibiéni aktivitu vic¢i PAK vykazovala latka 4622, ale bohuzel stale
preferencné inhibovala cyklin-dependentni kinasy (CDK), znamy cil takto
substituovanych purina. JelikoZ se v ramci dané knihovny podafilo potlacit inhibicni
aktivity CDK, ale nikoliv vylepSit vic¢i PAK, naSe pozornost se pfesunula na latku
s dobrymi antiproliferacnimi vlastnosmi vic¢i nadorovym buné&&nym liniim. U latky
4841 bylo pomoci kinasového profilovani zjisténo, ze vykazuje velmi dobrou inhibi¢ni
aktivitu vici proteinu ERBB4 (receptor epidermalniho ristového faktoru 4).

Poté byly testovany ucinky nizkomolekularniho inhibitoru ERBB latky 4841 na
linii MCF-7 odvozenou od adenokarcinomu prsu. Z vysledkl vyplyva, ze buriky této
linie jsou senzitivni vuci pisobeni latky 4841. Jejich proliferace je vlivem 4841 témér
zastavena a v dusledku toho narusta jejich poCet v G1 fazi cyklu. Tento fakt je
podpofen také mirné zvySenou hladinou proteinu p21. Dale bylo zjisténo, Ze latka
4841 zabranuje aktivaci receptord ERBB a jeji inhibi¢ni aktivita je srovnatelna
s lapatinibem. Vlivem inhibice receptord ERBB latkou 4841 dochazi také ke snizeni

aktivity podfizené kinasy Erk1/2.



Summary

The main aim of the theoretical part of this diploma thesis was description of
the biological active 2,6,9-trisubstituted purines. The practical part was focused on
the synthesis of novel inhibitors of PAK (p21 activated protein kinases) that mainly
differ by the substituents at the N9 position of purine ring and by the position of
chlorine on C6-aminobezyl ring.

Compound 4622 has displayed the highest inhibition activity against PAK but
unfortunately it also preferentially inhibits CDKs. We therefore selected for further
profiling and biological characterization different compound displaying the most
potent antiproliferative effect on tumour cell-lines. Results from the kinase selectivity
screen showed us that compound 4841 exhibit significant inhibition activity against
tyrosine kinase ERBB4 (HER4).

We have determined biological effects of 4841 on breast adenocarcinoma cell
line MCF-7 and found that cells are sensitive to this drug, their proliferation
diminished and inhibitor can also downregulate ERK1/2 pathway. We also found that
4841 is able to decrease phosphorylation of kinases of ERBB family and it's

inhibition effect is comparable to lapatinib, approved anticancer drug.
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1. Uvod

V souc€asnosti vzrusta zajem o puriny hlavné z hlediska jejich potencionalniho
terapeutického vyuziti. Analyzou kompletné osekvenovaného lidského genomu bylo
zjisténo, ze 4 az 7 % ze vSech kdédovanych proteinli vyuziva pro svou funkci pravé
puriny jako kofaktory nebo kosubstraty (Chapman, 2004). To z této pomérné velké
skupiny proteini déla potencialni terapeuticky cil purind. U vétSiny nadorovych
onemocnéni je aktivita proteinkinas kliCova pro proliferaci, migraci a zabranéni
procesim spjatym s programovanou bunécnou smrti. Z téchto divodl v posledni
dobé nabyva na vyznamu inhibice proteinkinas, jakoZto nova strategie pfi 1éCbé
nadord. Mechanizmus pusobeni mnoha inhibitorl proteinkinas spociva v jejich
specifickém navazani do ATP-vazebného mista jedné nebo vice kinas. Tim je toto
misto blokovano a kinasa ztraci svou fosfotransferasovou aktivitu. Detailni znalost
struktury ATP-vazebného mista velmi usnadriuje navrZzeni a vyvoj novych
kompetitivnich inhibitord kinas (Legraverend et Grierson, 2006).

Nyni existuje mnoho purinovych inhibitor( kinas, které vykazuji nanomolarni
inhibi¢ni aktivity. Dal8i pozitivni farmakologickou vlastnosti purinovych derivata
a jejich analogu je, ze jsou do savcich bunék transportovany pasivné i aktivné stejné
jako nukleotidy. Proto jsou nékteré zahrnuty mezi potencionalni léCiva a to nejen
protinadorova, ale i klé¢bé Parkinsonovy choroby, deprese, diabetu, astmatu,
revmatoidni artritidy a osteoporézy (Sharma et al., 2016). Tento vyCet jisté neni
konecny, jelikoz dalsi vyuziti purin( jsou stale objevovana.

V teoretické cCasti prace uvadim strucny vybér dosud znamych vysoce
ucinnych 2,6,9-trisubstituovanych purin se zaméfenim na jejich design, popis
mechanizmu navazani do aktivnich mist kinas a stim souvisejici protinadorové

ucinky.



2. Sou€asny stav reSené problematiky

2.1. Vybrané molekularni cile 2,6,9-trisubstituovanych purint

2.1.1. Inhibitory CDK

Cyklin dependentni kinasy jsou rodinou serin/threoninovych proteinkinas, které
k tomu aby byly aktivni, potfebuji podjednotku — cyklin (Manning et al., 2002).
U Clovéka je znamo 20 CDK a 29 cyklint (Cao et al., 2014). V prabéhu evoluce doslo
u savcl ke vzniku tfi podrodin CDK regulujicich bunéény cyklus (Cdk1, Cdk4 a Cdk5)
a péti podrodin fidicich transkripci (Cdk7, Cdk8, Cdk9, Cdk11 a Cdk20). Podrodiny
CDK se mezi sebou nelisi jen funkci, ale i potem vazanych cyklind. CDK regulujici
bunécny cyklus mohou vazat vice riznych cyklind, kdezto CDK Fidici transkripci jsou
aktivovany jedinym cyklinem. U nékterych CDK ovSem doSlo ke kombinaci obou
funkci (Malumbres, 2014).

CDK maji v bunécné biologii nezastupitelnou roli, jelikoz v zavislosti na extra-
a intracelularnich signalech reguluji bunéény cyklus, genovou expresi, alternativni
sestfih, diferenciaci, angiogenezi, exocytézu, autofagii a senescenci. BEhem mitdzy
se podili na fizeni duplikace centriolu, dynamiky déliciho vieténka a kohezi
sesterskych chromatid (Carlsten et al., 2013; Lim et Kaldis, 2013; Malumbres, 2014).
Na prabéh bunééného déleni maji nejvétsi vliiv CDK1 a CDK2. CDK2 ur€uje vstup
bunky do S faze a ovliviiuje cely jeji prubéh v€etné replikace DNA. Nasledné CDK1
fidi kompletni pribéh M faze a tedy i mitozy. CDK4 a CDK6 fosforyluji a deaktivuji
nadorové supresory z rodiny Rb, coz vede k uvolnéni mnoha transkripénich faktor(
nezbytnych pro zahajeni proliferace (Schaffer et al., 2010).

Vyvoj inhibitord CDK jakozto potencialnich protirakovinnych lé€iv zapocal
pfiblizné pfed 20 lety. Mezi inhibitory CDK patfi latky ze skupiny purinu, alkaloidu
a flavonoida. VétSina z téchto latek svym strukturnim uspofadanim mimikuje ATP,
s nimz kompetuji o ATP-vazebné misto CDK (Davies et al., 2002a). Prvni generace
téchto latek je oznaCovana jako pan-CDK inhibitory, protoZe vykazuji relativné nizkou
specifitu va&i nékteré z CDK a inhibi¢ni aktivitu v fadu mikromolld. Ze skupiny
2,6,9-trisubstituovanych purind mezi né nalezi napf.: olomoucin (Vesely et al., 1994),
CVT313 (Brooks et al., 1997), purvalanol (Gray et al., 1998), roskovitin (Seliciclib)
(Havli¢ek et al., 1997). Nasledné bylo vyvinuto mnoho latek na bazi purint s vyrazné
lepSi protirakovinnou a inhibi¢ni aktivitou, Fadové nanomolarni. Konkrétné se jedna
o tyto 2,6,9-trisubstituované puriny: H717 (Dreyer et al., 2001), MDL108522 (Shum et



al., 2001), 3-chloranilino derivaty (Oh et al., 2001), derivaty NU (Davies et al., 2002a;
Hardcastle et al., 2004), derivaty olomoucinu (Krystof et al. 2005; Zatloukal et al.
2013), CR8 (Bettayeb et al., 2008) nebo dalsi bi-aryl derivaty (Trova et al. 2009a,b;
Gucky et al. 2013).

Zpusob vazby derivatl 2,6,9-trisubstituovanych purind do ATP-vazebného
mista CDK byl objasnén kokrystalizaci vybranych inhibitord s CDK2. VSechny
purinové derivaty se vazi na CDK prostfednictvim konzervovaného donor-akceptor-
donorového motivu. Ten spociva ve dvou silnych vodikovych vazbach mezi Leu83
a atomy dusiku N6, N7 a dale mezi kyslikem Glu81 a vodikem na C8 purinu Obr. 2
(Davies et al., 2002a,b). Vyjimkou jsou puriny ze skupiny NU majici ve své struktufe
O°-cyklohexylmethyl skupinu. Tyto inhibitory také vytvafi trojici vodikovych vazeb
s residui Leu83 a Glu81, ale prostfednictvim atomd dusiku N1 a N9 a za pouziti
atomu vodiku v poloze N2 purinu viz Obr. 2 (Davies et al., 2002a,b; Hardcastle et al.,
2004). Svymi CDK inhibi€énimi ucinky v fadu nanomold mezi NU derivaty vynika
2-(4-sulfanilyl)purin znamy pod nazvem NU6102 viz Obr. 1 (Davies et al., 2002). Tato
latka vytvari s ATP-vazebnym mistem CDK dalSi dvé vodikové vazby obé s Asp86
v jednom pfipadé je donorem aminoskupina sulfonamidu a ve druhém je akceptorem
atom O sulfonamidu. Obé vazby vytvari optimalni hydrofobni prostfedi pro interakce
mezi anilinovou skupinou a povrchem CDK2 (Hardcastle et al., 2004).

Pfi vyvoji CDK inhibitoru, ktery by byl transportovatelny dopaminovym
transportérem, byla vytvofena hybridni molekula mezi roskovitinem a substratem
transporteru oznacovana jako CR8 (Bettayeb et al., 2008). Roskovitin a CR8 se od
sebe liSi pouze substituentem v poloze C6, ale toto rozSifeni struktury zapficinilo
nékolikanasobné zvysSeni inhibi¢ni aktivity vici CDK. Objevem CR8 byl odstartovan
vyvoj dalSich biaryl derivatl s cilem nalézt pokud mozno co nejefektivnéjsi selektivni
CDK inhibitory s vyraznou antiproliferacni aktivitou. Vyznamného primérné
1000nasobného zlepseni antiproliferaCnich vlastnosti bylo dosazeno obménou
substituentd v poloze C6 purinu. Ty sice nezasahuji do ATP-vazebného mista CDK2,
ale jsou ve styku s vnéjSim prostfedim kinasy a ovliviuji tak rozpustnost latek a jejich
biologickou dostupnost. V ramci studii Guckého et al. (2013) a Trova et al. (2009a,b)
bylo otestovano mnoho substituentll a jejich kombinaci pravé v poloze C6 purinu.
Jako nejvhodnéjsi substituent v této poloze byl objeven 2-hydroxy-(6-fenylpyridin-3-
yl)methylamin viz latka 6b na Obr. 1.



Dale byly otestovany rdzné substituenty v poloze C2 purinu, kdy nejvice
vodikovych vazeb s aktivnim mistem CDK2, a to dvé, tvofi trans-4-
aminocyklohexylamin. Vhodnou kombinaci substituentd s ohledem na co nejlepsi
anti-CDK aktivitu je v pozici C2 purinu trans-4-aminocyklohexylamin a v pozici N9
cyklopentyl (Gucky et al., 2013).

OH

zZ
I
pd
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O

NU6102 6b

IC,, (CDK1) =9 nM IC,, (CDK1) = 46,8 nM
IC,, (CDK2) = 6 nM IC,, (CDK2) = 7,1 nM

Gly, (MCF-7) = 8 uM Glg, (MCF-7) = 18 nM

Obr. 1 Vybrané struktury purinovych inhibitorit CDK s uvedenymi inhibi¢nimi
aktivitami.

= ----mmm-mm--

Vall8A

R Leussa Ala31A
Leul34A

Obr. 2 Vlevo je vyobrazen zplsob vazby NU6102 na CDK2 (PDB ID: 4EOR), vpravo
je na komplex CDK2 s cyklinem A navazan inhibitor CR8 (PDB ID: 3DDP).
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2.1.2. Inhibitory CK1

DalSi skupinou kinas, u které byly 2,6,9-trisubstituované puriny nalezeny jako
poteincionalni inhibitory, jsou kasein kinasy (CK1). Proteinkinasy CK1 jsou rodinou
serin/threoninovych kinas sestavajici ze sedmi Clent: a, B1, o, €, y1, y2 a y3.
VSechny isoformy jsou pomérné konzervované v kinasovych doménach, odliSuji se
pfedevSim délkou a primarni strukturou obou koncu nekatalytickych domén. Kazda
z isoforem preferuje jiz prefosforylované substraty (Cheong et Virshup, 2011).
Rodina kasein kinas ma velké mnozstvi rozlicnych substratl, coz nasvédcCuje tomu,
Ze reguluje rozmanité bunécné procesy jako napft.: signalni drahu Wnt, mechanizmy
opravy DNA, vezikularni transport, dynamiku aktinového cytoskeletu a cirkadialni
rytmy (Gallego et Virshup, 2007).

CK1 jsou ubikvitné exprimovany v centralnim nervovém systému. Bylo
zjiSténo, ze deregulace CK1d a CK1e vede u Clovéka ke vzniku
neurodegenerativnich onemocnéni, poruch spanku, zanétd a nadorl. Spekuluje se
také o roli CK1d v signalizaci prostfednictvim dopaminu, uvolnéni neurotransmiteru
a fosforylaci receptort neurotransmiteru (Zhou et al., 2010). Byl prokazan vliv CK16
na progresi Alzheimerovy choroby, jelikoz tato isoforma hyperfosforyluje Tau protein,
coz vede k odumirani neuronli. CK1 se také podili na produkci B-amyloidl Stépenim
jejich prekurzoru APP (amyloid precursor protein) (Flajolet et al.,, 2007).

U nadorovych onemocnéni bylo prokazano, ze CK1 modifikuji nadorovy
supresor p53 a onkogen MDM2, zabrarnuji navozeni apoptdzy, ovliviuji stabilitu
mikrotubulll a funkce centrosomu. U nékterych typl nadorl je zvySena exprese
CK16 a CK1e. Je znamo, Ze tyto dvé isoformy aktivuji Wnt drahu prostfednictvim
stabilizace B-cateninu, k ¢emuz dochazi prostfednictvim fosforylace receptoru Lrp
5/6 (lipoprotein receptor-related protein 5/6) nebo proteind rodiny Dishevelled. Timto
zpusobem je CK1e schopna vyvolat transformaci a nékteré subtypy nadord prsu jsou
na této aberantni draze zavislé. Dale jsou kinasy CK10 a CK1e deregulovany
v adenokarcinomu pankreatu a nadorech vajecnikt (Cruciat et al., 2013; Rodriguez
et al., 2012).

ProtoZze rodina kasein kinas hraje dulezitou roli v biologii nadorovych bunék
a jeji inhibitory by naSly uplatnéni v Iébé mnoha onemocnéni, pouta jejich vyvoj
v sou¢asné dobé znacnou pozornost. Tyto skutec¢nosti vedly Bibiana et al. (2013)
k vyvoji inhibitort CK16 a CK1e. Pomoci high throughput screeningu (HTS)
identifikovali ,hit* pojmenovany SR-653234. DalSi rozsahlé studie odhalily analog
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SR-653234 oznaCovany jako SR-1277. Jelikoz SR-1277 (IC5o(CK18) = 49 nM,
IC50(CK1€)= 260 nM) vykazoval nizkou rozpustnost, neoptimalni farmakokinetické
vlastnosti a metabolickou nestabilitu byly syntetizovany jeho analogy.

Metabolicka nestabilita byla snizena zavedenim 3-fluoro-fenylu na N9, &imz
vzrostla i inhibiéni aktivita vi¢i CK16. Poté byla pfipravena dalSi série analogl
liSicich se substituenty na benzimidazolovém jadfe v pozicich 4 a 5§ vedouci
k dalSimu narustu inhibi¢ni aktivity vaci CK18 v porovnani s vychozi latkou.

Jak jiz bylo zminéno SR-1277 vykazovala nizkou rozpustnost. Za ucelem
jejihno zvySeni byla syntetizovana série analoglli se substituenty piperazinem
a piperidinem v pozici C2 purinu. Kineticka analyza prokazala, Zze nové ziskané
inhibitory SR-2890 a SR-3029 jsou ATP-kompetitivnimi inhibitory CK16 a CK1¢g viz
Obr. 3. Dal$imi studiemi bylo prokazano, ze SR-2890 (CK19, ICsp = 4 nM) a SR-3029
(CK19, ICs0 = 44 nM, CK1g, IC50 = 260 nM) jsou vysoce selektivnimi inhibitory CK16
a CK1e s in vitro a in vivo farmakokinetickymi charakteristikami umoznujicimi jejich
dalsi studium na xenograftech. Zejména latka SR-3029 vykazovala stfedni
schopnost penetrovat pfes hematoencefalickou bariéru a je realné jeji testovani na
zvifecich modelech s nadorovym onemocnénim mozku.

Nové ziskané inhibitory SR-2890 a SR-3029 interaguji s Arg13 kinasy CK16
prostfednictvim substituentd na benzimidazolovém jadre, které se pevné vazi do
ATP-vazebného mista kinasy. Dale substituenty v pozici C2 interaguji s Asp132
(Bibian et al., 2013).

Cl

N\ NH N\ NH

N N

x? x?

SAL-NCAg-

SR-2890 SR-3029
IC, (CK18) =4 nM IC,, (CK15) = 44 nM

IC,, (CK1g) = 260 nM
br. 3 Struktury purinovych CK1 inhibitord SR-2890, SR-3029 a jejich inhibi¢ni
aktivity.
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DalSi nadéjny inhibitor kinas, byl syntetizovan skupinou Demangea et al.
(2013). Pfi hledani CDK inhibitoru byl objeven 2,6,9-trisubstituovany purin DRF053
viz Obr. 4 preferenéné inibujici CK1 (ICso = 10 nM), dale komplexy CDK5/p25 (ICso =
80 nM) a CDK1/Cyclin B (ICso = 220 nM). Poté byly pfipraveny derivaty DRF053, ale
zadny z nich nevykazoval zvySenou inhibi¢ni aktivitu vici CK1.

PFi dockingu DRF053 byly zjistény dva zpusoby, jakymi se tato latka vaze na
CK18. V obou pfipadech se vazby zuc€astiuji atomy dusiku adeninu. N6 je donorem
a N7 akceptorem vodikové vazby s kavitou kinasy. Dva zpUsoby vazby DFR053 jsou
zpusobeny tim, Ze 3-pyridinylfenylamino skupina v pozici C6 muze rotovat
0 60 stupriti. Pfi prvnim zpusobu vazby dochazi ke vzniku vodikové vazby mezi
dusikem pyridinu a Arg16. Fenyl je pfitom uspofadan paralelné s guanidino skupinou
Arg16, ¢imz dochazi ke vzniku 11-11 interakce. PFi druhém zplsobu vazby dochazi
mezi 3-pyridinylfenylamino skupinou a C-terminalnim koncem kinasy ke
stacking interakcim a také k hydrofobnim interakcim s residuem Pro87 (Demange et
al., 2013; Oumata et al., 2008).

Obr. 4 Vlevo je uvedena struktura CK1 inhibitoru DRF053. Vpravo jeho pozice
v ATP-vazebném misté CK16 ziskana dokovanim. Vodikové vazby jsou znazornény

Zlutymi pferuSovanymi ¢arami. Pfevzato z Oumata et. al., 2008.

2.1.3. Inhibitory PAK
Rodina proteinem p21 aktivovanych serin/threoninovych proteinkinas
u Clovéka cita celkem Sest ¢lend rozdélenych na skupinu | (PAK 1 — 3) a Il

(PAK 4 - 6) (Kumar et al., 2006). Obé& skupiny jsou navzajem z 50 % sekvencné
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identické. Co se tyCe katalytickych domén, ty jsou sekvencné shodné mezi obéma
skupinami z 80 - 90 %. Skupiny se od sebe odliSuji autoinhibicnimi mechanizmy
a Castecné i svymi funkcemi (Radu et al., 2014).

PAK reguluji vyznamné bunécné procesy jako napf.: proliferaci, cytoskeletalni
dynamiku, motilitu, morfologii nebo vaskulogenezi (Hu et al., 2011; Srinivasan et al.,
2009). Dale podporuji vstup bunék do G1 faze aktivaci signalnich drah Erk, Akt
a Wnt (Arias-Romero et al., 2013; Wang et al., 2013). Vybranymi substraty PAK jsou
napf. nékteré jaderné receptory, Aurora kinasa A a Polo-like kinasa 1 (Maroto et al.,
2008). Bylo zjisténo, Zze PAK4 negativné ovliviuje hladinu proteinu p21, ¢imz
podporuje pfechod z G1 do S faze (Nekrasova et Minden, 2011). PAK ovlivAuji
i schopnost nadori0 metastazovat, jelikoz reguluji expresi matrixovych
metalloproteinas, které nasledné rozvolfuji extracelularni matrix (Rider et al., 2013).
Néktefi Clenové rodiny PAK zabranuji navozeni programovatelné bunécné smrti,
apoptozy, fosforylaci proteinu BAD, ktery se poté nemlize navazat na protein Bcl-2.
PAK také aktivuji signalni drahu NF-kB a snizuji aktivitu kaspas 7 a 8 (Friedland et
al., 2007; Li et al., 2011).

U mnoha nadorovych onemocnéni byla zjisténa korelace mezi zvySenou
aktivitou PAK a snizenou pravdépodobnosti preziti pacientd (Dart et Wells, 2013).
Inhibitory PAK pravdépodobné najdou vyuziti pfi 1é€bé intestinalnich nadoru, dale
tumorl pankreatu, vaje¢niku a prsu. PFi studiich na mySich modelech bylo zjisténo,
ze onkogenni signaly, pochazejici z mutaci aktivovanych enzymu ERBB2, KRAS
a merlinu, jsou zavislé na funkénosti PAK. Z tohoto duvodu se nabizi moznost, ze
nadory zavislé na této aberantni signalizaci by mohly byt vhodnym cilem inhibitort
PAK (Arias-Romero et al., 2013; Radu et al., 2014).

Ze skupiny |l je nejprostudovanéjSi kinasa PAK4. Bylo zjisténo, Ze v mnoha
typech tumort a nadorovych bunéénych linii je budto overexprimovana, nebo doslo
k amplifikaci jejiho genu, &i k bodové mutaci. Z tohoto divodu byla zvolena PAK4
potencialnim protinadorovym molekularnim cilem (Rudolph et al., 2015). Dosud je
v proteinové databazi (Protein Data Bank) kdispozici 18 struktur PAKA4
kokrystalizovanych s riznymi ligandy. Jednim z nich je dualni inhibitor kinas CDK
a PAK, 2,6,9-trisubstituovany purin CGP74514A (PDB ID: 2CDZ) viz Obr. 5 a Obr. 6.

Vazba CGP74514A na PAK byla zjiSténa pfi screeningu vice nez 600
nizkomolekularnich latek za pouZiti rekombinantni kinasy a screeningového testu

zalozeného na zméné fluorescence pfi teplotnim posunu (fluorescence-based
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temperature shift screening assay) (Eswaran et al., 2007). Eswaran et al. (2007)
timto zpasobem objevili Sest inhibitord PAK a CGP74514A vykazujicich mikromolarni
inhibi¢ni aktivitu. Za pfitomnosti 10 yM CGP74514A mély PAK4, PAK5 a PAKG tyto
residualni aktivity: 56%, 12% a 23%. Nasledné byl CGP74514A uspésné
kokrystalizovan s PAK4 a PAK5, ¢imz byl odhalen jeho zplUsob vazby do kavit kinas.
Tento inhibitor se vaze jen dvéma vodikovymi vazbami na Leu239 prostfednictvim
atomu N6 a N7. Jeho pozice je dale stabilizovana mnoha hydrofobnimi interakcemi
s residui Phe397, 11e327, Ala348 a Val335 v N-koncové doméné a Leu398, Leu447,
Gly401 a Val379 v C-koncové doméné viz Obr. 6 (Eswaran et al., 2007).

NN
Ht[\
HN)\N/ N>
d /
HsC

CGP74514A
IC,, (PAK4) = 3,74 uM

Obr. 5 Struktura purinového inhibitoru PAK kinas CGP74514A a jeho inhibi¢ni

aktivita.
LeuddTA
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N=¢
G -
HN—<V Nl
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Obr. 6 Vlevo je znazornéna vazba inhibitoru CGP74514A na PAK4 (Zlutd) a PAK5
(oranzova), prevzato z Eswaran et al., 2007. Vpravo jsou blize zachyceny interakce
inhibitoru CGP74514A s aktivhim mistem PAK4 (PDB ID: 2CDZ).
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2.1.4. Inhibitory BTK

BTK neboli Brutonova tyrosin kinasa nalezi do Tec rodiny nereceptorovych
tyrosinkinas. BTK je exprimovana ve vétSiné hematopoetickych bunék napf.
v B lymfocytech, mastocytech, a makrofazich. Mutace v genu koédujicim BTK
zpusobuji zmény ve vyvoji pre-B a B lymfocytd vedouci k agamaglobulinémii vazané
na chromosom X. BTK se také podili na vzniku lymfomu a leukémie (Mohamed et al.,
2009).

PFi hledani novych ucinnégjSich inhibitor BTK Shi et al. (2014) nahradili
imidazopyrazinovou ¢&ast stavajicich BTK inhibitord imidazo[l,2-a]pyrazind Sesti
bioisosternimi heterocykly. Pouze derivaty purinl vykazovaly zvySenou inhibi¢ni
aktivitu a selektivitu vaci BTK. Znacné rozdily mezi témito heterocykly byly objasnény
molekularnim modelovanim a nasledné ziskanou krystalovou strukturou BTK
s nejucinngjsi latkou 20 (PDB ID: 4ANWM), ktera se vaze do lipofilni kapsy kinasy viz
Obr. 7. Interakci s BTK se uc€astni N7 a aminoskupina C6 anilinu tvofici dvé vodikové
vazby s amidem a karbonylem Met477 v pantové Casti kinasy. DalSi interakce byly
zjistény mezi atomy N3, N9 purinu, molekulami vody a residui Lys430, Thr474.
Nasledné studie odhalily, Ze pfi nahrazeni substituentu v pozici N9 purinu jakymkoliv
jinym substituentem, vyjma atomu H, dojde ke sniZeni inhibicni aktivity a selektivity
vuci BTK. Nejucinngjsi latka 20 (ICso (BTK) = 8 nM) byla testovana na 400 kinasach.
Vykazovala jak vybornou selektivitu k BTK, tak aktivitu pfi inhibici enzymu a rlstu
lidskych nadorovych bunécnych linii. Tato latka je bohuzel metabolicky nestabilni

a vyzkum v této oblasti dale pokracuje (Shi et al., 2014).

16



HaC CH,
CH,

20; IC, (BTK) = 8 nM

Obr. 7 Vlevo struktura BTK inhibitoru latky 20. Vpravo zplUsob vazby téze latky do
kapsy BTK. Zluté jsou zvyraznény vodikové vazby mezi BTK a purinovym jadrem,

Cervené mezi molekulou vody, BTK a latkou 20. Pfevzato z Shi et al., 2014.

2.1.5. Inhibitory PI3K

Fosfatidylinositol-3-kinasa (PI3K) patfi do nadrodiny PIKKs (PI3K related
kinases) zahrnujici mTOR, ATM, ATR a DNA-PK. Tfida PI3K zahrnuje 4 subtypy:
PI3K-a, PI3K-B, PI3K-y, PI3K-6. PI3K jsou aktivovany prostfednictvim receptorovych
tyrosin kinas a Ras. Aktivni PI3K fosforyluje PIP-2 na PIP-3, ktery jakozto druhy
posel, aktivuje podfizenou kinasu Akt. PI3K/Akt draha je stézejni drahou v regulaci
bunécného rlstu, glukosového metabolismu, syntézy proteinl, proliferace,
diferenciace, inhibice apotézy a motility (Liu et al., 2009; Yap et al., 2008). PI3K-a je
dilezitym molekularnim cilem pro I[éCbu nadorovych onemocnéni, protoze
amplifikace jejiho genu se velmi Casto vyskytuje v tumorech (Hong et al.,, 2010).
Deregulace PI3K-a v epitelidlnich nadorovych burnkach vede k nekontrolovatelné
proliferaci a inhibici apoptézy (Ameriks et Venable, 2009). Nékolik inhibitord PI3K-a
je nyni klinicky testovano (O’Brien et al., 2010).

Gilbert et al. (2010) syntetizovali  sérii  novych  purinovych
a pyrazolo[3,4-d]pyrimidinovych inhibitorl PI3K-a. Purinové inhibitory mély dobrou
inhibiéni aktivitu a selektivitu vi¢i PI3K-a pfi srovnani s PI3K-y a mTOR. Zatimco
strukturné pfFibuzné pyrazolo[3,4-d]pyrimidiny meély dobrou inhibi¢ni aktivitu vici
PI3K-a i mTOR. Vysvétleni selektivity purinovych inhibitord k PI3K-a bylo nalezeno
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pouzitim upravené znameé krystalografické struktury PI3K-y s navazanou latkou 26
viz Obr. 9. Latky, které maji v pozici C6 morfolin, vykazuji lepSi inhibicni efekt, nez
latky s piperidinem, jelikoz vytvari dalSi vodikovou vazbu s Val851. Druha vodikova
vazba se nachazi mezi (3-HOCH,)fenyl skupinou a Asp810. SniZzena selektivita latky
26 v porovnani s latkou 24 vici PI3K-y je vysvétlovana tak, Ze protonovatelny atom
dusiku v piperidinu je Iépe tolerovan Asp950 v PI3K-y v porovnani s residui Ser919
a Ser2342 PI3K-a a mTOR viz Obr. 8. Velké hydrofobni skupiny na piperidinu byly
|épe tolerovany hydrofobnimi residui v PI3K-a (Met858) a mTOR (Leu2264) nez
hydrofilnéjSim Lys890 v PI3K-y (Gilbert et al., 2010).

)

24
H
IC50 (PI3K-a) = 58 nM IC,, (PI3K-a) = 45 nM
ICq, (PI3K-y) = 683 nM IC,, (PI3K-y) = 1134 nM
IC., (MTOR) = 7200 nM IC;, (MTOR) = 691 nM

Obr. 8 Struktura PI3K inhibitort latky 24 a 26.

Obr. 9 Znazornéni vazby latky 26 na PI3K-a (zelend), PI3K-y (oranzova) a mTOR
(fialova). Prevzato z Gilbert et al. (2010).
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PI3K-d je heterodimerni enzym exprimovany hlavné v lymfocytech
a mastocytech. PI3K-0 se podili na aktivaci leukocytd produkci PIP-3. Z tohoto
divodu by inhibitory PI3K-0 nasly uplatnéni pfi |éCbé leukocytarnich malignit
a zanétlivych onemocnéni (Murray et al., 2012; Safina et al., 2013). Je znamo, ze
vysoce selektivni inhibitory PI3K-6 jsou ziskavany zaménou heterocyklu, které se
vazi do kapsy kinasy. Struktury dvou vybranych inhibitord PI3K-8 jsou uvedeny na
Obr. 10. ZvySeni selektivity inhibitord vici PI3K-& je zpuUsobeno jejich interakci

s Trp760 ve vazebném misté enzymu (Safina et al., 2013).

H—'il N F
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O\) O\) 8
US0130398 OH US0130398 N
IC,, (PI3K-8) = 30 nM IC,, (PI3K-8) = 30 nM 3
\
0
Ojs\
CH,

Obr. 10 Struktury purinovych inhibitort PI3K-6.

2.1.6. Inhibitory Src a Abl

Rodina Src je nejstarSi a zaroven nejprostudovanéjSi skupinou
nereceptorovych tyrosin kinas. U Clovéka sestava z 11 €lenu: Blk, Brk, Fgr, Frk, Fyn,
Hck, Lck, Lyn, c-Src, Srm, c-Yes. U mnoha malignit byla zjiSténa overexprese,
deregulace, nebo mutace téchto enzymd(, nejCastéji v intestinalnich nadorech, dale
v nadorech prsu a pankreatu (Finn, 2008; Rucci et al., 2008). Z tohoto divodu je
stale rodina Src kinas atraktivnim cilem pro design novych IéCiv k 1éEbé jak tumord,
tak kostnich onemocnéni (Azam et al., 2006). Na buné¢né urovni kinasa Src reguluje
proliferaci, diferenciaci, migraci a pUsobi také antiapoptoticky. Kinasy Abl a Src
navzajem vykazuji zna¢nou sekvencni homologii a proto inhibitory Src zaroven
inhibuji i Abl (Wang et al., 2008).

Huang et al. (2010) syntetizovali sérii 32 purin a hodnotili jejich inhibi¢ni
aktivitu vaéi c-Src. Vysledné ICsy (c-Src) se pohybovaly od 0,02 uM do 3,14 uM.

v s

Nejucinnéjsi latkou z této skupiny purinl byla latka 5i (ICso (Src) = 20 nM). Za ucelem
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objasnéni interakci mezi touto latkou a Src kinasou bylo provedeno molekularni
dokovani viz Obr. 11.

Obr. 11 Zpusob vazby latky 5i na kinasu Src. Modfe jsou znazornény vodikové

vazby, Cervené hydrofobni interakce. Pfevzato z Sharma et al. (2016).

Nejlepsiho inhibi¢niho efektu bylo dosazenu u purind, jejichz C2 substituentem
byl morfolin. Pro optimalni inhibiéni aktivitu vici Src jsou vhodné substituenty v meta
nebo para poloze aminobenzenu. Nejvétsi narlst inhibice Src byl zaznamenan, kdyz
byl na benzylamin zaveden sulfonamid. Ten se zasouva hluboko do vazebného
mista Src, s nimzZ navazuje hydrofobni interakce a vodikovou vazbu s Thr338. Dalsi
dvé vodikové vazby jsou mezi NH skupinou C6 substituentu a karbonylem Met341
a NH skupinou Met341. Pfi screeningu na panelu tyrosinkinas vykazovala latka 5i
velkou selektivitu vuci Src. Dale byla testovana in vitro na bunééné linii MDA-MB-231
odvozené od adenokarcinomu prsu. Kromé inhibice fosforylace Src latka 5i dale
zpUsobovala inhibici migrace a snizovala invazivnost (Huang et al., 2010).

V PDB jsou nyni kdispozici dvé krystalové struktury Src s purinovymi
inhibitory: AP23451 (PDB ID: 2BDF) a AP23464 (PDB ID: 2BDJ). AP23464 je vysoce
ucinnym inhibitorem kinas Src a Abl, jelikoz jeho ICsp je u obou kinas menSi nez
1 nM. AP23464 vytvafi unikatni interakce se Src prostifednictvim substituentu v pozici
N9 purinu. 3-hydroxyfenylethyl se zanofuje hluboko do vazebného mista Src
a navazuje vodikové vazby sresidui Glu310 a Asp404. U obou komplexl
Src/AP23451 a Src/AP23464 se vytvafi iontova vazba mezi residui Lys295 a Glu310.
Fenylethylova skupina aromatického charakteru je obklopena hydrofobnimi
postrannimi fetézci Lys295, Met314, 1le336, a Tyr338 (Dalgarno et al., 2006).
AP23464 se stal pfedlohou pro vyvoj novych stabilnéjSich a snaze syntetizovatelnych

Src/Abl inhibitorl, které maji v pozici 9 arenethylovou skupinu viz Obr. 12. Ta vytvafi
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prostfednictvim dvou atomu N dvé vodikové vazby viz Obr. 13. Vyhoda arenethylové
skupiny, v porovnani s 3-hydroxyfenylethylovou skupinou spo€iva vtom, ze
nepodléha rychlé metabolizaci, coz zlepSuje farmakokinetické vlastnosti novych
purinovych Src/Abl inhibitord (Wang et al., 2008).

Summy et al. (2005) designovali a syntetizovali dalSi strukturné pfFibuzna
analoga mezi nimiz AP23848 vykazuje vici c-Src nejlepSi inhibi¢ni aktivitu: I1Csp =

0,4 nM.
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Obr. 12 Struktury dualnich Src/Abl inhibitord AP23464 a B.
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Obr. 13 Znazornéni zpusobu vazby inhibitoru AP23464 a latky B na Src kinasu.
Vodikové vazby jsou znazornény cCerchovanymi Carami. Atomy uhliku jsou

zvyraznény zelené, dusiku modfe a fosforu Cervené. Pfevzato z Wang et al. (2008).
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2.1.7. Inhibitory STAT3

STATS3 je transkripéni faktor aktivovany receptory pro cytokiny a rdstové
faktory. Aktivni STAT3 je dimer vznikajici interakci mezi SH2 doménou jednoho
monomeru a fosforylovanym tyrosinovym residuem druhého monomeru (pTyr705).
Dimery jsou translokovany do jadra, kde se akumuluji, specificky vazi na DNA
a spoustéji transkripci urCitych gend. Aberantni aktivace STAT3 je Casto zpUsobena
cytokiny nebo rustovymi faktory a potencovana mnoha post-translacnimi
modifikacemi (Demaria et al., 2014). STAT3 na bunécné urovni reguluji proliferaci
a diferenciaci.  ZvySena  aktivita STAT3 vede v lidskych  bunkach
k nekontrolovatelnému bunéfnému déleni, zabranuje navozeni apoptdzy, coz
vyustuje v transformaci. Proto maiji inhibitory STAT3 velky potencial jako nova
terapeutika (Mandal et al., 2013).

Bylo jiz popsano mnoho inhibitord dimerizace STAT3. Jen jedina latka
OPB-31121 ovSem nedavno vstoupila do klinického testovani (Bendell et al., 2014;
Hayakawa et al., 2013). Prostfednictvim dokovacich studii byla u vice nez Ctyficeti
2,6,9-trisubstituovanych purind zkoumana jejich interakce se STAT3. Nékteré z nich
vykazovaly afinitu k purifikovanému STAT3 a také sniZovaly jeho fosforylaci na
bunécné urovni viz Obr. 14. Tyto latky sice mély jen mirné antiproliferacni ucinky,
zato ale zpUsobovaly ztratu viability jen u bunécnych linii dependentnich na STAT3
signalizaci. Dokovacimi studiemi bylo nasledné zjisténo, ze se puriny vazi do kapes
SH2 domén STAT3, €imz brani jejich dimerizaci. Puriny se vazi hlavné do
hydrofobnich kavit v kapse A prostfednictvim C2 a N6 substituent( a také do polarni
kavity karboxylovou skupinou interagujici s Ser611, Ser613 a Arg609. Tato polarni
kavita obsahuje fosforylacni misto Tyr705. Pro interakci se STAT3 je nepostradatelny
substituent v pozici N9 purinu, atomy dusiku v pozicich 1 a 2 se nezucastiuji vazby
(Shahani et al., 2011).
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8bl; CH 17b; OH
Ko (STAT3) = 1,2 uM Kp (STAT3) = 1,3 uM
ICs, (STAT3) = 27,2 uM ICy, (STAT3) = 64,4 uM

Obr. 14 Struktury zastupcl prvni generace purinovych inhibitord STAT3. Uvedeny
jsou jejich afinity a inhibi¢ni aktivity vaci STATS3.

Za ucelem ziskani novych inhibitortl STAT3, které budou mit lepSi biologickou
dostupnost a vySSi cytotoxicitu vic¢i nadorovym burikam, syntetizovali Shahani et al.
(2013) mnoho novych latek na bazi 2,6,9-trisubstituovanych purind. V pozici N9
purinu nahradili karboxylovou skupinu bioisostery. Timto zplsobem ziskané analogy
byly podrobeny testim cytotoxicity na tfech lidskych nadorovych buné&énych liniich
odvozenych od nadoru prsu (MDA-MB-468), karcinomu prostaty (DU 145) a akutni
myeloidni leukemie (OCI-AML2). Ze sady testovanych latek vykazovala latka 11
cytotoxicitu v fadech mikromolu viz Obr. 15. Proto byla dale testovana na panelu 11
bunéénych linii odvozenych od mnohocetného myelomu, u vSech méla cytotoxické
ucinky. NejcitlivéjSi bunécnou linii byla XG6, u niz je zvySena hladina STAT3. Dale
byla ovéfovana vazba latky 11 na STAT3. Vysledky pfekvapivé ukazaly, ze latka 11
neinhibuje STAT3, ale kinasy JAK, ABL1 a AAK1.

IC,, (JAK3) = 10,5 uM

Obr. 15 Struktura latky 11 inhibujici kinasy JAK, ABL1 a AAK1.
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2.2. Receptory epidermalniho rastového faktoru a jejich
inhibitory

Rodina receptord epidermalnich rdstovych faktord nalezi do skupiny
receptorovych tyrosinkinas. Tato rodina ma Ctyfi Cleny, pficemz vSichni jsou
exprimovani v bunikach epidermalniho, neuronalniho a mesenchymalniho puvodu
(Casalini et al., 2004).

ERBB receptory jsou tvofeny extracelularni doménou vazajici ligand,
hydrofobni transmembranovou €asti a intracelularni ¢asti obsahujici konzervovanou
tyrosinkinasovou doménu viz Obr. 16. Na receptory z rodiny ERBB se specificky
vaze 12 rastovych faktord. Po navazani ligandu dochazi k homo- nebo
heterodimerizaci ERBB receptorl. Pfi aktivaci slouzi jedna kinasova doména jako
aktivator a druha je akceptorem stimulu. Nasledné dochazi k autofosforylaci na
tyrosinovych residuich, které slouzi k navazani adaptorovych proteini a spusténi
patfiCnych signalnich drah (Roskoski, 2004).

Rodina ERBB ma zasadni vliv na vyvoj, diferenciaci a proliferaci bunék. Také
fidi mnoho signalnich drah napf.: Ras-Erk a PI3K-Akt. Aby byla zajisténa
diversifikace a amplifikace signalu doslo k odliSnostem ve funkci mezi ¢leny ERBB
rodiny. ERBB1 a ERBB4 jsou klasickymi receptorovymi tyrosinkinasami. U ERBB2
neni dosud znamy Zadny ligand, pfi¢emz tento receptor zaujima konstitutivné aktivni
konformaci. ERBB3 témér postrada kinasovou aktivitu, ale jeho kinasova doména
slouzi jako aktivator. Aktivace ERBB2 a ERBB3 probiha jejich heterodimerizaci se
zbyvajicimi Cleny rodiny ERBB, nebo vznikaji dimery ERBB2 - ERBB3 spoustéjici
drahy se znacnym mitogennim potencialem. ERBB3 totiZz aktivuje drahu PI3K-Akt
a ERBB2 Ras-Erk, coz vede ke stimulaci k proliferaci a zaroven brani v apoptoze
(Casalini et al., 2004; Jura et al,, 2009; Roskoski, 2004; Zhang et al., 2012).
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Obr. 16 Krystalové struktury &tyf &lend rodiny ERBB. Cerné Sipky oznaduiji ligand
vazebné domény, bilé ATP-vazebna mista. Cerchované jsou zvyraznény dimerizaéni
smycky. Pod strukturami receptord jsou znazornény dokovaci mista a jejich
specifikace. (AR — amfiregulin, BTC — B-celulin, EGF — epidermalni rastovy faktor,
EPGN — epigen, EPR — epiregulin, GBM — glioblastom, Gl — gastrointestinalni trakt,
HBEGF — heparin vazajici EGF, NRG — neuregulin neboli heregulin, TGFa —
transformuijici rastovy faktor a.) Pfevzato z Yarden et. al., 2012.

Aberantni aktivita ERBB vyustuje v nekontrolovatelny rast a tumorigenezi,
pricemz je také pfiCinou vzniku aterosklerézy a psoriazy. Ke zvySené aktivaci ERBB1
a ERBB2 v nadorovych onemocnénich dochazi amplifikaci pFislusnych gend

vyustujici v overexpresi, dale bodovymi mutacemi, ¢asteCnou deleci a nadmérnou
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autokrinni produkci ligandli (Hynes et MacDonald, 2009). K amplifikaci ERBB1
dochazi u 50 % gliomu a u tfetiny nadora prsu byla detekovana amplifikace ERBB2.
V nadorech epitelidlniho puvodu Casto dochazi k zesileni pozitivni zpétné vazby
regulujici aktivitu ERBB. Aktivni MAPK pfi ni spousti transkripci a sekreci mnoha
ristovych faktord, které posléze aktivuji ERBB. Bylo zjisténo, Ze u nadoru dochazi
I k oslabeni negativni zpétné vazby kontrolujici aktivitu ERBB. Ta je zabezpecCovana
dvéma mechanizmy: na transkripci nezavislymi procesy (endocytdéza, miRNA,
sekundarni fosforylace) a procesy zahrnujicimi transkripci a proteosyntézu
pusobicimi pomaleji (DEGs (delayed early genes), ID-miRs, ERRFI1, CBL) (Avraham
et Yarden, 2011; Avraham et al.,, 2010; Yarden et Pines, 2012; Ying et al., 2010).
Onkogenni potencial ERBB3 je zavisly na overexpresi ERBB1 a ERBB2. Zatimco
u ERBB4 je situace komplikovangjsi, jelikoz ma vice isoforem odliSujicich se mezi
sebou rdznou aktivitou. Nékteré z nich jsou oznaCovany jako tumor supresivni, jiné
onkogenni. V. mnoha tumorech byl zaznamenan vyskyt bodovych mutaci v ERBB4
zpUsobujicich snadnéjsi aktivaci receptoru a vznik nadoru (Prickett et al., 2009).
Protoze jsou receptory ERBB Casto aberantné aktivni v riznych typech nadorovych
onemocnéni, byly zvoleny jako vhodny cil pro terapii. Vyvoj IéCiv se zaméfil hlavné
na inhibici ERBB1 a ERBB2, jelikoz jejich role ve vzniku nadorG je nejvice
prozkoumana (Tebbutt et al., 2013). K 1é¢bé nadorl prsu s amplifikaci ERBB2, nebo
s aktivnim intracelularnim fragmentem p95ERBB2 byl v roce 2007 schvalen dualni
inhibitor ERBB1 a ERBB2 lapatinib (Tykerb; GlaxoSmithKline) viz Obr. 17 a Obr. 18
(Rusnak et al., 2001; Scaltriti et al., 2007; Spector et al., 2005). Pro |éCbu pacientl
s pokroCilym NSCLC byly schvaleny erlotinib (Tarceva; Roche/Genentech) a gefitinib
(Iressa; AstraZeneca) viz Obr. 17 a Obr. 18. Struktura vSech tfi inhibitorl je zalozena

na 4-anilinoquinazolinu, ktery se vaze do pantové oblasti kinas (Smith, 2005).
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Obr. 17 Struktury klinicky schvalenych inhibitord ERBB receptoru a jejich inhibi¢ni
aktivity.
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Obr. 18 Vlevo zpUsob vazby erlotinibu (PDB ID: 1M17) a vpravo lapatinibu (PDB ID:
1XKK) na ERBBL1.

Met769A

Na nadory plic roéné umira nejvice pacientl. Vice nez 80 % ze vSech typu
nadoru plic spada do skupiny NSCLC. Pravé ERBB1 byl vybran jako nejvhodné;si
molekularni cil pro |éCbu NSCLC. ERBB1 je u tohoto onemocnéni ¢asto mutovan,
pficemz dochazi k zaméné threoninu za methionin v pozici 790. ERBB1 s onkogenni
mutaci T790M snadnéji vaze ATP, Cimz je zvySena jeho aktivita (Sharma et al.,

2016; Yarden et Pines, 2012). Za ucelem vyvoje nové generace inhibitord ERBB1,
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které budou uc&inné i vuc¢i mutovanému ERBB1 T790M, Yang et al. (2012) provedli
virtualni screening nasledovany kinasovymi esejemi proti knihovné znamych
kinasovych inhibitord. Ze vSech screenovanych latek N-(4-(4-methylpiperazin-1-
yhfenyl)-N-fenyl-9H-purin-2,8-diamin (latka 49) vykazoval inhibi¢ni aktivitu vuci
ERBB1 s aktivaéni mutaci i s mutaci zpusobuijici rezistenci vic¢i dosavadnim léCivim.
Za ucCelem optimalizace struktury a aktivity latky 49 byly syntetizovany derivaty
2,8-dianilinopurint. Tyto derivaty byly in vitro testovany na dvou lidskych nadorovych
bunécnych liniich odvozenych od NSCLC - HCC827 a H1975, které maiji jak ERBB1
mutaci zpUsobujici rezistenci vici léCivam, tak aktivaéni mutaci ERBB1. Z vysledku
studie vyplynulo, ze vazebna afinita inhibitoru 50 vic¢i ERBB1 zavisi na vhodné
velikosti substituentu v pozici N9 purinu. Latka 50 viz Obr. 19 byla dale in vitro
testovana a prokazalo se, Ze inhibuje jak ERBB1 s mutaci zpUsobuijici rezistenci vaci
léCivim, tak s aktivacni mutaci. Tato latka souCasné také inhibuje mnoho dalSich
onkokinas. Experimentalné bylo dokazano, ze vyvolava defosforylaci ERBB1, ¢imz
zabranuje aktivaci podrfizenych kinas. Dale byly stanovovany jeji farmakokinetické
parametry in vivo na xenograftech. Na prvnim modelu odvozeném od linie HCC827
doslo po 15-denni terapii latkou 50 (5 mg/kg) ke kompletni regresi tumoru pfi oralnim
podavani 1 davky denné. Na druhém modelu odvozeném od linie H1975 doslo opét
pfi oralnim podavani latky 50 (50 mg/kg) 1krat denné ke znatelnému zmenSeni
tumoru. In vivo studiemi bylo zdokumentovano, ze Ilatka 50 ma dobré

farmakokinetické vlastnosti (Yang et al., 2012).

-
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50;
IC, (ERBB1) = 4 nM
IC,, (ERBB2) = 60 nM

IC,, (ERBB4) = 30 nM

Obr. 19 Struktura inhibitoru receptort rodiny ERBB latky 50 a jeji inhibi¢ni aktivity.
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3. Cile prace

1. Vypracovani reSerSe o soucasném stavu problematiky. Znamé molekularni cile
2,6,9-trisubstituovanych purina.

2. Experimentalni ¢ast: charakterizace vlivu vybranych inhibitorl z knihovny 2,6,9-
trisubstituovanych purind na vybrané nadorové linie in vitro. Stanoveni zmén
v rozlozeni bunéfného cyklu po ovlivnéni nadorovych bunék inhibitorem,
specifikace molekularniho cile inhibitoru a analyza proapoptotickych ucinku.

3. Zpracovani ziskanych dat a interpretace vysledka.
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4. Material a metodika

4.1. Pristroje a laboratorni vybaveni

Béhem vypracovani experimentalni ¢asti této prace byly pouzity nasledujici
pristroje a laboratorni vybaveni: CO, inkubator (Sanyo), flowbox s vertikalnim
proudénim vzduchu TC 48 (Gelaire), centrifuga BR4i (Jouan), mikroskop Nikon TMS
(Nikon), vodni lazen, ultrazvukovy homogenizator Sonoplus HD2200 (Bandelin), UV-
VIS spektrofotometr UV-1800 (Shimadzu), aparatura pro vertikalni elektroforézu Mini-
PROTEAN Tetra Cell (BioRad), blotovaci aparatura Mini Trans-Blot Cell (BioRad),
chemiluminiscen¢ni kamera LAS4000 (FujiFilm) a pratokovy cytometr Cell Lab
QuantaTM SC — MPL (Beckman Coulter).

4.2. Pouzité chemikalie

Chemikalie pouzité pfi experimentech: trypsin, penicilin, streptomycin,
L-glutamin, inhibitory proteas leupeptin a aprotinin, bromfenolova modf,
ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA), ethylenglykoltetraoctova kyselina (EGTA),
dimethylsulfoxid (DMSOQO), dithiothreitol (DTT), fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF),
N,N‘-methylenbisakrylamid, tetramethylethylendiamin  (TEMED), 5-bromo-2'-
deoxyuridin (BrdU), propidium jodid, Nonidet P-40, Triton X-100, fluorid sodny,
peroxodisiran amonny, hydroxid draselny od firmy Sigma Aldrich; kultivaéni médium
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), fetalni teleci sérum, hovézi sérovy
albumin (BSA) od firmy Invitrogen; epidermalni rustovy faktor a heregulin B-1 od firmy
Peprotech; akrylamid, Tween 20, tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) a glycin od
firmy MP Biomedicals; marker molekulovych hmotnosti Spectra Multicolor Broad
Range Protein Ladder, chemiluminiscenc¢ni substraty luminol a peroxid (ECL kit) od
firmy Thermo Scientific, Ponceau S a 2-merkaptoethanol od firmy Serva;
dodekahydrat hydrogenfosfore€nanu disodného, chlorid sodny a draselny od firmy
Penta; dodecyl siran sodny (SDS) a glycerol od firmy Lach-Ner;

dihydrogenfosfore¢nan draselny od firmy Chemapol.

4.3. Pouzité roztoky
K vypracovani experimentalni ¢asti této diplomové prace byly pouzity roztoky:
PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NayHPO,, 2 mM KH,PO, (pH = 7,4 — 7,5);
TBS: 137 mM NaCl, 20 mM TRIS (pH = 6,8);
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RIPA pufr: 20 mM TRIS (pH = 7,4), 100 mM NaCl, 5 mM EGTA, 2 mM NaF, 0,2%
Nonidet P-40, tésné pfed pouzitim byl pfidan: 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 10 pg/ml
leupeptin, 10 ug/ml aprotinin,imM NazVO,.

Cinidlo Bradfordové: 0,01% Coomassie Brilliant Blue, 95% ethanol, 85% kyselina
fosforecna;

5x SDS vzorkovaci pufr: 0,3 M TRIS (pH = 6,8), 10% SDS, 50% glycerol, 0,05%
bromfenolova modf, 5% 2-merkaptoethanol;

Elektroforeticky pufr: 25 mM TRIS, 192 mM glycin, 0,1% SDS;

Blotovaci pufr: 25 mM TRIS, 192 mM glycin;

Ponceau S: 0,2% v 1% kyseliné octové;

Blokovaci roztok: 5% mléko nebo BSA v TBS s 0,1% Tween 20;

Promyvaci roztoky pro cytometrické techniky: 1% BSA v PBS, 1% BSA v PBS s 0,5%
viv. Tween 20, 05% BSA vPBS, 2 M HCI s 05% Triton X-100;
0,1M NazB,0O; . 10 H,O

4.4. Pouzité protilatky

V ramci experimentalni ¢asti byly pro imunodetekci zvolenych proteinl pouzity
tyto specifické primarni protilatky: cyklin D1 (1:500), EGFR (1:1000), Erk 1/2 (1:300),
HER2 (1:1000), HER3 (1:1000), HER4 (1:1000), HSP70 (1:1000), kaspasa 7 (1:500),
fosfo-EGFR Tyr1068 (1:1000), fosfo-Erk 1/2 Tyr202/204 (1:500), fosfo-HER2
Tyrl221/1222 (1:1000), fosfo-HER3 Tyr1l289 (1:1000), fosfo-HER4 Tyrl284
(1:1000), fosfo-RNAPII Ser2/5 (1:1000), fosfo-PAK4 Ser474/PAK5 Ser602/PAK6
Ser560 (1:1000), fosfo-Rb Ser807/811 (1:250), PAK4 (1:1000), Rb klon 4H1 (1:200)
od firmy Cell Signaling; p53 (1:20) klon DO-1, p21 (1:500), PCNA (1:1000) klon
PC-10 od Dr. B. VojtéSka z Masarykova onkologického ustavu v Brné; cyklin D3
(1:500) od firmy Invitrogen; RNAPII (1:1000) od firmy Millipore; B-aktin (1:1000) a p27
(1:250) od firmy Santa Cruz Biotechnology; a-tubulin (1:500) DM1A od firmy Sigma.

K detekci primarnich protilatek byly pouzity nasledujici sekundarni protilatky
znaCené kfenovou peroxidasou RAM/Px (1:1000) a SWAR/Px (1:1000) od firmy
Sigma Aldrich.

Pfi cytometrii byla pouzita primarni protilatka znacena fluorescencni znackou
anti-BrdU-FITC klon PRBL1 (1:50) od firmy eBioscience.

Za nazvem protilatky je v zavorce uvedeno jeji fedéni a pfipadné klon.
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4.5. Bunééna linie
Adherentni bunéc¢na linie MCF-7 je odvozena od adenokarcinomu prsu. Bunky
byly kultivovany v médiu DMEM s pfidavkem 10 % fetalniho bovinniho séra,
strepromycinu (0,1 mg/ml), penicilinu (0,1 U/ml) a L-glutaminu (0,3 mg/ml). Kultivace
probihala v inkubatoru pfi teploté 37 °C v atmosféfe 5% CO,. Jelikoz tato linie
neexprimuje kaspasu 3 vlivem mutace v CASP -3 genu (Janicke et al., 1998), byla

v ramci experimentu detekovana kaspasa 7.

4.6. Testované latky

V experimentalni Casti diplomové prace byly testovany biologické ucinky ftfi
vybranych 2,6,9-trisubstituovanych purinl viz Obr. 20 z kolekce Laboratore rastovych
regulatori, PFirodov&decké fakulty Univerzity Palackého a Ustavu experimentalni
botaniky AV CR, v.v.i. V8echny inhibitory byly pfipraveny Mgr. Veronikou Malinkovou.
Pro srovnani a ovéfeni nékterych vlastnosti latky 4841 byly testovany i znamé
inhibitory rodiny ERBB erlotinib a lapatinib.
VSechny testované latky byly pfipraveny jako 50mM nebo 100mM roztoky v DMSO
a pro experimenty byly podle potfeby fedény v DMSO.

%
HN/@
H,N N
T
Y

NH N \

Ry

Obr. 20 Obecna chemicka struktura testovanych latek.
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4.7. Kultivace bunék, sklizeni a lyzace
Nejprve byl urc€ity poCet bunék dané linie vyset na Petriho misku a kultivovan
v médiu pfi 37 °C, v atmosféfe 5% CO, po dobu 24 h. Pro cytometrickou analyzu
bylo pouZito 0,5 milionu bunék v 5 ml média a pro Western blotting 1,5 milionu bunék
v 15 ml meédia. Nasledujici den byl do média pfidan roztok testované Ilatky
rozpustény v DMSO. Do kontroly bylo DMSO také pfidano, ale jeho koncentrace
nikdy nepfesahla 0,1 % celkového objemu. Takto ovlivnéné bufky byly opét

kultivovany pfi 37 °C, v atmosféfe 5% CO, po danou dobu. Pfi cytometrické analyze
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zamérfené na stanoveni syntézy DNA byl 30 min pfed sklizenim k bunkam pfidan
roztok 5-bromo-2°-deoxyuridinu (BrdU).

Bunky urCené kanalyze pomoci Western blottingu byly mechanicky
seSkrabany ze dna Petriho misky a pfeneseny spolu s kultivaénim médiem do
zkumavek. Po centrifugaci (1000 g, 4 °C, 10 min) byl pelet 2-krat promyt v PBS
a nasledné uskladnén pfi -80 °C. Pokud ihned po sklizeni nasledovala lyzace, byl
pelet zmrazen v tekutém dusiku po dobu 10 min.

Manipulace se vzorky béhem lyzace opét probihala na ledu. Ke vzorkim byl
nejdfive pfidan lyzacni pufr. K rozbiti peletu doslo resuspendovanim po dobu 25 min
a naslednym ultrazvukovanim vzorku. Poté byly vzorky centrifugovany (14 000 rpm,
4 °C, 25 min) a nasledné byla stanovena pFfesna koncentrace proteinu
v supernatantu metodou podle Bradfordové (Bradford, 1976). Koncentrace proteind
ve vSech vzorcich byla upravena na stejnou hodnotu pfidanim lyzaéniho pufru.
Proteiny byly nasledné denaturovany SDS vzorkovacim pufrem a zahfatim na 95 °C

po dobu 5 min. Takto ziskané vzorky byly skladovany v -20 °C.

4.8. SDS-PAGE a Western blotting

Proteiny byly separovany dle molekulovych hmotnosti pomoci uplné
denaturujici diskontinualni SDS-PAGE. Pfi napéti 80 V proteiny nejdfive prosly 5%
zaostfovacim gelem a poté bylo napéti zvySeno na 120 V, doslo k jejich separaci
v 10% nebo 12,5% délicim gelu. Ten byl zvolen dle molekulovych hmotnosti
analyzovanych proteint. Proteiny byly z gelu pFfeneseny na nitrocelulosovou
membranu za pouziti Western blottingu. Pfenos probihal za konstantniho
proudu 270 mA po dobu 3 h za neustdlého chlazeni. Poté byly proteiny
vizualizovany na membrané nabarvené v roztoku Ponceau S. Membrana byla po
nafezani dle potfeby odbarvena v TBS. Nasledovala 1h blokace membran v 5%
mléku, nebo 5%BSA, rozpusténém v TBS s 0,1% Tweenem 20. Membrany byly
nasledné oplachnuty v TBS, osuseny a preneseny do vihké komurky, kde na né byla
aplikovana nafedéna primarni protilatka. Primarni i sekundarni protilatky byly fedény
ve stejném roztoku, jakym byly blokovany membrany. Inkubace s primarni protilatkou
probihala pfes noc pfi 4 °C. Poté byly membrany promyty v tomto pofadi v TBS, TBS
s Tweenem a 2krat v TBS. Membrany byly po promyti osuSeny pfeneseny do vihké

komlrky a na né byla aplikovana nafedéna sekundarni protilatka konjugovana
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s kfenovou peroxidasou. Inkubace probihala 1 h pfi laboratorni teploté. Po skonc&eni
inkubace byly membrany znova promyty. Po osuSeni na né byla nanesena smés
luminol, peroxidasa v poméru 1:1 nebo bylo pouzito citlivéjSich roztokl s oznaenim
femto. Nasledovala detekce chemiluminiscence, pfi niz dochazi ke stabilizaci
produktl, vzniklych €innosti kfenové peroxidasy, vyzafenim svételného kvanta. Mira
chemiluminiscence je pfimo umérna mnozstvi kienové peroxidasy a to je dano

mnozstvim analyzovaného proteinu, coz umoznuje kvantifikaci.

4.9. Cytometrické techniky

Sklizeni bunék uréenych na cytometrickou analyzu bylo provadéno na ledu
z duvodu zamezeni degradace vzorkd. Aby bylo omezeno mechanické poskozeni
bunék, byly vzorky sklizeny trypsinizaci a do zkumavek bylo pfeneseno médium
I EGTA. Buriky byly zcentrifugovany (1000 g, 4 °C, 10 min) a 2-krat promyty 1% PBS.
Fixace probihala v 70% ethanolu pfi -20 °C. Poté byl pelet promyt v PBS a po
centrifugaci resuspendovan v malém objemu PBS/BSA. K suspenzi byl pfidan roztok
2M HCI a 0,5% Tritonu X-100. Po 30 min inkubaci byly bufky opét zcentrifugovany
(1000 g, 4 °C, 8 min) a resuspendovany v bazickém roztoku 0,1M Na,B;4O- . 10 H,O
neutralizujicim kyselinu. Po centrifugaci byl pelet resuspendovan v roztoku PBS-T
obsahujicim PBS, 1% BSA a 0,5% v/v Tween 20. DoSlo k permeabilizaci bunék pro
protilatky a enzymy. K peletu byla nasledné nejprve pfidana protilatka anti-BrdU-
FITC a poté roztok PBS-T. Po 1 h inkubaci ve tmé nasledovala centrifugace (1000 g,
4 °C, 8 min) a promyti v PBS-T. K peletu byl na zavér pfidan PBS a propidium jodid,
ktery se interkaluje do dvousroubovice DNA. Jeho vazba do DNA je stechiometricka
a umoznuje stanoveni obsahu DNA v bunkach a tedy i faze bunéného cyklu. Pfi
excitaci svétlem o vinové délce 488 nm emituje propidium jodid svétlo o vinové délce
>560 nm to je zachyceno detektorem prutokového cytometru a kvantifikovano stejné
jako fluorescenéni signal FITC odpovidajici pfresné mnozstvi inkorporovaného BrdU

v bunkach.
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5. Vysledky
5.1. Vybér latek

V Laboratofi rastovych regulatord se dlouhodobé& vénuji vyvoji ATP-
kompetitivnich CDK inhibitord z nichz jedny z nejucinnéjSich jsou 2,6,9-
trisubstituované puriny. Jelikoz u téchto latek |ze vhodnou obménou substituentt
modulovat molekularni cil jejich pusobeni byla pfipravena knihovna 2,6,9-
trisubstituovanych purin za uelem zmény jejich inhibiéni aktivity z CDK na PAK
kinasy. Latky byly odvozeny od dualniho inhibitoru CDK a PAK, CGP74514A.
Navzajem se od sebe odliSuji hlavné v délce a rozvétvenosti substituentu v pozici N9
purinu a v poloze atomu Cl na benzylaminu. VySe zminéna knihovna obsahuje 25
latek. Vybér latek byl uskuteCnén na zakladé pfedem stanovenych hodnot ICso a Glsg
viz Tab. I. Z novych 2,6,9-trisubstituovanych purint vykazovala latka 4622 3,5x vySsi
inhibiéni aktivitu vic¢i PAK4 pfi porovnani s inhibitorem CGP74514A. Vzhledem
k ostatnim, novym latkam, které jsou soucasti knihovny ma latka 4622 nejlepSi
inhibi¢ni aktivitu vaci PAK4, ale zaroven i tfeti nejlepsi inhibi¢ni aktivitu vici CDK2.
Dalsi latky vybirany s ohledem na co nejnizsi inhibi¢ni aktivitu vaci CDK2
a s prihlédnutim k hodnotam Glso. Podle téchto kritérii byly dale k testovani zvoleny
latky 4667 a 4841. Inhibi¢ni aktivita obou latek vic¢i PAK4 je nizka a predpoklada se,

Ze inhibuji jiny molekularni cil.
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Tab. | Inhibiéni aktivity novych 2,6,9-trisubstituovanych purinl na biochemické
a bunéc€né urovni. Inhibice zvolenych enzym( byla stanovena kinasovou inhibi¢ni
reakci. Inhibice rlstu asynchronnich nadorovych bunék byla testovana na bunéénych
liniich K562 a MCF-7.

ICs (UM) Glso (UM)

Nazev latky PAK4 CDK2 K562 MCF-7
CGP74514A 3,74 0,01 - -
purvalanol 4,20 0,18 - -

4617 2,48 0,15 3,33 2,44
4619 1,13 0,11 2,61 2,15
4620 1,83 0,55 1,51 1,92
4621 2,37 0,50 2,74 2,97
4622 1,08 0,12 1,74 1,98
4623 1,41 0,47 1,82 3,22
4624 3,96 0,88 1,60 2,74
4625 4,67 0,52 4,03 3,42
4626 6,18 0,45 2,38 4,89
4664 12,00 0,98 2,52 4,47
4665 7,13 0,64 3,33 4,92
4666 5,40 0,51 7,60 12,65
4667 >20 5,97 5,46 6,31
4668 11,86 0,68 1,90 3,50
4670 20,33 1,44 9,39 9,06
4671 13,15 0,49 5,26 2,76
4672 1,57 0,23 3,24 3,61
4795 2,43 0,43 2,15 4,17
4796 6,50 0,61 1,69 3,87
4797 10,74 0,21 4,40 2,25
4798 26,02 0,31 3,27 4,86
4799 >50 9,01 >25 >25

4839 10,86 2,83 2,93 3,06
4840 9,24 5,50 2,90 4,60
4841 13,75 7,17 2,65 2,96

5.2. Vliv latky 4622 na bunéénou linii MCF-7

Pomoci cytometrické analyzy byl studovan vliv latky 4622 na asynchronni
bunky linie MCF-7. Testované koncentrace byly zvoleny v rozmezi 0,5 — 4x Glso.
Z vysledku je patrné, Ze inhibitor 4622 ma vliv na distribuci asynchronnich bunék
MCF-7 v jednotlivych fazich buné&fného cyklu. S rostouci koncentraci latky 4622
dochazi k narustu poctu bunék v G2/M fazi a poklesu poc¢tu bunék zejména v S fazi
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bunécného cyklu viz Graf 1. Sledovany trend je shodny s tim, ktery je patrny u vlivu
znamych CDK inhibitor (Zatloukal et al., 2013). Vlivem pusobeni inhibitoru vyrazné
stoupa také pocet apoptotickych bunék viz Graf 1. K nejvétSim zménam oproti
kontrole doSlo po 24h plsobeni 2 uM 4622. Pocet bunék v G2/M fazi se zdvojnasobil

a na polovinu poklesl| v S fazi pfi srovnani s kontrolou.
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Graf 1 Histogram procentualni distribuce asynchronnich bunék MCF-7 v jednotlivych
fazich bunéného cyklu po 24 hodinové inkubaci s latkou 4622. Data byla

zpracovana pomoci programu Multicycle AV for Windows (verze 3.00).

V nasledujicich experimentech byly sledovany zmény v expresi a fosforylaci
vybranych proteini u nadorové linie MCF-7 po ovlivnéni latkou 4622 za pouziti
imunoblottingu. Byla sledovana hladina celkové PAK4 a aktivni fosforylované formy
PAK4 Serd474. ProtoZe latka 4622 soucasné inhibuje také CDK byla monitorovana
hladina proteint pfimo souvisejicich s inhibici CDK. Cytotoxicita mnoha inhibitor(
CDK je zpusobena inhibici transkripénich CDK (napf. CDK7 a CDK9). Zablokovani
transkripce vede v burikach k nahromadéni aktivniho p53, ktery poté zvysi produkci
p21 (Denicourt et Dowdy, 2004). Z tohoto duvodu byla sledovana hladina celkové
RNAPII a jeji fosfoformy RNAPII Ser2/5, celkového p53, p21 a také celkového Rb
a jeho fosforylované formy Rb Ser807/811 (Lim et Kaldis, 2013). Proapoptotické
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vlastnosti latky 4622 byly ovéreny detekci kaspasy 7 a jejiho aktivniho fragmentu,
ktery vznika po spusténi apoptotické drahy (Cohen, 1997; Gobeil et al., 2001).

MCF-7 — 4622 (uM) — 24 h
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Obr. 21 Hladiny proteini PAK4, Rb, RNAPII, p53 a kaspasy 7 detekovanych
imunoblottingem v asynchronnich nadorovych bunkach MCF-7 po 24h ovlivnéni
inhibitorem 4622 o uvedenych koncentracich. K ovéfeni stejné koncentrace protein

ve vzorcich byl detekovan PCNA.

Z vysledkl viz Obr. 21 je patrné, ze latka 4622 preferenéné inhibuje CDK
oproti PAK, coz koresponduje s ICsp uvedenymi Tab. I. K poklesu fosforylace PAK4
nedoslo ani u nejvySsi testované koncentrace latky 4622. Po 24hodinovém pUsobeni
4 — 8 uM 4622 bylo zaznamenano zvySeni hladiny p53, coz je typickym projevem
pusobeni CDK inhibitoru. Se zvySujici se koncentraci 4622 koreluje pokles jak
celkového, tak fosforylovaného Rb. Dukazem inhibice transkripénich CDK latkou
4622 je pokles fosforylace RNAPII Ser 2/5, pficemz hladina celkové RNAPII zGstava
nezménéna a absence p21 u bunék ovlivnénych 8 uM 4622 viz Obr. 22. K navozeni

apoptdézy doslo uz po 24h pusobeni 2 uM 4622.

5.3. Vliv latky 4667 na nadorovou bunéc¢nou linii MCF-7

Dale byl testovan vliv inhibitoru 4667 na rozlozeni asynchronnich bunék
MCF-7 v jednotlivych fazich bunééného cyklu. Koncentrace inhibitoru byly zvoleny

v rozsahu od 0,6x do 1,3x Glsg. Bylo zjiténo, Ze se zvySujici se koncentraci latky
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4667 dochazi k razantnimu poklesu poc¢tu bunék v G2/M fazi a narGstu poc€tu bunék
v Gl fazi cyklu viz Graf 2. Pfi porovnani s kontrolou byly nejvétsi zmény
zaznamenany po 24h plsobeni 8 yM 4667. Pocet bunék v G2/M fazi klesl z 21 %
u kontroly na 1 % a o 39 % poklesl po€et bunék v S fazi cyklu. Pocet apoptotickych
bunék se vlivem pasobeni inhibitoru zdvojnasobil a o 58 % vzrostl pocet bunék v G1

fazi.
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Graf 2 Histogram procentualni distribuce asynchronnich bunék MCF-7 v jednotlivych
fazich bunéného cyklu po 24 hodinové inkubaci slatkou 4667. Data byla

zpracovana pomoci programu Multicycle AV for Windows (verze 3.00).

Podle vySe uvedenych vysledkl je mechanizmus pusobeni latek 4622 a 4667
na biochemické a bunécné urovni znacné odliSny a za uCelem jeho odhaleni byla
provedena analyza hladin proteinl: p53, p21, celkové PAK4 a celkového Rb pomoci
imunoblottingu. Po 24h pusobeni latky 4667 na linii MCF-7 zustaly hladiny vSech
analyzovanych proteinl nezménény viz Obr. 22. Inhibitor 4667 tedy inhibuje jiny
molekularni cil nez 4622, coz je vsouladu i s pfedchozimi vysledky. Presny
mechanizmus jeho plsobeni nebyl odhalen, jelikoz byla dale testovana latka 4841
kvali dvojnasobné lepSim hodnotam inhibice rastu asynchronnich bunék linii K562

a MCF-7 v porovnani s latkou 4667.
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Obr. 22 Hladiny proteini PAK4, Rb, p53 a p21 detekovanych imunoblottingem

——

v asynchronnich nadorovych bunkach MCF-7 po 24h ovlivnéni inhibitorem 4667
(vlevo) a 4622 (vpravo) o uvedenych koncentracich. K ovéfeni stejné koncentrace

protein( ve vzorcich byl detekovan aktin.

5.4. Vliv latky 4841 na nadorovou buné¢nou linii MCF-7

Latka 4841 se od ostatnich latek z téZe série odliSuje stfedné dobrou inhibici
ristu asynchronnich nadorovych bunék, ktera ovSem nesouvisi s inhibici kinas PAK4
ani CDK2 viz Tab. I. Z téchto davodu bylo odhaleni jejiho mechanizmu pusobeni
prioritou. Nejdfive byl studovan vliv latky 4841 na bunéény cyklus asynchronnich
bunék linie MCF-7. Po 24h plGsobeni 6 uM 4841 doslo k poklesu poctu bunék v S fazi
na polovinu a o 18 % vzrostl po€et bunék v G1 fazi cyklu viz Graf 3.

Snizeni replikacniho potencialu bunék bylo ovéfeno dvouparametrickou
analyzou bunééného cyklu. K ovlivnénym asynchronnim bunkam linie MCF-7 byl
30 min pfed sklizenim pfidan 5-bromo-2°-deoxyuridin, ktery se inkorporuje pouze do
nové syntetizovanych fetézcu DNA. Vysledky dvouparametrické analyzy po 24h
pusobeni latky 4841 odhalily, Ze s rostouci koncentraci tohoto inhibitoru dochazi

k prudkému poklesu poctu bunék nachazejicich se v S fazi cyklu viz Obr. 23.

40



100%

90%

80%

70%

ho cyklu (%)

-

60% mG2/M

écné

50% ms

40% — @Gl

30% I Msub-G1
20% I

rozlozeni fazi bun

10% —

0% . . — -_\

koncentrace latky 4841 (M)

Graf 3 Histogram procentualni distribuce asynchronnich bunék MCF-7 v jednotlivych
fazich bunéného cyklu po 24 hodinové inkubaci s latkou 4841. Data byla

zpracovana pomoci programu Multicycle AV for Windows (verze 3.00).
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Obr. 23 Zmény v replikacnim potencialu asynchronnich bunék linie MCF-7 po
ovlivnéni latkou 4841 po dobu 24 h. FL3 odpovida signalu propidium jodidu, FL1
odpovida signalu FITC, ktery byl pouzit jako fluorescencni znacka konjugovana
s protilatkou anti-BrdU.
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Dale byly sledovany zmény v expresi a fosforylaci vybranych proteind
u nadorové linie MCF-7 po ovlivnéni latkou 4841, proti nimz byly k dispozici
protilatky. Zaroven byla latka 4841 poslana na testovani na panelu vybranych kinas
reprezentujici lidsky kinom. Pfi tomto testu byla sledovana zména aktivity prislusné
kinasy po inkubaci v pfitomnosti 1 yM roztoku 4841.

NejvétsSi pokles aktivity byl zaznamenan u kinas DYRK1A a ERBB4 (HER4),
u obou klesla aktivita na 20 respektive 21 % viz Graf 4.

Nez byly znamy vysledky z kinasového profilovani latky 4841, byly sledovany
hladiny exprese mnoha proteinQ, které jsou soucasti vyznamnych signalizaCnich
drah. Na Obr. 24 a Obr. 25 je uveden vybér nékolika vysledkd imunodetekce. Po
ovlivnéni latkou 4841 nebyly zaznamenany zmény v hladinach proteini mTOR,
Rictor, Raptor a PAK4 viz Obr. 24.

MCF-7 — 4841 — (uM) — 24 h
0 4 6 8 10 0

=S . = == fosfo-mTOR (Ser2448)

N — ¢ &y = = Rictor

— fosfo-PAK4 (Serd74)

e . e e PCNA

Obr. 24 Hiladiny proteind mTOR, Rictor, Raptor a PAK4 detekovanych
imunoblottingem v asynchronnich nadorovych bunkach MCF-7 po 24h ovlivnéni
inhibitorem 4841 o uvedenych koncentracich. K ovéfeni stejné koncentrace protein(

ve vzorcich byl detekovan PCNA.
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Graf 4 Grafické znazornéni vysledku screeningu 1uM 4841 na 50 kinasach.
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Obr. 25 Hladiny proteind ERBB3, Erk 1/2, Rb, PARP a kaspasy 7 detekovanych
imunoblottingem v asynchronnich nadorovych bunkach MCF-7 po 24h ovlivnéni
inhibitorem 4841 o uvedenych koncentracich. K ovéfeni stejné koncentrace protein(

ve vzorcich byl detekovan PCNA.

Vlivem 24h pulsobeni latky 4841 vSak doSlo k poklesu hladin proteint: Rb
a jeho fosfoformy. Vyznamny je zejména pokles hladiny fosforylace proteinu Erk1/2
na mistech Thr202 a Tyr204, ktery koreluje s vysledky screenu. Erk1/2 je soucast
mitogeny aktivované kinasové drahy, ktera je Fizena receptory rodiny ERBB.
Monitorovany byly také hladiny proteini souvisejicich s apoptézou. U bunék
ovlivnénych 6 — 8 uM 4841 byl zaznamenan katalyticky aktivni fragment kaspasy 7
a s nim souvisejici pokles hladiny celkového PARP (113 kDa). PARP se podili na
procesech souvisejici s opravou DNA a pfi apoptoze je Stépen pravé kaspasami
(Gobeil et al., 2001; Soldani et Scovassi, 2002). Jakmile byly k dispozici vysledky
screenu a prislusné protilatky, byl detekovan pokles hladiny fosfo-ERBB3 Tyr1289
viz Obr. 25.

Nasledoval experiment zaméfeny na urCeni mechanizmu, kterym inhibitor
4841 blokuje vstup bunék do S faze bunééného cyklu. Receptory rodiny ERBB jsou
ve své podstaté detektory mitogennich signall pfichazejicich z vnéjSiho prostredi.

Tyto signaly jsou receptory transdukovany az k senzorim — skupiné cyklin D, jejich
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prislusnym CDK a proteinu Rb. Klicovym faktorem pro pfechod z G1 do S faze cyklu
je mira fosforylace tumorového supresoru Rb (Lim et Kaldis, 2013). Ta je zvySena
v pfipadé, kdy jsou CDK aktivni a nasledkem je vstup buriky do S faze cyklu. Aktivita
CDK muze byt vyznamné snizena plsobenim pfirozenych inhibitort, které se fadi do
dvou rodin: INK a Cip/Kip. Asynchronni buriky linie MCF-7 byly po rozdilné Casové
useky vystaveny pulsobeni 8 uM 4841. Kromé hladin ERBB3, Erk1/2 a jejich
fosfoforem, byly monitorovany hladiny protein(i i¢astnicich se kontrolnich procest na
pomezi G1 a S faze - cyklinu D3, Cip/Kip inhibitort CDK — p27 a p21, celkového Rb
a fosfo-Rb Ser807/811. Z Obr. 26 vyplyva, Ze k poklesu fosforylace ERBB3 Tyr1289
dochazi pomérné rychle, béhem 2 h. Za 6 h pusobeni inhibitoru doslo k poklesu
celkového a fosforylovaného Rb. Po 16 h |ze pozorovat mirné zvySenou hladinu p21.
U ostatnich proteind byly hladiny nezménény. Ziskané vysledky jsou v souladu
s cytometrickou analyzou a blize specifikovaly mechanizmy, kterymi latka 4841

zabranuje vstupu nadorovych bunék do S faze cyklu.

MCF-7 — 8 uM 4841 — &as (h)
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fosfo-ERBB3 (Tyr1289)
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Obr. 26 Hladiny proteinit ERBB3, Erk 1/2, Rb, cyklinu D3, p27 a p21 detekovanych
imunoblottingem v asynchronnich nadorovych bufkach MCF-7 po ovlivnéni
inhibitorem 8 uM 4841 v Casovém intervalu 2 — 16 h. K ovéfeni stejné koncentrace

protein( ve vzorcich byl detekovan PCNA.
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Po objasnéni molekularniho cile a mechanizmu puUsobeni latky jsme provedli
jeji srovnani sjiz schvalenymi léCivy erlotinibem (Tarceva; Roche/Genentech)
a lapatinibem (Tykerb; GlaxoSmithKline), které rovnéz inhibuji fosforylaci receptort
rodiny ERBB. Pribéh experimentu byl nasledujici, asynchronni buriky linie MCF-7
byly vystaveny plsobeni inhibitord rodiny ERBB o danych koncentracich po dobu 1 h
nebo 6 h. Poté byla pomoci imunoblottingu stanovena hladina celkového ERBB3
a jeho fosforylované formy fosfo-ERBB3 Tyr1289. Vysledky uvedené na Obr. 27
dokumentuiji, ze latka 4841 vyvolava defosforylaci ERBB3 srovnatelnou s pusobenim
lapatinibu. K poklesu hladiny fosfo-ERBB3 Tyr1289 dochazi rychleji po pusobeni
lapatinibu pfi srovnani s 4841 o stejné koncentraci a dobé plsobeni. Po pusobeni
erlotinibu nebyla detekovana zména hladiny fosfo-ERBB3 Tyr1289, jelikoz jeho

zvolena koncentrace byla pfilis nizka.

MY ERBBS

S B8 B8 50 5 B8 0 MR  fosfo-ERBB3 (Tyr1289)
L T

Obr. 27 Hladiny proteinu ERBB3 a jeho fosfoformy detekované imunoblottingem
v asynchronnich nadorovych bunkach MCF-7 po ovlivnéni inhibitory erlotinibem,
lapatinibpem a 4841 v €asovych intervalech 1 h a 6 h. K ovéfeni stejné koncentrace

proteinU ve vzorcich byl detekovan tubulin.

Dale byla zkoumana schopnost latky 4841 ovlivnit aktivaci receptord ERBB1
a ERBB3. Byla stanovena hladina receptord ERBB1, ERBB3 a jejich fosfoforem
v bunikach linie MCF-7, kterym bylo fetalni sérum na 24 h odebrano (-FS), dale
v bunikach, které byly po 24 h bez fetalniho séra, ale nasledné jim byly stimulovany
po dobu 24 h (+FS) a v bunkach, které byly zaroven stimulovany fetalnim sérem
a ovlivnény danymi koncentracemi latky 4841 po dobu 24 h. Z vysledkd na Obr. 28 je
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patrné, Ze latka 4841 zabranuje aktivaci ERBB1 a ERBB3, jelikoz se vaze do ATP-
vazebného mista téchto tyrosinkinasovych receptorl, které se v dusledku toho
nemohou autofosforylovat a tedy aktivovat. U ERBB1 poklesla hladina jeho
fosfoformy po 24h plsobeni 12 uM 4841 na hladinu srovnatelnou s negativni
kontrolou (-FS). Mirny pokles hladiny byl zaznamenan také u proteinu Erk1/2

fosforylovaného na mistech Thr202 a Tyr204.

MCF-7 (24h aktivace FS)
4841 (uM) — 24 h

& P4 6 8 10 12
an R R B s e we ERBB1
L B B B B e A fosfo-ERBB1 (Tyr1068)

B e

BN P B B oW B e 8 fosfo-ERBB3 (Tyr1289)

L L
—_——— fosfo-Erk1/2 (Thr202/Tyr204)

Obr. 28 Asynchronni buriky linie MCF-7 byly nejprve kultivovany v médiu obsahujicim
fetalni sérum poté jim bylo fetalni sérum na 24 h odebrano (-FS). Nasledné na né
budto nebyla aplikovana latka 4841 - kontrola (+FS) nebo byly vystaveny plisobeni
4841 o uvedenych koncentracich po dobu 24 h za pfitomnosti média obsahujiciho
fetalni sérum. Pomoci imunoblottingu byly stanoveny hladiny proteini ERBB1,
ERBB3 a Erk1/2. K ovéfeni stejné koncentrace proteinu ve vzorcich byl detekovan
PCNA.

Jelikoz hladina fosforylovanych receptort rodiny ERBB je v burikach linie
MCF-7 nizka byly k jejimu zvySeni pouzity pfirozené ligandy téchto receptord —
epidermalni rastovy faktor (EGF) a heregulin (HRG). Vysledky stimulace jsou na Obr.
29. Hladina fosfoforem ERBB se zvysila jen za pfitomnosti HRG, protoZze dodany
EGF nebyl biologicky aktivni.

Nasledovaly experimenty, které mély za cil ovéfit vliv latky 4841 na aktivaci
ERBB3 pfi stimulaci ERBB receptorl jejich ligandy — epidermalnim rustovym

faktorem a heregulinem. Asynchronni bunky linie MCF-7 byly nejdfive kultivovany
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v médiu obsahujicim fetalni sérum, poté jim bylo fetalni sérum na 24 h odebrano.
Nasledné byly po urcité Casové intervaly vystaveny pusobeni latky 4841 o danych
koncentracich za pfitomnosti epidermalniho ristového faktoru, heregulinu a média
obsahujiciho fetalni sérum. Poté byly pomoci imunoblottingu stanoveny hladiny
ERBB3 a fosfo-ERBB3 Tyr1289. Nebyly ovSem zjiStény zadné zmény v hladinach
téchto proteinu viz Obr. 30 A, B. Pravdépodobné totiz doslo k modifikaci studované
latky, ktera tim ztratila svou inhibiCni aktivitu. JelikoZz i pfi pomérné vysoke

koncentraci 20 uM 4841 se jeji ucinky neprojevily viz Obr. 30 B.
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Obr. 29 Asynchronni buriky linie MCF-7 byly nejprve kultivovany v médiu s fetalnim
sérem (+FS) poté jim bylo fetalni sérum na 24 h odebrano (-FS). Nasledné na né
budto nebyly aplikovany riastové faktory - kontrola (+FS aktivace) nebo byly
vystaveny plsobeni uvedenych rustovych faktord (EGF — epidermalni rastovy faktor,
HRG — heregulin) o koncentracich 100 ng/ml po dobu 30 min za pfitomnosti média
obsahujiciho fetalni sérum. Pomoci imunoblottingu byly stanoveny hladiny protein(
ERBB1, ERBB2, ERBB3, ERBB4 a jejich fosfoforem. Ve vS8ech vzorcich byla
koncentrace proteint vyrovnana. Jeji ovéreni bylo provedeno vizualné po obarveni

Ponceau S.
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Obr. 30 Asynchronni buriky linie MCF-7 byly nejprve kultivovany v médiu s fetalnim
sérem poté jim bylo fetalni sérum na 24 h odebrano (-FS). Nasledné na né budto
nebyly aplikovany rastové faktory - kontrola (+FS) nebo byly sou€asné vystaveny
pusobeni uvedenych rastovych faktord (EGF — epidermalni rastovy faktor, HRG —
heregulin) o koncentracich 100 ng/ml a latky 4841 o uvedené koncentraci a dobé
pusobeni, za pfitomnosti média obsahujiciho fetalni sérum. Pomoci imunoblottingu
byla stanovena hladina proteinu ERBB3 a jeho fosfoformy. Ve vSech vzorcich byla
koncentrace proteinl vyrovnana. Jeji ovéfeni bylo provedeno vizualné po obarveni

Ponceau S.

49



6. Diskuze

Cilem praktické cCasti diplomové prace bylo charakterizovat vliv vybranych
inhibitord  z knihovny 2,6,9-trisubstituovanych purind na vybrané nadorové linie
in vitro. Stanovit zmény v rozloZeni bunécného cyklu po ovlivnéni nadorovych bunék
inhibitorem, specifikovat molekularni cil inhibitoru a analyzovat proapoptotické
ucinky.

Studované latky byly odvozeny od dualniho inhibitoru kinas CDK a PAK
CGP74514A a navzajem se od sebe odliSuji hlavné v délce a rozvétvenosti
substituentu v pozici N9 purinu a v pozici atomu Cl na benzylaminu v poloze
6 purinu. Z knihovny novych 2,6,9-trisubstituovanych purinG pfipravenych s cilem
zmény jejich inhibiéni aktivity z CDK na PAK kinasy ma latka 4622 nejlepSi inhibi¢ni
aktivitu vuci PAK4 (ICso = 1,08 uM), ale sou€asné vykazuje také 9krat vySsi inhibicni
aktivitu vuci CDK2 (ICso = 0,12 uM). Nejdfive byl stanoven vliv této latky na bunéény
cyklus nadorové linie MCF-7. Vysledkem cytometrické analyzy bylo zjisténi, Ze
s rostouci koncentraci latky 4622 dochazi k naristu poctu bunék v G2/M fazi
a poklesu poctu bunék zejména v S fazi bunécného cyklu. Vlivem plsobeni inhibitoru
4622 vyrazné stoupa také pocet bunék v sub-G1 fazi, coz souvisi s proapoptotickymi
ucinky latky. PodrobnéjSi charakterizace pusobeni latky na bunécné urovni byla
provedena za pouziti imunoblottingu. K poklesu hladiny fosfo-PAK4 Ser 474 nedoslo
ani u nejvyssi testované koncentrace latky 4622. Po 24hodinovém puUsobeni bylo
zaznamenano zvySeni hladiny p53, coz je typickym projevem pusobeni CDK
inhibitoru. Se zvySujici se koncentraci 4622 koreluje pokles jak celkového, tak
fosforylovaného Rb. Dikazem inhibice globalni transkripce latkou 4622 je rovnéz
pokles fosforylace RNAPII Ser 2/5 a absence p21 u bunék ovlivnénych vySsi
koncentraci 4622. K navozeni apoptézy doslo uz po 24h pusobeni nizkych
koncentraci 4622, kdy byla detekovana zvySena hladina katalyticky aktivniho
fragmentu kaspasy 7. Tyto vysledky koresponduji s inhibi¢nimi mechanismy pan-
selektivnich inhibitord (MacCallum et al., 2005). Zavérem lze tedy konstatovat, ze
latka 4622 preferencné inhibuje kinasy CDK oproti PAK jak na biochemické, tak na
bunécné urovni.

DalSi latky k podrobnéjSimu testovani byly vybirany z knihovny novych 2,6,9-
trisubstituovanych purini s ohledem na co nejniz$i inhibi¢ni aktivitu va&i CDK2

a s prihlédnutim k hodnotam inhibice ristu nadorovych linii K562 a MCF-7. Podle
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téchto kritérii byla k podrobné&jsi charakterizaci svého vlivu na nadorovou bunécnou
linii MCF-7 zvolena latka 4667. Hodnota inhibi¢ni aktivity této latky vaci PAK4 nalezi

Nejdfive byl testovan vliv inhibitoru 4667 na rozloZeni asynchronnich bunék
MCF-7 v jednotlivych fazich buné&ného cyklu. Z vysledkd analyzy bunécéného cyklu
je patrné, ze se zvysSujici se koncentraci latky 4667 dochazi k razantnimu poklesu
poctu bunék v G2/M fazi a narustu poctu bunék v G1 fazi cyklu. Za ucelem odhaleni
mechanizmu pusobeni latky 4667 na bunécné urovni byla provedena analyza hladin
proteinu: celkového Rb, p53, p21 a celkové PAK4 pomoci imunoblottingu. Po 24h
pusobeni latky 4667 na linii MCF-7 zlstaly hladiny v8ech analyzovanych proteind
nezménény. Inhibitor 4667 tedy inhibuje jiny molekularni cil nez 4622. Presny
mechanizmus jeho pusobeni ale nebyl ur€en, jelikoz byla dale testovana latka 4841
kvali dvojnasobné vys$8im hodnotam inhibice rastu asynchronnich bunék nadorovych
linit K562 a MCF-7 v porovnani s latkou 4667.

Latka 4841 nezpusobuje inhibici rustu nadorovych bunék
prostfednictvim inhibice kinas PAK4 (ICso = 13,745 pM) ani CDK2 (ICso = 7,170 uM).
Z téchto duvodu bylo prioritni odhaleni jejiho mechanizmu plsobeni na bunécné
urovni. Nejdfive byl studovan vliv latky 4841 na bunécny cyklus asynchronnich bunék
linie MCF-7. Vysledky jednoparametrické cytometrické analyzy ukazaly, Ze vlivem
pusobeni inhibitoru doSlo k razantnimu poklesu poctu bunék v S fazi a k narustu
pocet bunék v G1 fazi cyklu. K ovéfeni ziskanych dat byla pouzita dvouparametricka
analyza bunécného cyklu, ktera prfesnéji stanovuje replikacni potencial bunék na
zakladé detekce 5-bromo-2°-deoxyuridinu inkorporovaného v DNA. Vysledky této
analyzy souhlasily s pfedchozimi. Za u¢elem specifikace molekularniho cile inhibitoru
4841 byly monitorovany hladiny proteinu, které jsou soucasti vyznamnych
signaliza¢nich drah pomoci imunoblottingu. Timto zpisobem bylo zjisténo, Ze vlivem
pusobeni latky 4841 dochazi k poklesu hladin proteinl: Rb a jeho fosfoformy.
Podstatné je, ze se podafilo zdokumentovat pokles hladiny proteinu Erk1/2
fosforylovaného na mistech Thr202 a Tyr204. Tento poznatek je dulezity, jelikoz
k usnadnéni nalezeni molekularniho cile inhibitoru 4841 byla tato latka odeslana na
otestovani na panelu 50 kinas reprezentujicich lidsky kinom. Vysledky testu
souhlasily s dosavadnimi vysledky, protoze molekularnim cilem inhibitoru 4841 je dle
vysledkd screenu rodina receptord ERBB, pficemz tyto receptory pfedevSim Fidi

signaliza¢ni kaskady Ras-Erk a PI3K-Akt. Pfi relativné nizké koncentraci pouzité pfi
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testu, jen 1 yM, byl nejvétSi pokles aktivity zaznamenan u kinas DYRK1A a ERBB4.
U obou klesla aktivita jen na 20 respektive 21 %. Pfi dalSi charakterizaci inhibitoru
4841 se zaméfila pozornost na inhibici rodiny receptor0 ERBB, jelikoz uloha
serin/threoninové kinasy DYRK1A ve vyvoji nadorovych onemocnéni je malo
prozkoumana. Zatim se jen spekuluje o jejim mozném pusobeni u nékterych typl
leukemii (Malinge et al., 2012).

Dale byly zjistovany proapoptotické ucinky latky 4841 prostfednictvim
stanoveni hladiny katalyticky aktivniho fragmentu kaspasy 7, jakozto zastupce
jednoho z hlavnich efektorti apoptotické kaskady a jeho substratu proteinu PARP. Uz
pfi nizSich testovanych koncentracich byl zaznamenan narast hladiny fragmentu
kaspasy 7 a s nim souvisejici pokles hladiny celkového PARP.

Porovnanim struktury inhibitoru 4841 s nyni znamymi nizkomolekularnimi
inhibitory rodiny ERBB byla zjiSténa podobnost jeho struktury s lapatinibem
a tyrphostinem (AG 1478) viz Obr. 31. Tyrphostin (AG 1478) a lapatinib jsou ATP-
kompetitivni reverzibilni inhibitory ERBB.
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Obr. 31 Obecna struktura latek 4841, tyrphostinu a lapatinibu. Cervené jsou

oznacCeny shodné ¢asti molekul.

Pfi srovnani dostupnych informaci o vlivu lapatinibu a tyrphostinu na bunéény
cyklus s poznatky ziskanymi o inhibitoru 4841 v ramci této prace je zfejmé, Ze
vSechny tyto latky zplsobuji srovnatelné zmény v distribuci bunék (Carrasco-Garcia
et al., 2011). Konkrétné narlst poctu bunék v G1 fazi cyklu a zna¢né snizeni poctu

bunék v S fazi cyklu. Tyrphostin a latka 4841 brani nadorovym bunkam ve vstupu do
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S faze poklesem hladiny fosforylovaného Rb a zvySenim hladiny inhibitord CDK
rodiny Cip/Kip (Carrasco-Garcia et al., 2011). V ramci jednoho experimentu byla
pfimo srovnavana inhibicni aktivita 4841 a lapatinibu vi¢i ERBB3 na asynchronnich
burikach linie MCF-7. Inhibitor 4841 vyvolal defosforylaci ERBB3 srovnatelnou
S pusobenim lapatinibu. K poklesu hladiny fosfo-ERBB3 Tyrl1289 doslo ovSem
rychleji po puasobeni lapatinibu pfi srovnani s 4841 o stejné koncentraci a dobé
pusobeni. V navaznosti na inhibici receptort rodiny ERBB vSechny srovnavané latky
zpusobuji deaktivaci podfizené signalni drahy Ras-Erk.

Jelikoz nékteré experimenty nebyly dokonceny, protoze pravdépodobné doslo
k modifikaci latky 4841, nejsou k dispozici data o inhibici receptord ERBB2 a ERBBA4.
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7. Zaver

Za pouziti nékolika nezavislych metod byly charakterizovany nékteré
biologické ucinky tfi novych 2,6,9-trisubstituovanych purind na bunécnou linii MCF-7
odvozenou od adenokarcinomu prsu. Otestované latky jsou soucasti knihovny
novych 2,6,9-trisubstituovanych purinl pfipravenych s cilem zménit inhibi¢ni aktivitu
latek z CDK na PAK kinasy, prostfednictvim zmény délky a rozvétvenosti
substituentu v poloze N9 purinu a také zmény pozice atomu Cl na benzylaminu
v poloze C6 purinu.

Latka 4622 vykazovala na biochemické urovni nejvysSi inhibicni aktivitu vici
PAK kinasam v ramci celé knihovny. Podle ziskanych vysledku, ale preferencné stale
inhibuje CDK nez PAK kinasy. Stejna korelace inhibi¢nich aktivit byla zaznamenana
i u dalSich latek. Z tohoto duvodu byly k dalSimu testovani vybrany latky s ohledem
na jejich schopnost inhibovat rdst nadorovych bunék a zaroven s nizkymi inhibi¢nimi
aktivitami vic¢i CDK i PAK kinasam. Tato kritéria splnily latky 4667 a 4841, pficemz
pozornost se zaméfila pfedevsim na latku 4841 kvuli dobré inhibici ristu nadorovych
latky 4841 je rodina receptorl epidermalniho ristového faktoru (ERBB). BlizSim
studiem této latky bylo zjisténo, Ze zpUsobuje blokaci vstupu bunék do S faze cyklu
defosforylaci proteinu Rb a zvySenim hladiny CDK inhibitoru p21. Dale byla
potvrzena jeji schopnost zabranit aktivaci receptord ERBB prostfednictvim jeji vazby
do ATP-vazebného mista téchto tyrosinkinas, ¢imz blokuje jejich autofosforylaci.
Uginnost latky 4841 v inhibici ERBB je srovnatelna s ATP-kompetitivnim reverzibilnim
inhibitorem ERBB lapatinibem, ktery je nyni uz terapeuticky vyuzivan. Latka 4841
ajeji analogy budou dale studovany se zaméfenim na zlepSeni stability,

farmakodynamickych a farmakokinetickych vlastnosti.
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9. Seznam pouzitych zkratek a symbol

AAK1
Abl
ABL1
Akt (PKB)
APP
AR
ATM
ATP
ATR
BAD
Bcl-2
BrdU
BSA
BTC
BTK
CBL
CDK
Cip/Kip
CK1
DEGs
DMEM
DMSO
DNA
DNA-PK
DTT
E2F
EDTA
EGF

AP2 associated kinase 1

Abl tyrosine kinase

ABL proto-oncogene 1

Proteinkinase B

Amyloid beta precursor protein
Amfiregulin

ATM serine/threonine kinase
Adenosine triphosphate
Ataxia-Telanglectasia and Rad3-related
Bcl-2-associated agonist of cell death
B-cell CLL/lymphoma 2
5-bromo-2°-deoxyuridine

Bovine serum albumin

B-cellulin

Bruton tyrosine kinase

Cbl proto-oncogene
Cyclin-dependent kinase

CDK interacting protein/ kinase inhibitory protein
Casein kinase 1

Delayed early genes

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxide

Deoxyribonucleic acid
DNA-dependent protein kinase
Dithiothreitol

E2F transcription factor
Ethylenediaminetetraacetic acid

Epidermal growth factor
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EGTA
EPGN
EPR
ERBB
Erk
ERRFI1
FITC
GBM
Grb2
HBEGF
ICs0
ID-miRs
JAK
KRAS
MAPK
MDM2
MiRNA
MTOR
NF-kB
NRG
NSCLC
p21
PAK
PARP
PBS
PCNA
PDB
PI3K
PIP-2

Ethylenglycoltetraacetic acid

Epigen

Epiregulin

Epidermal growth factor receptor
Extracellular-signal-regulated kinase
ERBB receptor feedback inhibitor 1
Fluorescein isothiocyanate
Glioblastoma

Growth factor receptor-bound protein 2
Heparin binding EGF

50% inhibitory concentration
Immediately downregulated microRNAs
Janus kinase

Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
Mitogen-activated protein kinase
Murine double minute-2

Micro RNA

Mammalian target of rapamycin
Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells
Neuregulin

Non-Small Cell Lung Cancer
Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A
p21-activated kinase

Poly(ADP-ribose) polymerase
Phosphate buffered saline

Proliferating cell nuclear antigen
Protein Data Bank
Phosphatidylinositide 3-kinase

Phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate
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PIP-3
PMSF
Ras

Rb
RIPA
RNA
RNAPII
SDS
Src
STAT3
TBS
TEMED
TGFa
TRIS

Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate
Phenylmethylsulfonyl fluoride

Rat sarcoma

Retinoblastoma protein
Radioimmunoprecipitation buffer
Ribonucleic acid

RNA polymerase |l

Sodium dodecyl sulphate

SRC proto-oncogene

Signal transducer and activator of transcription 3
Tris-buffered saline
Tetramethylethylenediamine
Transforming growth factor alpha

Tris(hydroxymethyl)aminomethane
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