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7. LITERATURA



1. Uvod

Mechanismus zastaveni dé€leni rakovinnych bunék je casto vysvétlovan interakci
metalofarmaka s nukleobazemi DNA, ¢imz je blokovana replikace a nasledné vyvolana
apoptotickd draha koncici sebedestrukci zasazenych bunék. Piestoze jsou 1éCiva
s antiproliferacnimi uc¢inky na bazi komplext platiny stale nejpouzivané;si, ubird se vyzkum na
vyvoj jiné kategorie 1€Civ, u kterych by byly minimalizovany vedlejsi nezddouci ucinky
(napf. nefrotoxicita nebo neurotoxicita) ¢i bunéc¢na rezistence jako v piipadé cis-platnatych
1é¢iv. Vyzkum je soustiedén i na rozSifeni aplika¢niho pole plsobnosti latek (testovani na
mnoha typech nadorovych linii). [1, 2]

Pravdépodobné jeden z moznych terapeutickych cili novych potencidlnich
metaloterapeutik, je podobné jako u cis-Pt(Il) 1é¢iv DNA. V soucasnosti studovana tiida
chemickych sloucenin, tzv. ,,half-sandwich* komplexy, ovS§em mutize ovlivnit i jiné biologické
procesy, coz muze mit za disledek jiny mechanismus G¢inku. Piestoze je medicialni chemie
téchto latek na pocatka své potencialni éry, jiz pfinesla pozitivni vysledky cytotoxickych studii
na velkém poctu studovanych nadorovych linii. Kromé interakce s bAzemi DNA jsou studovany
tzv. interkalacni mechanismy (vmezefeni mezi baze DNA) nebo napf. vznik reaktivniho
singletového kysliku (vyvolani bunécného stresu nadorovych bunék). Cilem studia jsou
strukturni parametry téchto komplexti, které ovliviiuji cytotoxicky uc€inek a jejich cilena
modifikace. Siroky aplikaéni potencidl a pomémné nizké cytotoxické koncentrace posouvaji
tento typ komplexnich slou¢enin do poptedi zajmu. [3-8]

Buné¢nou smrt je také mozné vyvolat signalni drahou spojenou s vyfazenim enzymd,
které maji na starost regulaci bunééného cyklu. Enzymy, které tidi kontrolni a proliferacni
mechanismy déleni, tzv. cyklin-dependentni kindzy (Cdk), jsou jednim z dalSich studovanych
terapeutickych cilii. Inhibici Cdk je mozno docilit zastaveni bunééného cyklu. Vyzkum, ktery
se vénuje tomuto antiproliferatnimu mechanismu pfinasi pozitivni vysledky testovanim jak
prirodnich, tak syntetickych latek. Bioisosterickou metodou jsou vyvijeny strukturni motivy, u
kterych je snaha zvysit cytotoxicky G¢inek modulaci struktury slouc¢enin. [9-15]

Cilem diplomové prace je vypracovat literarni resSersi tykajici se bunécného dé€leni,
vlastnosti a ulinki Cdk. ReSerSe se déale zabyva strukturnimi parametry inhibitora
Cdk, mechanismu jejich u¢inkl a celkovému dopadu inhibice Cdk na proces bunécného déleni.

Soucasti teoretické Casti jsou informace tykajici se vybrané skupiny Cdk inhibitori:



pyrimidinovych Cdk inhibitori s dirazem na strukturni parametry, které tzce souvisi
s biologickou aktivitou. Literarni reserSe se zaméfila také na polosendvicové komplexy rhodia
a iridia jako novych potencialnich 1é¢iv proti rakoving, jejich strukturnim parametrum a studiu
vztahu mezi strukturou a antiproliferacni aktivitou.

Experimentalni ¢ast je vénovana piiprave 2,6-diamino-4-R-pyrimidinovym derivatim a
nasledné syntéze polosendvi¢ovych komplexti obecného slozeni [Cp*MLCI:], kde M je Ir(I11)
nebo Rh(II). Cilem bylo zjistit, zda a jak se pfipravené ligandy vazou na atom zvolenych
prechodnych kovii. Piipravené organické ligandy a komplexni slouCeniny byly
charakterizovany metodami elementarni analyzy, hmotnostni spektrometrii, infracervenou
spektroskopii, nuklearni magnetickou rezonanci, termickou analyzou a vodivostnim méfenim.

Pro piehled jsou nize uvedeny cile diplomové prace v bodech:

a) Vypracovat literarni reSerSi tykajici se problematiky buné¢ného cyklu, role
cyklin-dependentnich kinaz (Cdk) a jejich inhibitorti, derivati pyrimidinu jako
inhibitort Cdk.

b) S vyuzitim odbornych literarnich zdroji syntetizovat organické ligandy na bazi
derivati 2,4-diaminopyrimidinu.

c) Pripravené organické latky pouzit pro syntézu komplexnich sloucenin vybranych
ptechodnych kovii (Rh, Ir).

d) Ziskané¢ latky charakterizovat dostupnymi metodami a data interpretovat.



2. Teoreticka cast

Obecna definice buiiky, jako zakladniho stavebniho kamene Zivych organismi, je jiz
davno zazitd. DumysIn€ propracovany prostor vyuzivajici kaskady funkéné na sebe
navazujicich procesu (napf. zastaveni buné¢ného cyklu ¢i blokaci replikace DNA), vyzdvihuje
bunku do vyssi sféry badani. Jako zakladni kamen S sebou nese rozmanité vlastnosti, které jsou
pro mnohé typy bunék podobné. PredevSim schopnost rozmnozovani, ¢ili pfedani vlastni

genetické informace nasledujici generaci. [16, 17]

2.1 Bunéény cyklus

Omnis cellula e cellula neboli ,,buniky vznikaji jen z buiky*. Tak zni doplnéni dlouho
vyvijené a uznavané bunééné teorie Rudolfem Virchowem, podle které jsou vSechny organismy
tvoreny bunikami. Bunky jsou si chemickym slozenim velmi blizké, coz vede myslenky smérem
kK praptivodni bunce, kdy opakovanym délenim se po generace vyvijely nové ruzné
kombinované genotypy odrazejici se navenek odliSnymi fenotypy. Dle této doktriny kazda
buika tedy vznika délenim matefské buiky. Komplexni systém bunék (organismus) funguje na
zaklad¢ vzajemné interakce specializovaného mnozstvi typt bunéck, jejichz vysledna
spoluprace uvadi v chod cely zivy organismus. [16-18]

Jednou z nejzakladnéjsich vlastnosti burniky je schopnost rozmnozovani (bunééného
déleni). Nejdulezitéjsim ukolem bunék je prostiednictvim bunééného cyklu zkopirovat
veSkerou genetickou informaci a pfedat ji ndsledujici generaci.

Bunéény cyklus (Obr. €. 1) je uspotadany sled peclivé kontrolovanych akci, které ve
vysledku davaji vznik nové populaci bunék. S ohledem na Sirokou $kalu typt bun¢k je tieba
brat v potaz i odlisSnou dobu trvani ¢i Cetnost bunécnych cykll, které mohou probihat. Veskeré
tyto informace jsou zaSifrovany v DNA jednotlivych bunék. Jako nazorny ptiklad poslouzi
epitelove buniky vystelky tenkého stieva, které se rozdéli minimalné jedenkrat za den. Oproti
tomu nervoveé a svalové bunky se ned¢li. Riizné typy bun¢k maji fixovany genetické informace
v DNA, ovSem pod jinymi kody, které z nich délaji unikatni zékladni stavebni a morfologicky

odlisné kameny. [16-19]



2.1.1 Interfaze
Déleni bun¢k vyzaduje urCité pozadavky na dostatek materidli pro replikaci

jednotlivych komponent bunky. VétSina c¢asu bunééného cyklu je soustiedéna do
tzv. interfaze, kdy se bunka ned¢li, ale roste. Duplikuje se jeji obsah a celkové se zvétSuje jeji
objem. Tento usek znazornény na Obr. ¢. 1 je obdobim, kdy material nutny pro replikaci
a syntézu jaderné DNA a veskerych komponent, je bunéénymi mechanismy organizovanym
zptisobem vyuzivan.

Soucasti bunécného cyklu jsou kontrolni body nachazejici se na rozhrani fazi. G1/S bod
kontroluje, zda je bunka ve stavu schopném iniciovat replikaci DNA v S-fazi a G2/M bod, ktery
je lokalizovan pted vlastnimi mechanismy mitézy. Nize budou popsany jednotlivé tseky

podrobné;ji. [16-19]
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Obr. ¢. 1: Bunéény cyklus. Vét$inu ¢asu je buiika v tzv. interfazi (G1, S a G2 faze), béhem které roste, zmnozuje
organely a replikuje svou DNA. Pomérné krat$i Casovy interval zabira mit6za neboli jaderné déleni. Poslednim
krokem je rozdéleni na dvé matefské buriky, tzv. cytokineze. [19]

Pti popisu cCasti cyklu bude nejvhodnéjsi zacit bodem, kdy se buiika prave rozdélila.
Nachéazime se tedy nyni za bodem C (cytokineze; rozdéleni matefské bunky na dvé dcefiné).
Nasledujicim obdobim je G1 faze, béhem které dorlsta dcetind bunika do velikosti buiky

matefské. Zdédéné komponenty, které byly pfedany ve formé rozloZenych ¢asti, jsou zde



sestavovany do funkéni podoby, které dale maji za tkol syntetizovat fadu regulacnich
a strukturnich proteinti, véetné enzymi a dalSich dilezitych ¢asti. Ptiznivé podminky a vhodné
pusobeni okolnich ristovych faktort dovoli bufice projit kontrolnim G1 bodem a vstoupit do
S-faze. Jinou moznosti je vstup do tzv. klidového stadia (GO0), kdy se buiika nedéli.

V pripadg¢, ze je dovoleno postoupit pies kontrolni body G1 faze, cyklus se nyni nachazi
v replikaéni ¢asti cyklu, kdy je zmnozen obsah DNA (tzv. S-faze). I zde je peclive kontrolovana
spravnost a uplnost replikacnich krokt specializovanymi komplexy, jimz bude vénovana
samostatna kapitola. Ve chvili, kdy je ukoncena kontrola replikace, posouvame se do faze G2.

Obdobné¢ jako v G1-fazi, i zde probiha déle rist buiiky a duplikace zbyvajicich organel.
Pojmy G1 a G2 faze si zjednoduSen¢ predstavme jako Casové intervaly, které jsou v podstaté
urceny pro buniku jako nadstandardni. Jak jiz bylo zminéno, pravé tyto ¢asti interfaze byvaji
syntéz a zvétSovani objemu bunky se postupné chylime ke konci G2-faze, pro kterou je typicka
kondenzace duplikované DNA do formy chromozomi, které lze v této formé pozorovat
i svételnym mikroskopem. Fazi G2 kondéi interfazni ¢ast bunééného cyklu. Finalni oddil cyklu

zaujima tzv. M-faze (mitoticka). [16-19]

2.1.2 Mitoza
StéZejnim cilem mitdézy (Obr. ¢. 2), jaderného déleni, je vytvoieni dvou geneticky

identickych kopii matetské bunky (do jadra dcefiné buriky jsou pfesné rozdéleny zdvojené
chromozomy). Jelikoz je jaderny genom (cela geneticka informace buiky) rozlozen mezi ur€ity
pocet chromozomd, je nutné, aby rozdéleni bylo striktné presné. Jednodussi organely opatiené
napf. jen membranou mohou byt duplikovany vcelku. Komplikovanéj$i organely, jako Golgiho
systém ¢i endoplazmatické retikulum, jsou nuceny podstoupit fragmentaci na mensi Castice,
které v této podobé zvysuji Sanci na rovnomérnéjsi rozdéleni mezi dcefiné bunky. [16-21]
Matetska bunka na konci S-faze ma jiZ zmnoZeny jednodussi organely, komplexné
mikrotubularni sit¢ — centrozom — ze které vybihaji svazky mikrotubularnich vlaken.
Centrozomy, ptvodné¢ lokalizované u jednoho jadra, hraji dulezitou roli béhem transportu
organel a sesterskych chromatid pfi déleni jadra. Jako pocatek mitdzy se oznacuje zviditelnéni

DNA do podoby kondenzovanych chromozomii. Kondenzaci DNA je sice znemoznéna



transkripce gentl, zvyhodnény je ovSem transport a distribuce jaderného genomu v podobé
chromozomu prostfednictvim mikrotubuli mitotického vieténka. [16-21]

Obecné je mitdza délena na 5 dil¢ich kroka, které budou popsany podrobnéji nize.

2.1.2.1 Profaze
Pocatkem uvodni faze mitdzy jsou dva centrozomy, lokalizované ptivodné v blizkosti

puvodniho jadra, postupné smérovany k opacnym polim buiiky. Centrozomy jsou zmnozeny
jiz koncem S-faze. Jednd se o centrdlni organely cytoskeletu, ze kterych vybihaji svazky
mikrotubuld, které v zavislosti na kolisani mezi pfidivanim a odbouravanim tubulinovych
jednotek, méni svoji orientaci a délku v prostoru buiiky. Prostfednictvim proteinii jsou
centrozomy podél mikrotubulll pfesunuty kazdy zvlast' k polim bunky; pohyb je realizovan
asociovanymi proteiny centrozomd, které jsou pohanény hydrolyzou energetické molekuly
ATP. Vznikaji tak tzv. pdly mitotického vieténka. Svazky mikrotubull interaguji za vzniku
mitotického vieténka.

Jaderny genom, v interfazi rozvolnéna DNA, je po replikaci ve formé chromozomu,
které jsou tvoreny stejnymi (sesterskymi) chromatidami. Chromatidy jsou vnitin¢ spojeny
pomoci proteint. V pozdni profazi jsou z vn&jsi strany kazdé sesterské chromatidy v oblasti
centromery (specialni sekvence DNA chromozomu, zuZené misto) uspofadany unikétni
proteinové komplexy do podoby tzv. kinetochoru, na které se poté vazou tubulinova vldkna

vedouci z centrozomu. [16-21]

2.1.2.2 Prometafaze
Lamina jaderného obalu, kterd se nachazi pod vnitini jadernou membranou, je tvofena

siti intermediélnich filament. Jeji funkce je pfedevSim stabilizace jaderného obalu. Procesem
fosforylace jaderné laminy je vyvolana jeji depolymerizace, kterd ma za nasledek rozpad
struktur tvoficich jaderny obal v¢etné jadernych port. Findlni produkty rozpadu jsou uzavieny
ve vaccich a volné rozptyleny v cytosolu.

Nyni jsou replikované chromozomy zpfistupnény mikrotubulim déliciho vieténka,
které¢ se mohou pomoci kinetochorovych mikrotubuli navazat na specializované proteinové
komplexy — kinetochory (dva na jednom chromozomu). Sesterské chromatidy, které jsou
Z vnitini strany stale spojeny jinymi proteiny, jsou piipojeny k obéma poliim déliciho vieténka

ze strany vn¢;jsi. [18-21]



2.1.2.3 Metafaze
Pravdépodobné kombinaci pohybl mikrotubularnich motorovych proteini (pohédnény

hydrolyzou ATP) a polymeraci/depolymerizaci tubulinovych podjednotek svazkl vieténka je
umoznén pohyb napojenych chromozomt smérem do polovi¢ni vzdéalenosti od obou pola
vieténka (centrozomu). Vytvaieji tak charakteristicky Utvar typicky pro metafazi, a to
tzv. metatdzovou desticku. Neustalym pohybem je upravovana jejich poloha az do doby, kdy
jsou chromozomy srovnany do ekvatorialni roviny, ktera je kolma na centrum mitotického

vieténka. [18-21]

2.1.2.4 Anafaze
Chromozomy stabilizované mitotickym vieténkem, resp. parovymi kinetochorovymi

mikrotubuly, jsou stile srovnany Vv ekvatorialni roving. Jelikoz jsou sesterské chromatidy
spojeny po celé délce proteinovymi interakcemi, je tieba je rozdélit. Spojeni je rozruseno
aktivnimi proteolytickymi enzymy. Uvoliuji se tak samostatné dcefiné chromozomy, které jsou
synchronizované tazeny smérem k polum bunky.

Segregace (pohyb) dcefinych chromozomi se déje dvéma zptisoby:

a) Anafaze A: Na kinetochorovém konci mikrotubulii dochazi k ¢aste¢né depolymerizaci.
Zkracovanim vedouciho vlédkna ztratou tubulinovych podjednotek spojenim s praci
mikrotubularnich motorovych proteinti na kinetochoru jsou dcefiné chromozomy od
sebe oddalovany smérem k jednotlivym centrozomtim. Pohyb je moZny také napojenim
chromozomu pifimo na motorové proteiny kinetochoru, které se posunuji podél
kinetochorového svazku.

b) Anafidze B: Vzdalovani poli mitotického vieténka je mozné tehdy, dochazi-li na
volnych koncich polarnich mikrotubult k polymeraci. Posun polii urychluje segregaci

chromozomnu.

Anafaze A a B jsou pohyby probihajici prakticky soucasné. Postupnou ztratou tubulinovych
podjednotek s ptispévkem zaroven se oddalujicich pola mitotického vieténka je urychlena
segregace dcefinych chromozomi. Konec anafaze je charakterizovan kompletnim rozdélenim

chromozom na stejné skupiny, ovS§em kazda je soustfedéna na opacné stran¢ bunky. [18-21]



2.1.2.5 Telofaze
Kolem kazdého podlu mitotického vieténka je shromézdéna sada dcefinych

chromozomu. Telofaze je ¢asti mitdzy, kdy se vytvaii kolem budoucich jader jaderny obal.
V podstaté se jedna o obraceny postup, ktery probéhl béhem prometafaze.

Rozptylené membranové vacky obsahujici ¢asti jaderné membrany se v prvni fazi
shlukuji kolem chromozomu. Pro pfipomenuti: v prometafazi byly pomoci kinaz fosforylovany
¢asti membrany, tzv. laminy. Tim byla vyvoldna depolymerizace a celkovy rozpad jaderné
membrany. Béhem telofdze nastupuji na scénu jiné enzymy, tzv. fosfatazy, které hydrolyticky
odstraniuji fosforylové skupiny z téchto vacka, presnéji z lamin. Vysledkem je fuze téchto
vackul, které postupné vytvaieji novy jaderny obal: vnéjsi a vnitini jaderny obal, ktery je
Z vnitini strany vyztuzen intermedialnimi filamenty (laminami). Komunikace jadra je zajisténa
jadernymi pory, skrz které pronikaji proteiny a jiné latky podporujici rist jadra. Posledni ¢ast
pfipadd na dekondenzaci chromozomi, které se timto zplsobem stavaji interfazni jadernou

hmotou. V této podob¢ je mozna obnova transkripce DNA. [18-21]

Obr. ¢. 2: Faze mitozy. Levy horni obrazek znazornuje interfazi, pro kterou je charakteristicka dekondenzovana
DNA. Vedlejsi faze se nazyva prometafiaze (zacatek kondenzace DNA do podoby chromozomt). V profazi je
rozlozen jaderny obal a chromozomy jsou zpfistupnény mikrotubularnimu aparatu. Nasleduje metafazni srovnani
do ekvatorialni polohy. B€hem anafaze jsou kombinovanymi pohyby od sebe oddéleny sesterské chromatidy. Ve
finalni telofazi dochazi k vytvoreni novych jadernych oballl a dekondenzaci chromozomu. [20]

2.1.3 Cytokineze
Poslednim krokem je rovnomérné distribuce veSkerého materidlu dcefinym bunkam.
Proces cytokineze (rozd€leni cytoplasmy matetské buiiky) je finalni fazi pied prechodem bun¢k

vvvvv

jsou rozdé€leny nasledujicim zptisobem.



Pod cytoplazmatickou membranou jsou z vnitini strany situovany proteiny, které jsou
asociovany s aktinovymi a myozinovymi vlakny. Probihaji kolmo kolem déliciho vieténka.
Ptechodna struktura — mitotické vieténko — ma kromé segregace chromozomu dal$i neméné
dilezitou funkci. Urcuje totiz pozici ryhovaciho zlabku, ktery vznika postupnou kontrakci
aktinovych a myozinovych vlédken. Kruhova sit vlaken — tzv. kontraktilni prstenec — se
pohybem aktinovych a myozinovych vldken proti sob¢ stahuje a vytvaii délici ryhu. Pozice
a nacasovani cytokineze je urcena délicim vieténkem (ekvatorialni rovina). Je tak zajisténa co
nejvice identickd dé€lba jader a ostatnich komponent mateiské bunky.

Kontraktilni pohyby obou typa vlédken trvaji do doby, nez dojde k uplnému rozdé¢leni
matefské builkky na dvé dcefiné. Koncem cytokineze ptechédzeji dcefiné buiiky do interfaze.

Cyklus se mize dale opakovat podle potieby déleni typu buriky. [18-20]

2.2 Regulace bunééného cyklu

Vesker¢ déje probihajici v butice je potfeba fidit. Koordinaci ma na starost tzv. centralni
regulacni systém, ktery se stard prakticky o vSechny procesy, které jsou pro zivot buiky
dilezité. Bunécny cyklus neni vyjimkou a ma svou vlastni regulaci. [18]

Kazdy krok (faze) bunécného déleni ma své dané potadi, které ma sice proménlivy
Casovy interval trvani, ale v cyklu ma svou pevnou — neménnou — pozici. Regula¢ni systém plni
funkci nacasovaného aktivatoru enzymi a proteind, které jsou nezbytné pro provedeni kazdého
procesu. Neni-li aktivovanych latek tieba, musi systém zajistit jejich deaktivaci. Ulohou
je dohled na dodrZovani spravného pribéhu po sobé jdoucich kroki.

V minulosti bylo rozmnozovani bun¢k chapano jako cyklicky sled procest, ktery si
buika zfejmé kontrolovala néjakym zptisobem sama. Otazkou ziistalo, jakym mechanismem.
Izolaci novych proteinti a enzymu se posunulo chapani o veliky krok dale. Novinkou bylo
zjiSténi, Ze cyklus je na rozhrani fazi kontrolovan (kontrolni body) urcitymi aktivovanymi
enzymy, které po splnéni danych podminek (podle faze, do které vstupuje), pusti buiiku do dalsi
casti cyklu. Objevem bylo také zjisténi, ze regulacni systém fidi kroky bunétného cyklu
aktivaci (fosforylaci nebo defosforylaci) kli¢ovych proteinti, které spoustéji ¢i reguluji replikaci

DNA béhem S-faze, mitézu a cytokinezi. [18-20]



2.2.1 Cyklin-dependentni kKinazy
Mnoho proteinti, které jsou nezbytné pro spravné fungovani déji probihajicich béhem

interfaze a mitdzy je potieba aktivovat ¢i deaktivovat procesem fosforylace. K tomuto ucelu
existuji v butice specializované enzymy — cyklin-dependentni kinazy.

Procesem fosforylace je pomoci enzymi — kindz — katalyzovan pienos fosfatové
skupiny na urcity postranni fetézec aminokyseliny cilového proteinu. Ve vétSiné piipadd se
jedné o napojeni na hydroxylovou skupinu postranné lokalizovaného serinu (Ser), threoninu
(Thr) ¢i tyrosinu (Tyr). Vysledkem kovalentni vazby fosforylové skupiny je zména (deformace)
konformace. Dvojnasobny negativni ndboj fosfatu muze také ptitahovat kladné casti jinych
molekul a tim narusit jejich stabilitu (napf. rozpad jaderné laminy). [10-14, 19-22]

Jestlize jsou enzymy aktivované vazbou fosforylové skupiny jiz nepotiebné, nastupuji
do akce tzv. fosfatazy, které deaktivuji enzym defosforylaci. Obecné jsou kinazy ptitomny
Vv prub¢hu celého cyklu; aktivovany jsou pouze v urcité dob¢.

V pribéhu bunécného cyklu byly objeveny specidlni proteiny, které¢ se vyskytovaly
v periodicky oscilujici koncentraci. Dostaly nazev cykliny. Samy o sob¢ nejsou enzymove
aktivni, ovSem navazanim na specifické proteinkindzy vytvaieji komplex, ktery uz je
zajimav¢jsi. Piedstavme si regulaéni komplex, ktery je zodpovédny za fosforylaci (aktivaci)
jinych dilezitych proteinti spojenych s interfaznimi a mitotickymi d&ji.

Komplex cyklin/cyklin-dependetni kinazy (cyklin-Cdk) je regulaéni molekula
bunécného déleni. Sklada se z katalytické podjednotky (kindza) a regulacni podjednotky
(cyklin). Aby byla kindza funkéni, je nutné navazani cyklinu.

V této formé jesté neni komplex aktivni. Pfedpoklada se, ze ,

vazany cyklin pomaha nalézt proteiny, které budou fosforylovany.

Je potiebna fosforylace pomoci aktivacni kinazy, kterd navaze na ; Cyklin

jedno ¢i vice mist komplexu fosfatové aktivacni skupiny. Jelikoz ’

. ., . L, ) . . Cyklin-dependentni kindza (CDK)
je vazéna na komplex 1 fosfatova skupina v misté, které rusi
o . L L . . Obr. & 3 Schéma komplexu

enzymovou aktivitu kinazy, pfichazi na fadu selektivni aktivacni cdk-cyklin [19]
proteinfosfataza (cdc25), ktera zbavi komplex inhibi¢ni fosfatové
skupiny. V této formé je jiz cyklin-Cdk enzymaticky aktivni. [18, 22]

NiZe budou specifikovany a popsany tti dilezité body bunécného cyklu, béhem kterych
cyklin-Cdk kontroluji podle charakteru faze mozny nasledujici vstup ¢i dokonceni kroku cyKlu.

Vysvétlen bude fakt kolisani koncentrace cyklini béhem celého cyklu. [18-21]
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2.2.2 Cykliny v pribéhu cyklu
Cdk jsou ptitomny béhem celého bunécného procesu. Jejich koncentrace je konstantni.

Cykliny — adi¢ni proteiny Cdk — jsou béhem cyklu nékolikrat odbouravany
a dle potfeby opét resyntetizovany (Obr. €. 4). Je tfeba poznamenat, Ze existuje nékolik druhi
cyklinti, které se vazou na Cdk v kontrolnich bodech. Vysledkem je fakt, ze kazdy bod je
kontrolovan odlisnymi typy komplexd cyklin-Cdk (G1 kontrolni bod ma v komplexech jiné
cykliny nez komplex v G2). Prichod body a fazové mechanismy (napf. rozpad jaderného obalu)
jsou fizeny rizn¢ kombinovanymi cyklin-Cdk komplexy (viz Obr. ¢. 5). [18, 19]

M-fare

t
Abktivnd MAfazovy Lcnm|plex CDE-cyllin ; dhourans Mocyklin

B
I\-f[—u:}-'khn’CD @ @%‘5

' A\

o

vl
e
odbourany S-cyklin 75
Altivid S—f'?aznvj,'-"knmplex CDE-cyklin

S-faze

Obr. ¢&. 4: Kontrola bunééného cyklu. Faze cyklu jsou kontrolovany Cdk, které jsou pfitomny béhem celého
cyklu. V zavislosti na fazi dochazi ke spojeni s odlisnym regulaénim partnerem. Jakmile je splnén dany tkon,
dochazi k rozlozeni komplexu Cdk-cyklin. Ptevzato a upraveno z [19].

Pii pokusech o vysvétleni, jestli je né¢jakymi latkami ovlivnén bunécény cyklus, byl
izolovan tzv. MPF (mitosis-promotoring factor — mitozu podporujici faktor). Naslednou
identifikaci bylo zjiSténo, Ze se jedna o jednu proteinkinazu, ktera je aktivovana vazbou cyklinu.
MPF kinaza je aktivovéana zacatkem mitozy a fosforyluje proteiny, které se ticastni kondenzace
chromozom, rozpadu jaderného obalu matefského jadra nebo polymerace/depolymerace
mikrotubult. Experimenty byla potvrzena zajimava informace, podle které dostaly cykliny své
pojmenovani.

Nahly vzrist koncentrace cyklinu pied vstupem do M-faze a rychly pokles na konci
M-faze se periodicky opakuje (v ptipadé MPF). MnoZstvi cyklinu je béhem bunécného cyklu

regulovéno:
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e degradaci ubikvitin-dependentnim proteolytickym systémem ke konci mitozy

e postupnou syntézou ihned po rozdé€leni buiiky pokracujici celou interfazi

Oscilace koncentrace cyklinti je vyuzitelna pro mozné nacasovani zaCatku a konce mitozy.
Postupnou akumulaci cyklinu se zvysSuje jeho koncentrace a poméha tak nacasovat pocatek
mitdzy. JelikoZ postupné dochazi k ubytku aktivnich komplexi, snizuje se také fidici aktivita.
Témétr nulova aktivita MPF a nulova koncentrace cyklint signalizuji ukonceni jaderného

déleni. [18-20]

2.2.3 Kontrolni bod G1
Casovy interval zaéinajici koncem cytokineze je prostorem pro spravny rist buiky.

Dortistani buiiky do dostate¢né velikosti je zavislé na dostatku zivin a faktorech
extracelularniho prostfedi. V piipadé¢, Ze je buiika ohledné velikosti vyhovujici, pfichdzi na fadu
kontrolni mechanismy DNA. Dulezité je zdrzet se v této fazi tak dlouho, dokud nebudou
splnény vSechny zalezitosti. Prechod G1/S je nejcastéjSim mistem, kde dochazi k zastaveni
bunécného cyklu v ptipadé nevyhovujicich podminek.

Bod G1 je lokalizovan na konci G1-faze; pted vstupem do S-faze. Aktivita Cdk kinaz
fungujicich v tomto bod¢€ rozhoduje o tom, jestli buiika vstoupi do syntetické faze cyklu (bude
povolena replikace DNA v piipadé, ze neni poskozena ¢i opravena) nebo se déleni opozdi ¢i
vstoupi do klidoveé faze GO a délit se nebude.

Pokud buiika dorostla do vhodné velikosti, DNA je neposkozena a okolni podminky
pfispivaji pro dalsi postup, burika postupuje do S-faze. Zde tzv. S-fazovy komplex cyklin-Cdk
kinaz aktivuje fosforylaci proteiny a enzymy ucastnici Se mechanismi replikace DNA.
Nasledn¢ dochéazi k odbourani vazaného cyklinu a Cdk kindza zaujima neaktivni klidovy stav.

G1-faze, resp. G1 kontrolni bod je prozatim nejlépe prostudovanym usekem, kde je
zabranéno replikaci DNA z divodu poskozeni DNA. Prestoze neni znam piesny mechanismus,
poSkozeni vyvolava zvySené mnozstvi a aktivitu genového regulacniho proteinu p53.
Aktivovany protein p53 stimuluje prepis (transkripci) genu, ktery koduje protein p21, ktery
pusobi jako inhibi¢ni protein. Opakovanou transkripci a naslednou translaci je zvySena
koncentrace proteinu p21, ktery inhibuje komplexy cyklin-Cdk kinaz G1 kontrolniho bodu (viz
2.5.3). Postupu do S-faze je takto zabranéno a burka setrvava v G1-fazi do té doby, nez se

poskozend DNA opravi.
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Prostiednictvim signdlni drdhy indukované poskozenou DNA je bufice zabranéno
povolit replikaci vadné DNA. Bunka tak snizuje Sanci vzniku mutaci, které mohou byt
nebezpecné. Problém nastava tehdy, neni-li aktivovan protein p53 nebo je zmutovany ¢i Gplné
chybi. Finaln¢ tak neni zablokovan S-fazovy komplex cyklin-Cdk a muaze dojit k propusténi
buiky s poskozenou DNA do S-faze. Replikaci defektni DNA je podminéno pravdépodobné
zvySeni vzniku mutaci, a tim produkce bunck, které se mohou pozdéji stat rakovinnymi.
V ptipad¢ uspésného prichodu G1 kontrolnim bodem je buiice pfedurCeno bezproblémové

dokonceni cyklu. [18-21, 23, 24]

e

[Cdkd)

n |

g

Obr. ¢&. 5: Vybrané Cdk-cyklin komplexy ucastnici se klicovych krokia bunééného déleni. Cdk4/6-cyklin D
fosforyluji pRb (retinoblastomovy protein), ktery v hypofosforylované formé je neaktivni a vaZe na sebe
transkrip¢ni faktory E2F (viz kapitola 2.5.3). Prichod S-fazi je fizen Cdk2-cyklin A/E. Druha faze dortstani bunky
je pod kontrolou Cdk1-cyklin A. Podateéni kroky mitdzy (spiralizace chromatinu ¢i fosforylace jaderné laminy)
ma na starost Cdk-cyklin B. Schéma je upraveno a pro ptehlednost zjednoduseno. [24]

2.2.4 Kontrolni bod G2
Premitotickd G2-faze je posledni ¢ast interfaze, béhem které se dokoncuje pfiprava na

mitotické operace. Pokud jsou zdvojené organely a ostatni nutné struktury vcetné jinych
potiebnych slou¢enin v dostatecném mnozstvi a je-li matetska buitka vhodné dorostld, dostava

se ke kontrolnimu bodu G2, kde je i vyhodnocena spravné dokoncena replikace DNA.
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V kapitole 2.2.2 byl piedstaven tzv. MPF (mitdzu podporujici faktor) jako kinaza, ktera
je aktivovana vazbou mitotického cyklinu a fosforylaci tak enzymaticky aktivovana. Aktivni
komplex dale tidi fosforylaci dalSich klicovych proteini ucastnicich se hlavnich déju
probihajicich v procesu mit6zy. Fosforylace proteint ticastnicich se déjii mitézy ma za nasledek
napf.:

+ kondenzaci chromozomut béhem profaze
¢ prometafazni depolymeraci jaderné laminy (rozpad jaderného obalu)

¢ mikrotubularni pohyb motorovych proteinti s dcefinymi chromozomy

Zacatek mitozy je nacasovan syntézou mitotickych cyklini, jejichz koncentrace se zvysuje
pfed vstupem do faze jaderného dé€leni. Jakmile buinika uspéSné projde mitézou, dochézi
k okamzitému poklesu koncentrace cyklinu, ktery je degradovan v proteasomech. Pro uptfesnéni
je vhodné doplnéni informace, Ze regula¢ni podjednotky komplext — cykliny — jsou oznacovany
vazbou molekul ubikvitinu (globularni protein regulujici rozklad jinych proteini) a cilené

transportovany do organel (proteasomit), kde probiha samotna degradace. [10-13, 18-21, 24]

2.3 Vztah mezi strukturou a funkci
Pro spravnou funkci komplexti Cdk-cyklin je nutné, aby byla dodrzena ur€itd nezbytna

pravidla. Berme v potaz, ze jakykoliv zasah do chemické struktury vyvolava zménu celkového
stavu molekuly. V nasem pfipadé se jedna o bilkovinné domény samotnych Cdk nebo jejich
komplexi, které svou velikosti umoZziuji pomérmné snadné navazani nezadoucich molekul.
Bunécné prostiedi neni domovem pouze Cdk, cyklinid a jejich komplexti, ale domovem fady
jinych jak molekul, tak celych struktur, které mohou asociovat s regulaénimi jednotkami
bunécéného cyklu, coz je jeden z ptikladd inhibice funkce ¢i sestaveni komplext. Zasah c¢i
interakce do struktury ma zasadni vliv na funkci. [18-20]

Aktivace Cdk za¢ind navazanim regula¢ni podjednotky cyklinu. Naslednou fosforylaci
na riznych mistech komplexu je postupné ménéna konformace a ve findlnim odstranéni
inhibi¢nich fosfatt specifickou fosfatazou je komplex zaktivovan (viz. 2.2.1). Pokud cdc25
(fosfataza odpovédna za odstranéni inhibujicich fosfatovych skupin komplexu Cdk-cyklin) je
vyfazena z funkce, neni tak komplex aktivni a nemiize vykondvat svou pfifazenou funkci.
Hyperfosforylovany komplex neni funkéni, jelikoZ nejsou odstranény fosfatové skupiny na

mistech, které by zménily tvar komplexu tak, aby konformace byla vyhovujici.
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Komplex Cdk-cyklin svou strukturni stavbou umoziiuje vazbu substratu a ATP.
Vysledkem je cilend fosforylace substratu. Pokud je ovSem specifickd lokace komplexu
konformacéné zneptistupnéna vazbou jiné Castice, nedochazi k plnéni primarné urcené funkce.
Podobna situace muze nastat v piipadé, kdy se mimikujici molekula navaze na mista
zodpovédna za spojeni Cdk a cyklinu. V tomto pfipadé¢ nedojde k sestaveni bilkovinného
komplexu.

Uvedené ptiklady byly cilené vybrany, aby naznacily mozné situace, ke kterym muze
dochazet ve velmi rusném bunécném prostiedi. Dlivodem vybéru je také skutecnost, ze vétSina
jak ptirozenych tak syntetickych inhibitori pisobi vyse zminénymi mechanismy. Provdzanost
bunéénych struktur a latek ma za nasledek vznik propojenych signalnich drah, které ve vysledku

délaji buniku organizovanym komplexn¢ fizenym systémem. [18-22, 25]

2.4 Inhibitory cyklin-dependentnich Kkinaz

Nez se dostaneme k samotnym inhibitorim Cdk-cyklin komplext, pifipomeiime
dilezitou roli molekuly ATP jako tzv. energetické molekuly. Energie skrytd v makroergické
vazbé¢ je uvoliovana pii hydrolyze ATP na ADP a Pj, ktery je v nasem pfipadé kindzami
pfenaSen na substrat. Vazbou Pj na Ser, Thr ¢i Tyr vznika kovalentni vazba a postupné dochdzi
ke konformac¢nim proteinovym zméndm. Fosforylaci mohou byt substraty (jako napt. enzymy)
aktivovany ¢i deaktivovany. Opét je tfeba vyzdvihnout vztah mezi strukturou a funkci:
zalezi, na kterém misté/mistech dochazi k vazbé fosfatu/fostatii na substrat, coz S sebou nese
odlisnou zménu konformace. [18-22, 25]

ATP jako biomolekula je vyuZivana prakticky ve vSech d¢&jich probihajicich od
replikace DNA, pres transkripci do podoby RNA, vcetné¢ ndsledné translace do struktur
cilovych proteinli. Hydrolyzou ATP jsou ovladany nékteré membranové kanaly a pohanény
motorové proteiny fungujici jako prenasece. Kapitola 2.2.1 vénovana mitoze poukazuje na roli
fosforylace pfi rozpadu jaderné laminy ¢i tvorb& mitotického vieténka. [10-13, 25]

Nasledujici podkapitoly jsou veénovany vlastnostem inhibitord a piikladim
mechanismu, kterych se ucastni komplexy cyklin-Cdk. Zminény budou i dusledky inhibice
komplexti Cdk-cyklin, které se ucastni predevSim transkripce cilovych geni a generace

nadorovych supresort.
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2.4.1 Vlastnosti inhibitoru
Prestoze existuje nékolik set druhti Cdk a mnoho druhl cyklint, I1ze z informaci

ziskanych RTG analyzou monokrystalti Cdk struktur vyvodit ur€ité zavéry. V centru zajmu
zkoumani je predevSim vazebné misto pro ATP v T-klicce mezi kindzovou a cyklinovou
podjednotkou komplexu. Vysledky vypocetniho modelovani 3D struktury ATP-vazebného
mista poskytly udaje, které shrnuji naroky na potencialni inhibitory. [10-14, 25, 26]

Je nutno brat v potaz, Ze se bavime o bilkovinnych makroslouceninach tvotrenych
velkym mnozstvi molekul protein rizné kombinovanych v linearnim fetézci a naslednym
sbalovanim do sekundarnich a tercidrnich struktur vytvarejici domény. Obrovsky povrch téchto
kinaz v sob& uchovava sekvence proteind, které¢ funguji jako signalni struktury pro napojeni
regulacnich cyklini ¢i inhibici. Signalni sekvence pro degradaci cyklinu je soucéésti bilkovinné
struktury cyklinu. [20,21]

Informace interpretované z udaji RTG-analyzy do jisté miry charakterizuji strukturni
pozadavky na inhibitory, kterymi je mozno zablokovat ATP-vazebné misto. Obecné jsou

uvadény tyto zakladni spole¢né vlastnosti inhibitori:

e planarni heterocykly o nizké molekulové hmotnosti
e vazba na Cdk prostfednictvim hydrofobnich interakeci a vodikovychmustki

e soupefeni o vazebné misto s ATP

Vyse zminéné charakteristiky se tykaji predev§im vazebného mista. V zajmu vyzkumu
je ovSem kromé& efektivity inhibice 1 schopnost priniku membranami, relativni stabilita

Pro velky pocet druhd kindz je spolecnou funkci fosforylace substratu. Piestoze se
vzajemné od sebe 1i8i strukturou a zpisobem autoregulace fosforylaci, odliSnymi substraty,
které fosforyluji, i tak existuje mezi nimi jista homologie (viz 2.2.1). Je tieba upozornit, ze
vnitini bunéény prostor obsahuje obrovské mnozstvi ATP (je nutno fosforylovat mnoho
proteinll), ke kterému proteiny chovaji velmi silnou afinitu — proto je Casto uvadén

mechanismus vazby jako kompetice mezi inhibitorem a pfirozenym substratem ATP. [24-27]
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2.4.2 Endogenni inhibitory
V zavislosti na fazi bunééného cyklu jsou skladany komplexy Cdk-cyklin, které po

slozeni a aktivaci fosforyluji cilené substraty. Jakmile je ukol patficné splnén, dochazi
k rozkladu na jednotlivé Cdk a cykliny. Cdk zistavaji inaktivni a cykliny jsou oznaceny
signalnimi proteiny (ubikvitiny) a transportovany do proteasomu (rozklad na aminokyseliny ¢i
vétsi sekvence vyuzitelné pro jinou syntézu). [10-13, 18-21]

Pfirozené inhibitory rozpoznéavaji specifickd mista komplexu a vazbou tak méni
konformaci, jejimz vysledkem je napi. rozpad komplexu. Jinou moznosti je kompletni blokace
komplexu, kterd znemozni vazbu ATP a naslednou fosforylaci substratu. Piirozené inhibitory
jsou ¢lenény na 2 rodiny:

> Cip/Kip (napt. p21¢'*1, p27XIP2: n = protein): pan-specifické — inhibuji $iroké spektrum

Cdk. Zastupci této rodiny se prevazné vazou na komplex Cdk2-cyklin a tim je inaktivuji.

> INK4 (napf. p15"NK p16"™K48) _ gpecifické — inhibice Cdk 4 a Cdk 6. Vazou se na

monomerni Cdk, ¢imz brani vazb¢ aktivujiciho cyklinu. [21, 22, 28]

2.4.3 Vybrané priklady inhibitoru

Tabulka ¢. 1 uvadi vybrané zastupce Cdk inhibitort, které jsou v ruznych fazich
klinickych testd. Latky s SirSim inhibi¢nim polem plisobeni patii do skupiny tzv. pan-
specifickych inhibitord. Druhou skupinu pak tvofi selektivni inhibitory.

Tab. ¢ 1: Zastupci pan-specifickych a selektivnich inhibitori. Pod nazvem inhibitort jsou uvedeny Cdk
kinazy, které jsou blokovany. Cisla v zavorce uvadgji kinazy, které sice jsou inhibovany, oviem mnohem méné a
pii vyssi davee inhibitoru. VSechny latky inhibuji ATP-vazebné misto kinazy. [10-14, 30]
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Ze strukturniho hlediska se jedna o rtizné latky od flavonoidu pies purinové derivaty,
thiazoly, diaminopyridiny ¢i indoliny. Existuji 1 pfirodni izolované latky, které¢ vykazuji Cdk
inhibi¢ni vlastnosti (napf. staurosporin a butyrolakton I izolované z plisnovych kultur).
Zminéné piiklady jsou jen zlomkem obrovského mnozstvi typt latek inhibujici Cdk.
[10-14, 27, 30]

Vyzkum a vyvoj novych inhibitori je mozny cilenou modifikaci jiz prostudovanych
latek, jejichz struktura a interakce s Cdk je popsana prostiednictvim udaji RTG analyzy
vypéstovanych monokrystalii systému Cdk-inhibitor. Zaménou atomu, funk¢nich skupin ¢i
jinak upravenou strukturou vznikaji nové motivy, které se lisi prostorovym usporadanim atomd,
coz ma za nasledek lisici se fyzikalné-chemické vlastnosti oproti piivodnimu motivu. Védecky
smér, ktery nékolikakrokovymi, mnohdy naro¢nymi syntézami vytvaii nové skelety, odvozené
od templatové latky, se nazyva bioisostericka strategie. [10-14, 30-33, 35, 36]

Prvni inhibitory, které vstoupily do klinickych testl, byly pfirodni derivaty flavona
(flavopiridol) a purind (roskovitin), které se staly jednim z motivl pro ptipravu odlisnych
bioisosterii. Nasledné synteticky pfipravena analoga byla cilené¢ modifikovéna pro zlepSeni
inhibi¢nich vlastnosti (farmakologického ucinku), zvySeni metabolické stability a snizeni
nezadoucich ucinkl. Oproti prvni generaci inhibitort se védecti pracovnici zamétili na zvyseni
selektivity. V tabulce ¢. 1 je ukazano napt. odlisné spektrum inhibice flavopiridolu, ktery
inhibuje kinazy ucastnici se G1, G1/S az G2/M casti bunééného cyklu véetné kinaz
kooperujicich s transkripci, oproti P276-00, ktery v nanomolarnich koncentracich inhibuje
Cdk2, ale v mikromolarnich koncentracich je schopen mensi inhibice Cdk1/4. [10-14, 30]

Bioisosterickou strategii je mozno vytvoiit mnoho skeleti, které kombinaci navazani ¢i
odebrani riznych postrannich fetézci mohou zasadné ovlivnit jejich fyzikalné-chemické
vlastnosti. Za vyuziti pocitaového modelovani s pomoci tidaji RTG analyzy bylo vytvofeno
velké mnozstvi prekoncepti vyuzitelnych pro syntézu obrovské Skaly latek s potencialni

inhibi¢ni aktivitou (jak pan-specifickou, tak selektivni). [30-33]
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2.5 Mechanismy zastaveni bunécného cyklu
Kapitoly zabyvajici se bunéénym cyklem a jeho regulaci (2.1 a 2.2) zahrnuji informace,

které lze wvyuzit pro pochopeni spojitych interakci mezi Cdk-cyklin  komplexy
a fosforylovanymi substraty.

StéZejnim cilem této kapitoly jsou zjednoduSené popisy prozkoumanych signalnich
drah, které maji za nasledek zamezeni transkripce, pozastaveni buné¢ného cyklu ¢i jeho tplnou
zastavu nebo vyvoldni programované bunééné smrti. Inhibitory, které jsou prozatim

k dispozici, pusobi tak, aby ve vysledku vyvolaly zminény/zminéné proces/y.

2.5.1 Blokace transkripce
Genom (veSkera genetickd informace organismu) je zakddovana v . DNA v podobé

sekvenci deoxyribonukleotidd. Nutnym krokem pro ziskani pozadované sekvence kddujici
zadany protein je proces transkripce spojeny s naslednou translaci.

Procesem transkripce jsou vldkna dvousroubovice DNA (deoxyribonukleotidy) na
specifickych mistech od sebe oddélena — slouzi tak jako matrice (vzor) pro vytvoieni
ribonukleotidového vlakna (skladani fetézce probihd podle pravidla komplementarity —
parovani bazi). Potadi téchto ribonukleotidd, transkript (MRNA — messenger RNA) je
transportovan z jadra do cytosolu bunky, kde je proteinovymi strukturami (ribozoémy)
zpracovavan do podoby cilového proteinu procesem translace (piekladu). Vznikly protein je
dale transportovan a zpracovan v zavislosti na ukonu, ktery ma vykonavat. [17-20]

Dé&je spojené s drdhou proteosyntézy (vyroby proteinll) jsou zprostiedkovany
proteinovymi enzymy, které vyzaduji fosforylaci svych aminokyselinovych ¢asti. Zména
konformace pak iniciuje dany proces. Iniciace a prodluzovani vznikajiciho transkriptu jsou
tizeny Cdk7-cyklin H a Cdk9-cyklin T.

Pokud jsou kindzy ¢i jejich komplexy s cyklinem inhibovany, nemtze dochazet
k fosforylaci substratu, ¢imz je znemoznéna transkripce. Bez transkriptli neni mozné vyrobit
proteiny, které jsou dale potifebné pro specifické funkce, jako je napf. replikace DNA.
[28, 37-40]
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2.5.2 Uloha retinoblastomového proteinu
Objevem proteinu Rb (retinoblastomovy protein) byl popsan mechanismus, kterym jsou

na podnét rustovych signdlti stimulovany transkripce genii potfebnych pro postup S-fazi. Rb
protein byl ve vétsim mnozstvi detekovan u nadorovych bungk retiny (sitnice oka), mimo jiné
byl nalezen i v jinych typech rakovinnych bunék.

V jadre se Rb vaze do komplexu s transkripénimi faktory proteinové rodiny E2F, které
stimuluji transkripci genli potfebnych pro prichod S-fazi (2.2.3). V piipadé, Ze je buika
v klidové fazi — nedéli se — je komplex Rb-E2F v hypofosforylované podob¢ (=stav, ve kterém
E2F faktory nemohou umoznit transkripci genti). Pokud jsou piijatelné podminky pro dé€leni,
signalnimi extracelularnimi drahami se navySuje koncentrace Cdk4/6-cyklin D, které ¢astecné
fosforyluji komplex Rb-E2F. Vazba fosfatii na AMK Rb proteinu méni jeho konformaci, ¢imz
dochazi k castecnému uvolnéni E2F proteind, které fidi transkripci cyklinu E. Asociaci
Cdk2 a cyklinu E vznika komplex, ktery fosforyluje komplex Rb-E2F — dochazi ke
kompletnimu uvolnéni E2F faktord (transkripce genti pro prichod S-fazi). Pribéh S-faze
a fizeni exprese gend ucastnicich se replikace DNA ma na starost komplex Cdk2-cyklin A. E2F
proteiny jsou béhem mitézy zpétné vazany do komplexu S RDb proteinem specialnimi
fosfatazami, které zajist'uji defosforylaci Rb proteinu.

Inhibici Cdk a Cdk-cyklin komplexti odpovédnych za tyto aktivace, nedochazi ke
kontrolovanému uvolnéni E2F proteinti — nelze tak vyrobit proteinové struktury (cyklin A, E)
provazejici buiiku prechodem G1/S a prichodem S-fazi bunééného cyklu. Pro nddorové buiiky
jsou typické mutace genti (Cdk4/6, cyklin D), které zodpovidaji za fosforylaci Rb proteinu nebo
mutace vlastniho proteinu Rb. [40-43]

2.5.3 Vztah p53 k defektnim buiikam
Pozastaveni buné&cného cyklu nebo vyvolani apoptdzy pii rozsdhlejsSim poSkozeni DNA

je mozné také signalni kaskadou, Vv jejimz Cele stoji jaderny transkripéni faktor - protein p53
(Obr. ¢. 6). p53, oznacovan jako ,,strazce genomu*, se velkou mérou podili na stimulaci exprese
proteinti, které umoznuji zdrzeni pted nebo Vv S-fazi. Ziskany cas builka investuje do
mechanismt reparace poSkozené DNA (v ptipad¢ malého poskozeni).

Genova exprese transkripéniho faktoru p53 je stimulovana poSkozenou DNA. Takto
aktivovany p53 je uvolnén ze svého zpétnovazebného regulacniho proteinu MDM2 (mouse

double minute 2) a vaze se na oblast DNA, ktera koduje pfirozeny inhibitor Cdk — p21
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z inhibiéni rodiny Cip/Kip (viz. 2.4.2). Kromé p21 tidi expresi dalSich proteinti vyvolavajicich
signalni drdhu koncici apoptdzou. Transkripcei a translaci je syntetizovan protein p21, ktery
interakci blokuje S-fazové komplexy (Cdk2-cyklin), ¢imz je bunéény cyklus pozastaven. Draha
spojena s expresi p53, resp. p21 se podili dale na inhibici replikace DNA, reparaci DNA
a regulaci transkripce. Vyvolané kontrolni mechanismy se tak snazi o zvySeni genové stability
organismu. V piipadé, ze je poskozeni rozsahlé a reparacni kroky nestaci, je vyvolana signalni

kaskada startujici sled organizovanych degrada¢nich procesu burniky — apoptozy. [44-46]

Zateni, teplo &1 chemicke lathy
vyvolaji poskozeni DNA

je dokonteno délend.

——>
> ::> Je-li oprava ispesna,
—

Enzymy opravugi
" potkozenou DNA

Y () Y sm— > | | —

Vywvolani apoptoticke drahy = destrulce bufiky

Obr. ¢. 6: Role proteinu p53. Poskozenim DNA je aktivovan p53, ktery v pfipadé malého poskozeni stimuluje
pozastaveni bun¢éného cyklu. Pokud je oprava mozna a ispésna, buiika dale pokracuje v cyklu a dokon¢i je;j.
V ptipadé poskozeni, na které oprava nestaci, jsou prostiednictvim p53 exprimovany jiné geny, které situaci vytesi
vyvolanim signélni kaskady konéici programovanou bunécnou smrti — v pfipadé spravného fungovani p53. Pokud
je ale defektni, ¢i schazi, je situace naprosto jind. Rakovinna bunka ma totiz vyvinuty mechanismy, kterymi
,,obchazi“ kontrolni body souvisejici s opravou DNA (bunka miize mit poskozeny geny kodujici cykliny ucastnici
se fosforylace replikacnich proteinti nebo napf. proteiny replika¢niho opravného aparatu). Vysledkem je prichod
buriky s po§kozenou DNA a jeji dal$i mnoZeni. Pifevzato a upraveno z [19].

Podobné jako u pRb existuje i zde zpétnovazebna interakce. Zminény MDM?2 je
exprimovan transkripénim p53, ale zaroven vazbou na p53 jej ubikvitinuje (oznaéi pro
degradaci). Ve vysledku je ve zdravé bunce udrzovana nizka hladina aktivniho p53. Situace se
méni poskozenim DNA ¢i celkoveé nevyvazenou homeostazi buitky. Hromadici se pS3 v burice
je dikazem fyziologické odpovédi na stres, kterému je buiika vystavena.

V piipadé schazejiciho ¢i poskozeného p53 buiika nestimuluje opravy DNA a replikaci
je zmnozena defektni DNA nesouci chyby v genomu. Absenci p53 neni stimulovana exprese
p21, ktery by blokaci bunééného cyklu umoznil opravy nebo indukci apoptdzy. Mnozenim
téchto bun¢k dochazi k hromadéni mutaci v genomu. Zhruba u 50 % druhti rakovin je prave

p53 mutovan ¢i schazi. [40-43]
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2.5.4 Vyrazeni fosfataz aktivujicich Cdk
Aktivujici fosfatazy zminované v kapitole 2.2.1 jsou nutné pro pievedeni Cdk-cyklin

komplexu na aktivni konformaéni formu odstranénim inhibi¢nich fosfatovych skupin branicich
navazani ATP do T-smycky komplexu.

Experimentalni prace s riznymi typy nadorovych bunék nasvédcuji moznosti vzniku
tumorovych bun¢k tim, ze aktivita cdc25 je mnohondsobné zvysSena. Fosfatdza tak miize
defosforylaci meénit vlastnosti Cdk a Cdk-cyklin komplexti, coz mize vyvolat nezddouci
aktivitu Cdk nespravné nacasovanou aktivaci ¢i deaktivaci. Jako potencialni terapeuticky cil
jsou cdc25 fosfatazy zajimavé z hlediska nezavislosti na hladiné ATP, ktery jako pfirozeny

substrat Cdk snizuje u¢innost inhibitort kinaz. [13, 25, 47]

2.6 Vyznam modulace struktury
S vyuzitim modernich postupli a s nimi spojenymi méficimi metodami se chemie

inhibitorti posouva velkym krokem vpted. Pfedev§im monokrystalova RTG analyza poskytuje
informace tykajici se vazebnych interakci, které jsou vyuzitelné pro modelovani dalSich
slou¢enin. Mnoho informaci je ziskano praveé krystalizaci inhibitord s Cdk2 ¢i Cdk4. Védecké
prace vénované prvnim generacim inhibitord jsou vyuzivany k cilené modifikaci jiz G€innych
sloucenin. Kromé nich se véda zabyva i ptipravou Cisté syntetickych latek, které¢ nasly své
uplatnéni v roli inhibitorti. Na obrazku €. 7 jsou uvedeny vybrané piiklady inhibitort Cdk se
zvyraznénymi atomy Ucastnici se vazebnych interakci s aminokyselinami vazebného mista.

[10, 25, 26]
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Obr. &. 7: Vybrané struktury inhibitora Cdk. [26]
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Ve strukturdch jsou barevné vyznaceny atomy dusiku, vodiku nebo kysliku
charakterizujici donorové ¢i akceptorové atomy pro vodikové vazby. Barevné oznacené atomy
interaguji vodikovymi vazbami s kyslikovymi nebo dusikovymi atomy Leu83 (leucin 83) a
Glu81 (kyselina glutamova 81) — ¢ervené = akceptorové, modré = donorové. Smyslem vybéru
je poukazat na zasadni rozdil z hlediska interakce s kinazou: v§imnéme si odlisného vazani
(R)-Roskovitinu a jeho derivatu N°- isopentenyladeninu &i latky s oznaéenim NU2058. Zména
struktury ma za nasledek odli$né interakce, které se dale projevuji i mirou vazby. Mnoho latek
podobného typu se tak 1isi i orientaci ve vazebném misté kinazy. Deschloroflavopiridol,
staurosporin, alsterpaullon a indirubin-3"-monoxim reprezentuji typy struktur, které jsou
uéinnymi inhibitory Cdk. [26]

Purinové inhibitory byly vyuzity pro syntézu velké skély latek odlisnych strukturnich
parametrt, které se od sebe lisily jak umisténim, poctem a kombinaci postrannich fetézct, tak
pozici a poétem dusikovych atomu. [30, 48-50]

2,6,9-trisubstituované puriny byly jako bioisostery inspiraci pro piipravu triazind.
V jejich struktufe se zachovava pocet dusikovych atomil, ale méni se jejich poloha. Vysledkem
nékolika-krokovych syntéz jsou napt. niZze uvedené strukturni motivy (Obr. €. 8). Vyssi
inhibi¢ni aktivity ve srovnani s vychozim purinovym derivatem roskovitinem bylo dosazeno

Vv ptipadé pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinu, ktery nema atom dusiku v poloze 9, ale v poloze 5.

[48-50]
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Obr. ¢. 8: Roskovitinové bioisostery. Struktury lisici se polohou dusikového atomu v zakladnim heterocyklickém
motivu. Poloha a typ vazanych fetézcl je zachovan. Obecné lze tyto struktury pojmenovat (pokud vazané fetézce
ozna¢ime R1-R?®) jako: 2,6,9-trisubstituovany purin, pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin a imidazolo[2,1-f]-1,2,4-triazin.
V porovnani s roskovitinem premisténi atomu dusiku z polohy 9 do polohy 5 zplsobilo zvySeni inhibiéni aktivity
latky N-&-N 1. Inhibitor N-&-N 2 je u¢innosti srovnatelny s roskovitinem. [48]

Dalsi moznosti je cilené odstranéni dusikového N9 atomu z heterocyklu, jak byl

pfipraven -9-deaza analog olomoucinu. Zajimavou strukturni modifikaci je také vneseni patého
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dusiku do polohy 8 purinového skeletu (Obr. €. 9). Vneseni patého dusiku mélo ovSem za

vysledek snizeni inhibi¢ni aktivity. [48-50]

R2

9-deaza analog olomoucinu 2.6, 9-trisubstituovany S-azapurin

Obr. ¢. 9: Chemické struktury 9-deaza olomoucinu [49] a 2,6,9-trisubstituovaného 8-azapurinu. [50]

2.7 Pyrimidinové inhibitory

Purinové inhibitory a jejich bioisosterické analogy vcetné dalSich chemickych tiid jsou
dobrymi priiklady, jak souvisi struktura s aplikaénim potencidlem. Inhibice je zavisla kromé
charakteru planarniho heterocyklu a jeho okoli i na typu a poétu moznych interakci mezi
inhibitorem a proteinovym skeletem ATP-vazebného mista kinazy. Roli hraje umisténi a pocet
donor-akceptorovych atomi pro nekovalentni interakce jak kindzového skeletu, tak samotné
interagujici latky. Velkd pozornost je dlouhd 1éta vénovana purinim a jejich analogiim.
[9, 51-54]

Ve strukturach roskovitinu a jeho analogt je v poloze 6 vazan benzylamin. Jako cyklicka
nenasycena vedlejsi skupina napodobuje riboézovou ¢ast piirozeného substratu kinaz — ATP.
Uvahy nad tapravou struktur se zaméfily i na tuto &ast molekuly. Daly tak vzniku dal§im
derivatim, které ve své struktuie maji polohu 6 upravenou vazbou cyklohexylmethylovou
skupinou (NU2058 a NU2017). Oproti benzylaminu je tento nasyceny cyklus zidliCkové
konformace vazan ptes atom kysliku (Obr. ¢. 10). [9, 51-54] Latky NU2058 a NU2017 jsou
inhibitory Cdkl a Cdk2. U¢inngjsim je NU2058 diky vice moznosti interakce
s aminokyselinovou patefi Cdk2 kinazy. 2-NH skupina interaguje s kyslikovym atomem
karbonylu Leu83 a zaroven s amido skupinou Leu83 interaguje atom N3. V poloze 9N
s karbonylovou skupinou Glu81. Podobné moznosti tvorby vodikovych mustki vyuziva i

NU2017, kde je ovsem absenci 2-NH2 sniZena inhibi¢ni G¢innost [9,52].
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Obr. & 10: Piiklady OS-substituovanych purind. Latky NU2058 a NU2017 jsou inhibitory Cdkl a Cdk2.
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Obr. & 11: Priklady O*-substituovanych pyrimidini. Latka NU6034 je dle zdroji pomé&rné neuinna, piestoze
se zda, Ze ve své struktufe s sebou nese interakéni prvky v podobé dusikového atomu a dvou -NH; skupin. Jeji
analog, NU6027 ma v poloze 5 vazanou nitroso skupinu, ktera méni ptivodni charakter molekuly. [9,52]

Z davodu studia vodikovych interakci s aktivnimi mistem Cdk a srovnani S
O°%-substituovanymi derivaty guaninu byly pfipraveny také O*-substituované derivaty
pyrimidinu. Latka NU6034 (Obr. ¢. 11) se ukazala jako pomérné neucinna, piestoze se zda, ze
ve své struktufe s sebou nese interak¢ni prvky v podobé¢ dusikového atomu a dvou -NH2 skupin.
Analog této latky, specificky pyrimidinovy inhibitor Cdk 1 a Cdk 2 - NU6027 - se stal pilotni
slouc¢eninou pro mnohé¢ strukturni modifikace. NU6027 ma v poloze 5 vdzanou nitroso skupinu.
Vznikajici intramolekularni vodikova vazba upravuje geometrii pro interakéni vodikovou
vazbu aminoskupiny a stava se tak vyhovujici pro stereochemii kindzové patefe aktivniho
mista. Kyslikovy atom soucasné interaguje s Lys33, resp. s jeho -NH2 skupinou [9,52].
Prakticky vSechny polohy (2, 4, 5, 6) byly syntetickymi metodami upravovany. Rozsifil se tak
pocet analogickych latek dle vzoru NU6027, které byly testovany jako inhibitory Cdk 1 a 2.
Tabulka €. 2 uvadi struény piehled vybranych testovanych latek s rizn€ upravenou strukturou,
ktera izce souvisi s t€innosti a inhibicni koncentraci.

Pro moznosti vytvofeni vodikovych vazeb s aminokyselinovou patefi jsou cilem
modifikace piedev§im pozice 2, 5 a 6, jejichz cilem je do postranniho skeletu zavézt
atomy/atomové skupiny vhodné pro vodikové interakce, které jsou jednim z kritérii pro
ucinnost inhibitoru.

Co se tyce substituce polohy 4, je zndmo mnoho derivata, ale z vysledki plyne, ze pokud
je ATP-mimikujici (rib6zova) ¢ast molekuly obsazena Sesti¢etnym nasycenym ¢i nenasycenym

cyklem inhibitoru, mnohem Iépe je obsazena ¢ast vazebného mista. [9, 51-54]
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Obr. €. 12: Strukturni vzorec 2,4,5,6-tetrasubstituovaného pyrimidinu.

Tab. ¢ 2: Vybrané piiklady strukturnich typa testovanych latek. (a) 1Cso uM. (b) procentualni inhibice
10 uM koncentraci. (c) procentualni inhibice 100 uM koncentraci. ICsq (koncentrace latky, ktera zptisobi inhibici
50 % testovanych biologickych subjekti). [9, 53, 54]

1Cs0 (uM) nebo %

R1 R2 R3 Ra inhibice
Cdkl Cdk2
cyklohexylmethyl NO H H 2,9+0,1 (a) | 2,2+0,6 (a)
cyklohexylmethyl H H H 445 (b) 7£3 (b)
cyklohexylmethyl NO CO,CH3 H 8+2 % (C) 6+5 % (c)
cyklohexylmethyl NO COCH3 H 364 % (¢) 28+2 (c)
cyklohexylmethyl | CH=NOCHz3 H H 13+13 % (b) | 1346 % (b)
cyklohexylmethyl CHO H H 35+3 % (b) | 43£3 % (b)
Latky inhibujici Cdk2 (hodnota ICso je uvedena v nM)

cyklohexylmethyl NO> H H 8,3+5,6
cyklohexylmethyl NO H CeH7NO,S 1+0,3
Sec-butyl CHO H CeH7NO,S 0,77
Sec-butyl CH=NOH H CsH/NO>S 7,4

CsH7NO2S = benzensulfonamid

Substituentem v poloze 4 (R1) je ve vétsing piipada cyklohexylmethyl, ktery je diky své
mozné zidlickové konformaci schopen svou strukturu ptizpusobit tak, aby vyplnil ¢ast
vazebného mista, ktera je pfirozené obsazena cukernou slozkou ATP. Aromatické cykly tuto
vlastnost nemaji, a proto jsou méné uc¢inné. Vyssi potiebna koncentrace je dale zaznamenana
u derivatd, kde je vazan flexibilni alifaticky fetézec (napt. n-pentyl). Jednim z parametrt
ucinnosti inhibitord je schopnost vyplnéni vazebného mista.

Podobna aktivni konformace jako u nitroso skupiny (NU6027) byla pfedpokladana adici
formylu do pozice 5 (Rz2). Vysoké aplikované inhibi¢ni koncentrace jsou dikazem vyvraceni
tohoto predpokladu. Vysledky RTG analyzy odhalily odliSnou stereochemii formylové

skupiny, kterda neumoziuje prostorovou aktivaci sousedici 6-NH2 pro vodikové interakce.
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Podobnych vysledkii bylo dosazeno i u C5-kyano derivati. Vysoké inhibi¢ni koncentrace jsou
zaznamenany i U motivil, kde Rz polohu zaujimaji napt. oximy nebo ketony. U téchto latek byly
predpokladany teoreticky nové moznosti interak¢nich vazeb. Ze sterickych diivod objemné;si
skupiny (napt. fenylova) snizily aktivitu testovanych latek. Teoretické zvySeni vazebnych
moznosti N8-acylaci (Rs) také piineslo v porovnani s NU6027 vysledky v podobé vysokych
inhibi¢nich koncentraci.

V tadech nanomolarnich koncentraci jsou u¢inné inhibitory, které v poloze N? (R4) maji
navazanou benzensulfonamidovou skupinu, ktera dava tomuto useku molekuly lipofilni
charakter a zaroven nese atomy schopné vyssiho poctu interakci s aminokyselinami vazebného
mista. Aromaticky systém této skupiny ptispiva hydrofobnimi interakcemi k vyssi stabilité.

Utinnost inhibitoru je spojena s typem heterocyklu a jeho strukturniho okoli.
Vodikové interakce jsou spojeny s piitomnosti, po¢tem, umisténim a orientaci akceptorovych
¢i donorovych atomi/skupin. Modifikaci miize byt docileno zmény stereochemie, ktera
ovliviiuje vyslednou aktivitu. Casteéné lipofilni (hydrofobni) charakter slougeniny piispiva ke

stabilizaénim interakcim a zaroven souvisi s prostupnosti skrz bunééné membrany. [9, 53, 54]

2.8 Rhodium, iridium a jejich ,,half-sandwich* komplexy
Léciva s antiproliferaénimi G¢inky na bazi cis-platiny cis-[Pt(NHz3)2Cl2] patii mezi

nejpouzivanéjsi latky v boji proti rakovinnym bunkdm. Mechanismus ucinku je zaloZzen na
vazbé s bazemi DNA, ¢imZ dochdzi k blokaci replikace a naslednému vyvolani apoptotické
drahy koncici smrti buniky. Terapeutickym cilem ovSem nejsou pouze rakovinné buiky, ale
1 zdravé, coz je jeden z nezadoucich vedlejSich ucinkl (napf. onemocnéni ledvin, jater,
zazivaciho traktu nebo ubytku kostni dien¢€). V rdmci problematiky minimalizace vedlejSich
ucinkl a sniZeni potfebné koncentrace u¢inné latky pro eliminaci rakovinnych bun¢k je cast
védeckych praci soustfedéna na vyvoj novych 1é¢iv. Do popiedi zajmu se dostavaji komplexni
slouceniny prvki lehkych a t€zkych platinovych kovil, zejména pak ruthenia, osmia, iridia
a rhodia. [1-7, 55]

Cast soucasné komplexni chemie se zabyvéa piipravou tzv. ,half-sandwich® neboli
polosendvic¢ovych komplexu. V ptipadé komplexi iridia a rhodia (M) jsou nha centralni atom
v oxida¢nim stavu M*" koordinovany ligandy se specifickymi vlastnostmi. Zvyseni

aplika¢niho potencidlu tohoto typu latek je spojeno s kombinatorikou typd vazanych ligandd,
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které charakteristicky ovliviiuji vysledné vlastnosti komplexni slouceniny. Obecné lze zapsat

Vv soucasnosti studované ,,half-sandwich* komplexy, kde M = Ir''" nebo Rh'!! nasledovné:

[(CpIM(L L)Z]

Na centralni atom M je m°-vazbami véazan cyklopentadienylovy aniont spole¢né
s bidentatnim ligandem. Jako Z je zde oznacen odstupujici ligand (napf. ve vodném prostiedi).
Na Obr. ¢. 13 je uvedeno obecné schéma takto popsané komplexni slou¢eniny. Jedna se o

obecné znazornéni ,,half-sandwich* komplexu iridia (I11). [7]

lizand stabilirujic centralni R cp*

kationt a podponjici Z .

substitue o/n* e I

] phenyl Cp™"
R biphenyl Cp<dieh
pillady moinych

o rIII strukturnich aprav
monodentitni ligand: AT~ stabilinyjictho Cp ligandu
odstupujici sbupina £
nebo pevne fixovana E

stabilizujici bidentatni lizand

seleltivnd v nukdeobazim

Obr. ¢. 13: Schéma iriditého ,,half-sandwith* komplexu. Pfevzato a upraveno z [7]

Centralnim atomem je v tomto piipadé Ir''. Pentahapto vazbami je na n&j navazan
cyklopentadienylovy aniont, ktery mize byt riizné substituovan. Vazbou bidentatniho ligandu,
jez hraje velkou roli tykajici se reaktivity, a Z skupiny se stabilizuje pseudooktaedricka
stereochemie. [7]

Stabilizujici Cp (cyklopentadienylovy aniont) byva casto substituovany do podoby
Cp* (1,2,3,4,5-pentamethylcyklopentadienylovy aniont). Methylové skupiny jsou elektronoveé
bohaté a ptispivaji tak ke zvySeni elektronové hustoty na kovovém atomu, ¢imz je podporovano

rychlejsi uvolnéni Z skupiny. [7, 8]
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=000

fenyl bifenyl

Obr. ¢. 14: R-zbytky zvySujici uc¢innost half-sandwich komplexii.

Cytotoxické studie prokazaly zavislost inhibi¢ni G¢innosti komplexu na charakteru
substituce Cp ligandu. Derivaty Cp*, které jsou substituovany fenylovou nebo bifenylovou
skupinou (Obr. ¢. 14), prokazuji vyssi cytotoxicky ucinek. Vazba arenti na Cp* zvySuje
nepolarni charakter ligandu. Upraveny stabilizujici ligand celkov€ zvySuje hydrofobicitu resp.
lipofilitu komplexni slouceniny. Nepolarni ¢ast komplexu je nesmirné dulezitd pfi transportu
skrz cytoplazmatickou membranu zivociSnych bunék, které jsou tvoreny lipofilnimi fetézci
mastnych kyselin. Prostupnost do bun¢k je jednim ze sledovanych parametra, které ovliviuji
biologickou ucinnost 1é¢iva. Neméné dulezita je schopnost Cp* ligandu interkalace (v¢lenéni
do dvousroubovice DNA), coz ma za nasledek omezeni replikace. [8, 62]

Bidentatni ligandy jsou v mnoha pfipadech vazany na centralni atom prostiednictvim
N-donorovych atomt.. Zaménou neutralniho N*N za zaporné nabity C*N ligand je docileno
zvySeni hydrofobniho charakteru komplexu, odlisného prostorového uspofddani, pevnéjsi
vazbou na nukleobazi a celkové zvySenim lipofility. C*N analoga jsou vyznamna z hlediska
zvySeni aktivity a sniZzeni hodnoty ICso. Kromé téchto analog jsou znamy i PAN, N*O, O*O

nebo S7S ligandy (Obr. ¢. 15). [7, 8, 56-59, 63]

/N
Y, SN I
(1) 2) ()

VAR =
¢ DEJ

/ K S \\ / \"‘-.
/—\_) L j s—
\—=n p—/ A N—
4 o
Obr. ¢. 15: Vybrané strukturni motivy L L hgandu. (1) fenantrolin, (2) 2,2 -blpyrldyl, (3) fenylpyrimidin, (4)
2-(2’-pyridyl)-4,6-difenylfosfinin, (5) 1-nitroso-2-naftol, (6) pikolinat, (7) 4,4 dipyridyldisulfid [7, 8, 56-59, 63]
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Na ptikladu komplexu [(Cp")Ir(N*N)Z], kde N*N je bipyridyl (bpy) a Z je Cl, budou
demonstrovany vysledky modulace Cp”, N*N a Z. Komplex [(Cp*)Ir(bpy)CI] nevykazuje
cytotoxicitu na A2780 (buné¢na linie karcinomu vaje¢niku). Zaménou bpy za C*N analog se
stal komplex cytotoxicky (ICsp = 18,8 uM) aktivni diky urychleni hydrolyzy zvySenim
negativniho naboje na centralnim atomu a mnohem silngjs$i vazbou na DNA (80-50% inhibice
testovanych bunék 50uM koncentraci). Jesté vyraznéjsi cytotoxicity bylo dosazeno substituci
methylové skupiny na Cp”~ kruhu bifenylovym zbytkem (Cp*®P"). Tento piispévek k vyssi
lipofilit¢ a usnadnéni odstépeni Z spoleéné se zaménou chloridové odstupujici skupiny za
pyridin (py) vedl ke sniZeni ICsp az na 0,1 pM. [(Cp*®PMIr(C*N)py] ma oproti vychozimu
komplexu lipofilngjsi charakter, ktery usnadituje transport a akumulaci v buiikdch (zaroven je
zvétSen usek pro interkalaci DNA, coz také zvySuje ucinek). Pro srovnani zavislosti
strukturnich parametrdi na hodnoté ICso jsou uvedeny v tabulce &. 3 piiklady [(Cp)Ir(N~N)Z]
modifikaci testovanych na buné&¢né linii A2780 v porovnani s cis-platinou (ICso = 1,2 uM).
[7, 62, 65]

Tab. ¢&. 3: Souvislost strukturnich parametrii komplexii s hodnotou 1Cso (A2780 — bunééna linie rakoviny
vaje¢niku). [7, 62, 65]

Komplex Cp* L L Z ICs0 (UM)

1 Cp’ NN Cl >100

2 Cpf CAN Cl 18,8

3 Cp*®P" C N cl 0,7

4 CpXien C”N py 0,12
Cp” = 1,2,3,4,5-pentamethylcyklopentadienyl NAN = 2,2"-bipyridyl (bpy)
Cp*®Ph=pifenyltetramethylcyklopentadienyl C~N = fenylpyridin (phpy)
LAL = bidentatni ligand py = pyridin

Of

Ir—
( \“Nf N~ |
_ N

Obr. & 16: [(Cp®PMIr(CAN)py].
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Mirou tspésné vazby na baze DNA (piedevs§im na guanin) je rychlost, s jakou odstupuje
Z skupina. Zaménou halogenidového aniontu za pyrimidin se urychlila aktivace komplexu pro
vazby s purinovymi nukleobazemi. Vyssi aktivity lze také dosdhnout rozsifenim plochy
planarniho bidentatniho L”L ligandu. Méfeni cytotoxické aktivity takto upravenych komplexa
byly porovnany se svymi dvoujadernymi komplexy propojenymi napf. pyrazinem nebo

4,4 bipyridylem. (viz tabulka ¢. 4). [7, 8, 62, 65]

Tab. &. 4: Srovnani hodnot 1Cso v zavislosti na velikosti planarniho L~L mono- a dinuklearnich komplexi.
Substituce phen za bppz (1) ptinasi znatelné zvyseni aktivity pii testovani na MCF-7 (bunééna linie rakoviny prsu)
a HT-29 (bunécna linie rakoviny tracniku). Dvoujaderné komplexy 3 a 4: v zavislosti na mistkové skupiné a typu
linie vykazuji nizké hodnoty ICso (v pfipadé HT-29 v porovnani s mono-komplexem az 4x niz§i hodnota).

(3) {(CP)Ir(dppz)}=(u-pyn)I** ; (4) [{(Cp")Ir(dppz)}2(n-4,4"-bpy)]** [7, 62, 65]

« A 1Cs0 (uM) p-mistek
Komplex Cp LAL Z MCE-7 HT-29
1 Cp’ phen Cl >100 >100
2 Cp’ dppz Cl 2,3 7,4
3 Cp dppz Cl 3,5 1,8 pyr
4 Cp’ dppz Cl 3,1 3,8 bpy
phen = 1,10-fenantrolin pyr = pyrazin

dppz = dipyrido[3,2-a:2",3"-c]fenazin bpy = 4,4"-bipyridin

~ 7
SRS
[Q:‘t,f Kxﬁ;,f"

1. 10-fenantrolin dipyndo[3 2-a:2" 3 -c]fenann

Obr. €. 17: Struktury porovnavanych N*N liganda phen a dppz.

Kombinaci ligandi lze zformovat komplexni Castici do takové podoby, kterd je
mnohonasobné G¢inngjsi. Vyse zminéné charaktery ligandl jsou spojeny S mirou stability
a reaktivity. Inhibice replikace je v nékterych piipadech spojena s rychlosti hydrolyzy
odstupujici skupiny. Typ bidentatniho a stabilizujiciho Cp* ligandu souvisi s pevnosti a stalosti
vazby s nukleobazemi a kone¢né velikost nepolarniho (lipofilniho) tiseku molekuly je pti¢inou

rychlého a snadného priniku do buriky véetné inhibicni interkalace DNA. [7, 8, 56-61]
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Vyse demonstrované modifikace jsou znamy i u strukturné podobnych komplext
rhodia, kde bylo navyseni cytotoxicity dosazeno zejména koordinaci velkych planarnich L"AL
ligandu, jako napi. dppz. Chemie polosendvicovych komplexu iridia a rhodia je na zacatku své
potencialni éry. Vyjimecnost komplexii tkvi kromé vazaného ligandového okoli také v inertnim
stabilnim d® nizkospinovém stavu centralniho atomu. V zavislosti na charakteru ligandu
zaujima ¢tvercovou (vazba monodentatnich ligandi) nebo pseudo az oktaedrickou stereochemii
(kombinované vazani mono- a bidentatnich ligandu). [3, 7, 8, 56, 57]

Studie zaméfené na bunéné linie rakovin napf. prsu, tlustého stieva, prostaty,
vajecniku, varlat, ktize ¢i leukémie poukazuje na Siroké spektrum inhibovanych typti buné€k, na
které ptisobi nizké az extrémné nizké koncentrace (v fadech uM a az nM) inokulovaného 1é¢iva.
Komplexy Ir(I11) a Rh(111) by mohly ptekonat klinické problémy doprovazejici platnata 1é¢iva
i ze stranky rezistence a nezadoucich vedlejsich u¢inkt. [3-8, 55, 56, 65]

Podobné¢ jako u cis-Pt(Il) 1é¢iv je charakteristicka vazba zminénych polosendvi¢ovych
komplexti na baze dvousroubovice DNA (guanin). Spole¢né s interkalaci (vélenénim mezi baze
DNA) dochazi k zamezeni replikace DNA — opravné mechanismy nestaci na rozsahlou blokaci
dvousroubovice DNA. ZvySeni interkalace bylo dosazeno pfipravou dimerizovanych
komplexti. Jinou moznosti, jak destabilizovat homeostazi bunky, je fotochemicka generace
singletového kysliku nékterymi NN, N*O a C”N vazanymi ligandy, které jsou citlivé na
svétlo. Vznikajici singletovy kyslik je zastupcem tzv. reaktivnich forem kysliku, které
vyvolavaji a zvySuji bunécny stres. Interakéni kaskadou tak vznikaji jiné formy reaktivnich
castic, které destabilizuji bunécné prostredi a jeho struktury (napf. proteiny nebo DNA). DalSim
zpusobem, jakym lze vyvolat apoptotickou drdhu, je rozpoznadni ATP-vazebného mista
proteinkindz a jeji inhibice. Své uplatnéni naSly nékteré komplexy v roli biologickych
prenasecl napf. vitaminl ¢i hormond. Vyuzivany jsou i pro luminiscenéni znaceni molekul.
[3-8, 56-65]

Pfestoze je chemie organokovovych polosendvicovych komplexnich slou¢enin teprve
na zadatku, jiz dnes je slibnym cilem pro vyvoj 1é¢iv. Siroko spektralni biologicka aplikace déla
z téchto komplext nadéjna potencialni 1éciva, ktera by mohla byt zdokonalena na takovou
uroven, jeZ by pfedcila odolnost bunék a snizila vedlejsi nezddouci vlivy na minimum ¢i je

uplné odstranila.
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5. Zavér

Literarni reSerSe diplomové prace je vénovana bunéénému cyklu a jeho fidicim
regulaénim jednotkam cyklin-dependentnim kinazam Cdk. Vedle mechanismu uc¢inku cis-
platnatych 1éCiv, tedy interakci s DNA, je mozno zastavit bunéény cyklus inhibici specifickych
Cdk. Inhibitory Cdk jsou slibnou skupinou latek pro studie zabyvajici se moznostmi zastavy
mnozeni studovanych nadorovych linii. NarGstaji poéty a typy potencialnich biologicky
aktivnich latek zalozenych na inhibici Cdk.

Polosendvi¢ové komplexy Rh(III) a Ir(I1l) vykazuji cytotoxickou aktivitu na rtiznych
typech testovanych lidskych nadorovych linii s mechanismem ucinku pravdépodobné odlisSnym
od aktualné pouzivanych metaloterapeutik. V soucasnosti proto piedstavuji intenzivné
studovanou skupinu koordinacnich sloucenin jako potencidlnich 1é¢iv rakoviny. Probihaji
rozsahlé studie vztahu struktury a aktivity a jsou definovéany strukturni pozadavky ¢i nutné
modifikace pro navySeni protinadorové aktivity.

V ramci experimentalni ¢asti byly pfipraveny organické ligandy na bazi derivata 2,4-
aminopyrimidinu (L1-4), které byly pouzity pro syntézy komplexnich slou¢enin Rh(II1) a Ir(I11).
Vysledné komplexy, stejné jako ligandy byly charakterizoviny metodami elementarni
(prvkové) analyzy (EA), NMR spektroskopii (NMR), infradervenou spektroskopii (IC),
hmotnostni spektrometrii (MS), termickou analyzou (TG) a méfenim molarni vodivosti.
Navrzena koordinace ligandu v komplexnich slou¢eninach [Cp*M(L1-4)Cl2], kde M je Rh(Ill)
nebo Ir(111), pfes N1 atom heterocyklu ligandu byla potvrzena z tidajii *H NMR a 3C NMR
spekter ligandli a komplexi.

Ptipravené komplexni slouceniny by dobudoucna mohly byt podrobeny testim
cytotoxicity na rtiznych typech lidskych nadorovych linii. V pfipadé negativnich vysledku Ize
tyto pilotnimi latky dale modifikovat. V polohach 2 a 6 situované aminoskupiny nabizeji
moznosti rozsiteji pivodniho monodentatniho ligandu do formy bidentatni ¢i tridentatni, ¢imz
by mohlo byt teoreticky dosazeno vyssi stability a moZné zmény odstupujici skupiny. Dalsi
nabizenou modulaci je moznost substituce Cp” ligandu, ¢imz by bylo dosazeno pravdépodobné
vy$$i akumulace Vv testovanych builkich zvySenou lipofilitou latek. Studovana mize byt
biologicka aktivita: napf. interakce s DNA, ¢asto studované pole inhibi¢nich vlastnosti na Cdk2
a jeji nasledky (napt. kumulace p53) nebo napt. sledovani vlivu inokulované davky na segregaci

chromozomu.
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6. Seznam pouzitych zkratek

ADP
ATP
A2780
AMK
cdc25
Cdk
Cip/Kip
DNA
DMF
EA
E2F
HT-29
ICs0

IC
INK4
MCF-7
MDM?2
MPF
MS
NMR
RNA
RTG
TG
TLC

adenosindifosfat

adenosintrifosfat

nadorova linie rakoviny vajecniku
aminokyselina

rodina fosfataz

cyklin-dependentni kinaza

rodina inhibitorti cyklin-dependentnich kinaz
2-deoxyribonukleova kyselina

N, N’- dimethylformamid

elementarni analyza

rodina transkrip¢nich faktora

nadorova linie rakoviny traéniku
koncentrace, kdy dochézi k 50% inhibici dané biologické aktivity
infracervena spektroskopie

rodina inhibitorti cyklin-dependentnich kinaz
nadorova linie rakoviny prsu

Mouse double minute 2 (protein)

mit6zu podporujici faktor

hmostnostni spektrometrie

nuklearni magnetickd rezonance
ribonukleova kyselina

rentgenova strukturni analyza
termogravimetrie

tenkovrstva chromatografie
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