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V souhrnu je hlavnim cilem této prace ukdzat, jaké moznosti pfinaSi dokonald znalost
molekularnich mechanismti interakce hormonaélnich latek s proteiny, kterd v tomto ptipadé
vedla nejen k vyvoji originalnich analytickych postupii, pouZzitych posléze k detekci, isolaci a
identifikaci nové, vysoce biologicky aktivni skupiny pfirozené se vyskytujicich
cytokininti, ale i k objevu inhibitorti cyklin-dependentnich kinas na bazi aromatickych
cytokinint, latek s vyznamnou protinddorovou ucinnosti in vitro a in vivo.VEfime, ze tyto
znalosti povedou 1 k nalezeni dalSich vysoce uc¢innych latek smérovanych na molekularni cile
patologicky postizenych lidskych bunék. Je rovnéZ mym cilem v této praci ukézat, jak mohou
interdisciplinarni pfistupy napomoci rychlému feSeni velmi sloZzité problematiky regulace
rastu a vyvoje rostlin i Zivo¢ichl na bunééné a molekularni urovni. Kromé jiného je ukdzano i
to, Ze na molekularni Grovni jsou mechanismy regulujici buné¢nou proliferaci u vsech
organizmul ve své podstaté stejné a nezmenily se vyznamné ani po milionech let evoluéniho
vyvoje. Snad proto muze i molekularni fyziologie rostlin pfinést vyznamné poznatky do
takovych oblasti vyzkumu jakymi je medicina. Vé&fime, e N®-substituované adeniny a jejich
derivaty se stanou zakladem vyvoje novych generaci [éCiv s antimikrobialnimi,
antiinflamatornimi, protinadorovymi, imunosupresivnimi, antivirdlnimi a dal$imi, medicinsky
vyznamnymi G&inky. Kladu si rovnéz otazku, pro¢ jsou N°-substituované adeniny a jejich
derivaty tak dulezité v regulaci molekularnich mechanismt fady lidskych onemocnéni. Snad
existuji jako zivocisné hormony? Mozna ne. V kazdém piipad¢ vSak existuji v rostlinach.
Vzhledem k tomu, ze se veskeré organismy na Zemi evolucné vyvijely spole¢né¢ po mnoho
desitek miliont let, je pravdépodobné, ze pro latky rostlinného plivodu, jakymi cytokininy
zarucen¢ jsou, si pfiroda nalezla mnoho regulacnich vazeb k zivo€ichliim a tedy i1 ¢loveéku.
Latky cytokininové povahy proto ziejm& ovliviiuji znaéné mnozstvi molekularnich
mechanismi v ZivociSnych i lidskych bunikach. Z téchto diivodu je mozna ,,cytokinin-rich*
rostlinnd strava pro ¢lovéka nepostradatelna? Prvni dikazy o tom jsme jiz podali a n¢které
dal$i budou, alesponi ve zkratce, prezentovany v této praci. Cilem této prace neni podat
zevrubnou analyzu soucasného stavu vyzkumu cytokininli, ale diive nahlédnout do feSeni
nékterych aktudlnich témat, kterymi se v soucasné dob¢ zabyvame.

2. Cytokininy, jejich charakteristika



Cytokininy jsou chemicky charakterizovatelné jako N®-substituované derivaty adeninu.
Soucasna nomenklatura zalozena na systému navrzeném Lethamem (1974) a Lethamem a
Palnim (1983) byla plvodné navrzena pro zeatin (Z) a isopentenyladenin (iP). Konjugace
purinového kruhu byvéa oznacovana ¢islem polohy substituentu, tak jak je zndzornéno na obr.
1 pro iP.
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Obr.1 Piehled chemickych vzorct zakladnich cytokininovych bazi iP — N -(A - isopentenyl)adenin, Z - trans-
zeatin, DHZ - dihydrozeatin, BAP - 6-benzylaminopurin, oT - ortho-topolin, mT - meta-topolin.

Cytokininy lze rozdélit v zavislosti na povaze N°-postranniho fetézce na dvé skupiny:
isoprenoidni a aromatické. Isoprenoidni jsou reprezentovany cytokininy odvozenymi od

o, , 6 2. . . . . . C 1,
nasledujicich bazi: N -(A -isopentenyl)adenin, dihydrozeatin a zeatin. Mezi aromatické
cytokininy patii 6-benzylaminopurin, meta- a ortho-topolin a jejich metabolity.

V pfipad¢ isoprenoidnich cytokinini hraje vyznamnou roli konjugace, zahrnujici
modifikace purinového jadra a N°-postranniho fetdzce. Hlavnimi formami cytokininovych
konjugatt v rostlinach jsou 9-ribosidy, 9-ribotidy, 3-, 7-, 9- a O-glukosidy, 9-O-diglukosidy,
O-xylosidy, 9-ribosylglukosidy, O-acetyl a O-allyl derivaty a rovnéz konjugaty cytokininti
s alaninem (viz. detaily Vankova 1999).

2.1. Imunodetekce a identifikace aromatickych cytokininii v rostlindach



Teoreticky ptedpoklad pfirozeného vyskytu aromatickych cytokinini v rostlindch byl
podpofen nasledujicimi fakty:

1) Jiz pted vice jak 20-ti roky byly v rostlinnych pletivech nalezeny proteiny, které specificky
vazaly BAP a ptibuznd analoga (Fox, Erion 1975, 1977) a pfitom vykazovaly fyziologicky
velmi nizkou afinitu k zeatinu, nejaktivnéj$imu isoprenoidnimu cytokininu. V jednom piipadé
dokonce odpovidala biologicka aktivita rozdilné substituovanych 6-benzylaminopurini pfi
indukci bunééného deéleni (klasicky cytokininovy biotest) relativnim hodnotdm afinity téchto
latek k vazebnému proteinu izolovanému z tohoto tabakového kalusu (Sussman, Kende 1978).
Da se predpokladat, Ze v piipadé, Ze jsou v rostlinach pfitomny vazebné proteiny takovych
vlastnosti, pak budou v daném pletivu existovat i pfisluSné cytokininy.

2)BAP a jeho derivaty (hydroxy a methoxy) vykazovaly velmi vysokou biologickou aktivitu v
fad¢ biotestl, kterd byla srovnatelna s pfirozené se vyskytujicimi isoprenoidnimi cytokininy
(Fletcher, Mc Cullagh 1971, Iwamura et al. 1980, Kaminek et al. 1987, Kuraishi 1959,
Sussman, Kende 1978).

3)Bylo objeveno né€kolik zastupci ARCK v rostlinach (viz. vyse) a prokdzéna regulace
endogennich hladin ortho-hydroxybenzyladenosinu svétlem (Hewett, Wareing 1973).

K ovéfeni této hypotézy byl vyvinut originalni postup zaloZeny na vyvoji specifickych
protilatek rozpozndvajicich jednotlivé skupiny aromatickych cytokininti. Originalni proto, ze
tento pfistup nebyl dosud pouzit k hledani novych latek v rostlindch, nebot k detekci
ptirozenych latek nezndmého plivodu se vétSinou vyuziva kombinace chromatografickych
technik s biotesty. Vyvinuté protilditky byly vysoce specifické pro jednotlivé
hydroxybenzylaminopuriny a pii pouZiti v ELISA testech poskytovaly velmi citlivy detekéni
systém s detekénimi limity na femtomolarni Urovni (Strnad 1996). Naslednd kombinace
HPLC s témito specifickymi ELISA testy poskytla rychlou, citlivou a specifickou metodu pro
stanoveni a detekci velkého spektra isoprenoidnich i aromatickych cytokininli v ¢astecné
precisténych extraktech rostlinnych pletiv. Na zaklad¢ distribuce imunoreaktivniho materidlu
v individudlnich HPLC frakcich byly v fad€ rostlinnych extraktli detekovany metabolity BAP,
ale 1 jeho hydroxy derivaty (Strnad et al 1992a,b, 1994, 1996). Imunoreaktivni latky
cytokininové povahy byly poté trimethylsililovany nebo permethylovany a jejich struktura
identifikovana pomoci plynové chromatografie-hmotové spektrometrie (GC-MS, obr. 2,
detaily Strnad et al. 1992a,b, 1994, 1997).

Pro hydroxybenzyladeniny, které jsme detekovali a identifikovali v listech topolu
Populus x canadensis Moench. cv. Robusta, jsme pivodné navrhli nazev populiny (Strnad
1993), a to podle navrhu prof. Horgana (Aberystwyth, Anglie), ktery objevil prvni aromaticky
cytokinin 6-(2-hydroxybenzylamino)-9-B-D-ribofuranosylpurin (Horgan et al. 1973, 1975).
Posléze jsme vSak zjistili, Ze nédzev populin byl jiZ pouzit v roce 1932 pro salicin benzoat
(Richtmyer, Yakel 1934). Z téchto divodi jsme pro nové objevené hydroxybenzyladeniny
navrhli ¢esky ndzev topoliny, a to podle rostlinného objektu, ze kterého byly vyizolovany
(Strnad et al. 1997). Hlavnim a zaroven nejaktivnéjSim zastupcem aromatickych cytokinint je
meta-topolin, ktery je stejné¢ aktivni jako dosud nejaktivnéj$i piirozené se vyskytujici
cytokinin zeatin (Holub et al.1991, 1995, 1998).
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Obr. 2. Hmotova spektra meta-topolin ribosidu po ionizaci narazem elektronu - EI (A) a urychlenymi atomy -
FAB(B).

Objev vysoce biologicky-aktivniho meta-hydroxybenzyladeninu (meta-topolin, mT)
pfidal tfetiho a posledniho ¢lena do skupiny cytokinintl, které jsme pojmenovali "aromatické
cytokininy" (Strnad et al. 1992, Strnad 1997). Funkce téchto riistovych regulatorti v rostlinach
bude ziejmé& rozdilnd oproti isoprenoidnim cytokininlim a musi byt jeSté¢ objasnéna. Studie
vazebnych proteinti (Keim et al. 1981, Sussman, Kende 1978), ale i nedavno publikované
vysledky testovani isoprenoidnich a aromatickych cytokinini na AHK3 a AHK4/CREI
receptorech z A. thaliana (Spichal et al. 2004) naznacuji, Ze v rostlindch je jasna diskriminace
mezi témito skupinami cytokininl jiz primarnimi komponenty signalni drahy, tzn. pii jejich
interakci s receptory.

Objev meta-topolinu neni pouze vyznamnym piinosem teoretickym, ale bude mit zfejme i
praktické vyuziti v zemédé€lstvi, a zejména pak v rostlinnych biotechnologiich. Jde o latku
vysoce biologicky aktivni v in vitro kulturach, ktera u nékterych druhti vykazuje 1 10-krat
vys$8i morfogenni aktivitu ve srovnani s tradicné pouzivanym BAP. Dlivodem je ziejmé vyssi
polarita ve srovnani s BAP, ¢imz je mT snadnéji transportovan i metabolizovan rostlinnymi
pletivy. Vysledkem tohoto fenoménu je nasledné snazsi zakotenovani prytd, jejich minimalni
malformace a degenerace, coz jsou typické vedlejsi ucinky BAP pozorovatelné u in vitro
mnozenych rostlin (Kubaldkova, Strnad 1993, Jindrova et al. 1995, Werbrouck et al. 1996).

Vysokd morfogenni aktivity meta-topolinu je zfejmé zplisobena tvorbou O-glukosidi,
jejichz akumulace byla prokazdna pii mikropropagaci Spathiphylllum floribundum
(Werbrouck et al. 1996). Exogenné dodany mT je velmi rychle metabolizovan na ptislusné
O-glukosidy a vytvaii tak zfejmé rezervni zasobu zabezpecCujici pozvolné uvoliovani
aktivniho aglykonu v pribéhu kultivace explantati. Diky tomu se vyrazné prodlouzi penetrace
in vitro kultur aktivni bazi. Naproti tomu je exogenné aplikovany BAP v in vitro kulturach
pfeménén na ptislusny 9-glykosid, ktery je velmi nepolarni a ziistava lokalizovan zejména v



mist¢ kontaktu explantatu s médiem. Benzylaminopurin-9-glukosid je metabolicky stabilni, je
dlouhodobé akumulovan v in vitro rostlinach a pravdépodobné brzdi nasledné zakotfenovani
namnozenych pryti (Holub et al., v ptipravé). Nase posledni vysledky rovnéz naznacuji, ze
mT bude hrat ziejmé 1 diilezitou ulohu v aklimatizaci rostlin pii transferu explantatti z in vitro
do ex vitro podminek (Baroja-Fernandéz et al. 2002).

Vyskyt topolinti byl posléze prokazan i v fadé dalSich rostlinnych druhti, a to od
nejprimitivngjsich fas (Stirk et al. 2003, 2004, Ordog et al. 2004) az po vys§i rostliny
(Goicoechea et al. 1995, 1996, Jones et al. 1996, Dolezal et al 2002). Jak se tedy zda, budou
aromatické cytokininy b&Zn& rozsifenym druhem NC-substituovanych derivati adeninu v
rostlinach.

Vedle hydroxy-derivatt BAP se nam podafilo neddvno prokdzat i vyskyt blizce
pfibuznych methoxytopolinti (Tarkowska et al. 2003). V listech topolu Populus x canadensis,
v A. thaliana a u A. tumefaciens byl prokdzan vyskyt 4 novych cytokinini, a to ortho-
methoxytopolinu (MeoT), meta-methoxytopolinu (MemT) a jejich ribosidi (MeoTR,
MemTR). K identifikaci téchto latek bylo pouzito origindlnich analytickych postupt
zalozenych na kombinaci specifické MeoT/MemT imunoafinitni chromatografii s elektrosprej
HPLC-MS nebo kapildrni HPLC-frit FAB-MS po piedkolonové derivatizaci. Struktura
novych latek byla potvrzena syntézou a jejich endogenni hladiny stanoveny pomoci specifické
HPLC-ELISA kalibrované odpovidajicimi internimi tritiovanymi standardy. Endogenni
hladiny t&chto cytokinind se pohybovaly v rozmezi 0,25 — 10 pmol g erstvé hmoty; u A.
tumefaciens vSak byly az 600-krat vysSi. Jako velmi zajimava se jevi zejména vysoka
biologické aktivita téchto latek, kterd byla zjiSténa pomoci fady klasickych cytokininovych
biotestll. VSechny methoxytopoliny vykazovaly totiz velmi vysokou antisenescenéni aktivitu,
ktera byla az o 200% vyS$$i nez u Z a BAP (Dolezal et al. 2004, odeslano do tisku). Vybrané
latky byly rovnéZ zkouSeny pfi in vitro mnozeni fady ornamentéalnich druht, kde by jak se zda,
mohly najit v kratké dobé velmi Siroké uplatnéni.

Vedle methoxytopolinii byl prokdzan i pfirozeny vyskyt dalSich cytokininli, napft.
ortho-topolin-O-glukosidu a 2-methylthio-ortho-topolin-O-glukosidu (Dolezal et al. 2002),
zeatin-O-glukosidu-9-glukosidu a dihydrozeatin-O-glukosidu-9-glukosidu (Werner et al.
2003), zeatin-O-glukosidu-9-ribosid-5"-monofosfatu (Sebestova et al., v pfipravé). Z vyse
uveden¢ho lze tedy konstatovat, Ze v rostlinach bude existovat mnohem pestiejsi spektrum
cytokinint, nez se ptivodné piedpokladalo.

2.2. Vztahy mezi chemickou strukturou a biologickou aktivitou cytokininu

Viechny dosud objevené piirozené a valna vétsina syntetickych cytokinind jsou N°-
substituovanymi derivaty adeninu (viz. obr. 1). Modifikace tohoto N°®-postranniho Fetézce
vedou ke zna¢nym zmeénam biologické aktivity (viz. Matsubara 1980, Skoog et al. 1967).
Biologicka aktivita téchto N°-alkyladeninovych cytokininti zavisi zejména na délce
postranniho fetézce (optimum Cs-Cg), pfitomnosti dvojné vazby mezi C,-Cs (zvySuje),
polohové specifickd hydroxylace a methylace postranniho fetézce (v poloze 4 zvySuje — viz.
zeatin) a prostorova konfigurace této skupiny (trans>cis) (detaily v pracich Iwamura et al.
1980, Kaminek et al. 1987, Matsubara et al. 1980, Skoog et al. 1967). Zde by snad nebylo od
véci pfipomenout, Ze se nam podafilo neddvno prokdzat, ze cis-zeatin a jeho metabolity
vykazuji biologické aktivity srovnatelné s odpovidajicimi trans-isomery (Spichal et al.,
v piipravé). Tento cytokininovy derivat byl dlouho povazovan za latku minimalné biologicky



aktivni a existovala i teorie, Ze jednou ze zdkladni drah vedoucich ke sniZeni cytokininové
aktivity v rostlindch je trans-cis-izomerizace. Podafilo se ndm prokazat i vysokou afinitu cis-
zeatinu k AHK3 receptoru z A. thaliana (Spichal et al. 2004).

Biologicka aktivita cytokininil s cyklickou funkéni skupinou v poloze N°® zavisi na
charakteru a velikosti cyklu a klesa vpotfadi benzyl>furfuryl=thenyl>fenyl. Nasyceni
cykloalkylového substituentu je doprovazeno poklesem biologické aktivity (Skoog et al.
1967). Hydroxylace, halogenace a methylace postranniho aromatického cyklu ma polohové
specificky Ucinek, pficemz aktivita polohovych isomerti vétSinou klesd v poradi
meta<nesubstituovana latka<ortho<para (Holub et al. 1998, Iwamura et al. 1980, Kaminek et
al. 1987).

Alkylace riznymi skupinami na samotném purinovém kruhu nebo jeho modifikace
v disledku vzdjemné vymeény atomii C a N ma za nasledek podstatné sniZeni nebo
dokonce ztratu biologické aktivity. Vyjimku tvoii 2-Cl a 8-methyl derivaty zeatinu a iP
(Damman et al. 1974). C2- a C8-substituovanych cytokinini vSak bylo pfipraveno pouze
nékolik, a proto nelze délat jednoznacné zavéry o vztazich mezi jejich strukturou a
biologickou aktivitou. Dokonalé znalosti jsou pravé v této oblasti velmi zadané, nebot’
mohou napomoci pii pfipravé azido a fluorescencné znacenych cytokininli, pfiprave
specifickych protilatek, ale i novych, vysoce biologicky aktivnich cytokinind.

Vedle piirozen¢ se vyskytujicich se NO9-alkyl cytokininii byla pfipravena i fada
syntetickych derivati (Corse et al. 1989, Zhang, Letham 1989). Nejaktivnéjsimi dosud
vyvinutymi derivaty jsou 9-(2-tetrahydropyranyl)-BAP a 9-(2-tetrahydrofuranyl)-BAP (Zhang
et al. 1987), které vykazovaly mnohem vyss§i aktivitu nez BAP v fad¢ biotestd. Vysoka
biologicka aktivita 9-(2-tetrahydropyranyl)-N°-alkyladenin byla vysvétlena pozvolnou
eliminaci N9-substituentu, nebot’ tetrahydropyranylova skupina je obecné mélo odolna kyselé
hydrolyze (Young, Letham 1969). To bylo posléze potvrzeno Foxem et al. (1971) pfi studiu
metabolismu méné aktivniho 9-methyl-BAP v tabdkovém a sojovém kalusu, kde byla
prokazana rychla konverse na nékolik meziprodukt. Metabolické produkty nebyly bohuzel
pfesné¢ urCeny. Pietraface a Blaydes (1981) prokazali chromatograficky tvorbu BAPR a
BAPRS5'P a to pfi studiu metabolismu 9-methyl-BAP v kli¢icich semenech salatu. Volny
BAP nebyl bohuzel detekovan. Rozhodujici vysledky pfinesla az metabolickd studie s 9-(4-
chlorbutyl)BAP v kotyledonech fedkvicky (Letham et al. 1978), kterd potvrdila konverzi na
BAP7G a BAP9G pomoci hmotové spektrometrie. Tvorbé téchto glukosidi musi logicky
pfedchazet degradace 9-alkyl-derivatu za uvolnéni BAP. Tvorbu volného BAP se podaftilo
prokédzat az pifi metabolickych studiich se znacenymi 9-(2-tetrahydropyranyl)BAP a 9-(2-
tetrahydrofuranyl)BAP, cytokininovymi derivaty s vysokou Gi¢innosti pfi inhibici senescence u
soji. Obé latky byly rovnéz debenzylovany na pfislusné 9-substituované adeniny. Vysoka
biologickd aktivita téchto latek byla vysvétlena dealkylaci téchto latek, kterda zajistuje
dlouhodobou penetraci pletiv biologicky Zadoucimi hladinami volného BAP (Zhang, Letham
1989). VSechny méné¢ aktivni latky (Corse et al. 1989, Fox et al. 1971, Kende, Tavares 1968,
Motyka et al. 1992, Young, Letham 1969, Zhang, Letham 1989) lze proto povazovat za
mnohem odolnéj$i k enzymatické degradaci, a to i pfesto, Ze snimi nebyly provadény
metabolické studie.

Na rozdil od N9-alkyl derivati cytokinini dlouhodobé uvoliujicich aglykon
z vazby, mohou substituce v polohach C2 a C8 minimalizovat ty konjuga¢ni drahy cytokinint,
které vedou k tvorbé metabolicky stabilnich 7- a 9-glukosidi. Bohuzel byla této problematice
doposud vénovéana minimalni pozornost, a to 1 pfesto, ze nové, vysoce aktivni C2- nebo C8-



alkyl derivaty cytokininii mohou mit vyrazny dopad na dal$i rozvoj rostlinnych biotechnologii
a zemédelstvi.

3. Inhibitory cyklin-dependentnich kinas na bazi N°-substituovanych
derivata adeninu

3.1. Charakteristika bunécného cyklu

Bunéény cyklus je jednim znejvice evoluéné konzervovanych procesit vSech
eukaryotickych bunck. VétSina objevit vedoucich k pochopeni mechanismti  kontroly
bunééného cyklu byla u€inéna docela neddvno. Vyznam téchto objevl byl pro celou oblast
mediciny tak obrovsky, ze zanedlouho po odhaleni kli¢ovych regulatorit bunééného cyklu byla
Hartwellovi, Huntovi a Nursemu udélena Nobelova cena za medicinu (2001). Hartwell
objasnil, ze u bunék je koordinace soustroji bunécného cyklu fizena zvlastnim systémem
regulace bunécného cyklu. Tento systém zabezpecuje prichod jednotlivymi fazemi bunééného
cyklu a reguluje klicové procesy, jakymi jsou replikace DNA, mitosa a cytokinéze. Systém ma
dva dtlezité kontrolni body v bunééném cyklu a to v G1-fazi, kdy se rozhoduje o tom, zda
bunka vstoupi do S-faze, a druhy v G2-fazi, rozhodujici o vstupu do mitézy. Kontrolni body i
vstup do jednotlivych fazi cyklu je fizen dvéma klicovymi proteiny v komplexu. Nurse objevil
cyklin-dependentni kinasy (CDK), enzymy, které¢ fosforyluji podfizené proteiny cyklu,
zatimco Hunt popsal prvni cyklin jako regulacni protein, ktery je potfebny pro enzymovou
aktivaci CDK.

Bunécny cyklus

Burika s chromosomy v jadie

Bunec¢né déleni
. . G 1 syntéza ==

Mitéza

@@ / cyklln \ Duplikace chromosomu

Separace chromosomu S

Burika se zdvojenymi chromosomy
Obr. 3. Bunécny cyklus se sklada ze Etyt po sobé jdoucich fazi G1, S, G2 a M. Interfaze zahrnujici vSechny
faze bunécéného cyklu kromé M-faze je obdobim stalého bunééného ristu a jeji soucasti je i S-faze, kdy je
replikovana DNA. V pribéhu M-faze se jadro a pozdéji i cytoplasma rozdéli. V kazdé fazi jsou pfitomny
specifické komplexy cyklin-dependentni kinasy a cyklinu (CDK/cyklin).

Objev cyklin-dependentnich kinas pted vice nez deseti lety zapo€al novou éru
nahliZeni na bunécnou proliferaci a predevSim na jeji kontrolu. Spousténi jednotlivych fazi
bylo shleddno zavislym na aktivit¢ CDK, coz umoZnilo vytvofit prvni jednoduchy model
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kontroly bunééného cyklu (Obr. 1) (Maller et al. 1989). Holoenzym CDK se skladé z proteinu
s katalytickou funkeci (proteinkinasa) a pozitivniho regulatoru (cyklin). Asociace cyklinu
s CDK podjednotkou dava vzniknout aktivnimu komplexu fidicimu urcitou fazi cyklu. Odtud
také pochéazi nazev cyklinu, jenz odrazi jeho oscilujici pfitomnost v buiice. Komplex CDK-
cyklin pak katalyzuje ptfenos fosfatové skupiny z ATP na serinovy nebo threoninovy zbytek
v polypeptidovém fetézci urcité sekvence. Aktivita CDK kriticky zavisi na vazb¢ s cyklinem,
pficemz nckteré CDK mohou poutat vice typl cyklind a fosforylovat riizné substraty. Témi
byvaji transkripéni faktory, proteiny cytoskeletu, proteiny biosyntézy purind, jaderné
membrany a dalsi (Mueller et al. 1995).

3.2. Nadory jako onemocnéni deregulované bunécné proliferace

Proces onkogeneze na bunééné urovni je tedy uzce spjat s kontrolou bunécné
proliferace, diferenciace a apoptdzy. Tyto procesy jsou u vysSSich organisml regulovany
mnohastupniovymi mechanismy, které zahrnuji intracelularni a extracelularni kontrolni drahy.
VétSina nadorovych bunék, pokud ne vSechny, obsahuje mnohocetné genetické zmény, které
pravdépodobné podporuji proces tumorogeneze deregulovanim dilezitych signalnich a
regula¢nich drah. Kazdad z drah, ktera omezuje proliferacni potencidl normalnich bunék, je
néjakym zplsobem narusena ve vétSiné nador. Jedna skupina mutaci nezbytnych pro
nadorovy vyvoj postihuje napf. obchdzeni drahy, kterd umoziuje potlaceni vlivu normalné
obligatorn¢ vyzadovanych externich mitogennich stimuli u somatickych bunék. Takové
mutace mohou zahrnovat autokrinni produkci normélné limitovanych mitogenti, aktivaéni
mutace mitogennich pfenasecl signalii typu RTK nebo G-proteinli jakymi je napiiklad Ras,
nebo mutace ovliviujici jeden z mnoha cytoplasmatickych prenasect signalti (napft. c-raf, c-
mos,..), které prenasi mitogenni informaci na intraceluldrni cile (Blume-Jensen, Hunter 2001).
Druhé skupina rist-deregulujicich mutaci postihuje ty molekularni cile, které jsou zodpovédné
za regulaci kontrolniho bodu v pozdni G1 fazi bunécného cyklu (START), v némz klicovou
ulohu hraje retinoblastomovy protein (pRB). Defekty této drahy, které se univerzalné
vyskytuji v lidskych nadorech, zahrnuji delece RB genu a deregulace CDK, které fosforyluji a
funkéné inaktivuji pRB, a to bud’ cestou pfimé nadmérné aktivace CDK nebo vlivem
genetickych poruch jejich inhibitord (Sherr 1996). Mutace vedouci k nekontrolovanému
déleni bunék byly prokdzany v genech cyklin-dependentnich kinas, cyklinti, aktivujici
fosfatasy cdc25, nadorovych supresori pRb a p53 a pfirozenych inhibitord cyklin-
dependentnich kinas (Hoeijmakrers 2001, Rovers, Assoian 2000, Masaque et al., 2000,
Sangfelt et al. 2000, Zhu, Skoultchi 2001) (CDKI, napt. p16™<*). Uvédomime-li si uzkou
souvislost genetickych zmén cyklin-dependentnich kinas a jejich regulatori se vznikem
nadort, jejich pifimé interakce s onkogeny a nadorovymi supresory a jejich stéZejni funkci
v fizeni bunécného cyklu, pak se jevi hledani nizkomolekularnich regulatorti bunééného cyklu
jako zcela piirozené. Tyto souvislosti rovnéZ evidentné vybizeji 1 k vyvoji novych generaci
chemoterapeutik, které blokuji progresi bun&tného cyklu nadorovych bungk, indukuji
apoptozu a vykazuji vyznamné protinddorové G¢inky nejen na bunécnych liniich, ale téZ in
vivo. Zatim jsou k dispozici latky ovliviiujici vazbu ATP (kompetitivni i nekompetitivni
inhibitory) na CDK a inhibitory cdc25.

Je pravdépodobné, Ze mezi nizkomolekularnimi latkami kontrolujicimi bunécny
cyklus budou nalezeny slouceniny, které najdou Siroké uplatnéni pti 1é€bé fady zavaznych
lidskych onemocnéni. Potencidlni vyuziti syntetickych regulatort bunééného cyklu v medicing
muze kromé 1é¢eni nadorovych onemocnéni najit uplatnéni i pfi terapii t€ch onemocnéni,
kterd n¢jakym zplsobem souviseji s poruchami proliferace, napf.  kardiovaskularni
onemocnéni  (arterosklerosa,  angiogenese), dermatologie  (psoriasa), nefrologie
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(glomerulonefritida), neurologie (Alzheimerova choroba, ischémie), parazitologie (prvoci,
plisn¢€) a virologie. Z pohledu bunécné biologie a biochemie mohou chemické regulatory
cyklu jako velice specifické nastroje pfispét k lepSimu porozuméni mechanizmi bunééného
déleni, coz mize v budoucnu vést opét k odhaleni mnohem efektivnéjSich zplisobl terapie
(Herwig, Strauss 1997, Ko, Prives 1996).

3.3. Chemické inhibitory cyklin-dependentnich kinas

Hledani chemickych inhibitord CDK zacalo prakticky tésné po objevu CDK a objasnéni
ulohy, kterou v regulaci bunééného cyklu zastavaji. Zahy byly znamy nespecifické inhibitory
jako je 6-dimethylaminopurin, 6-(A’-isopentenyl)aminopurin (Rialet, Meijer 1991),
staurosporin, 7-hydroxystaurosporin (Gadbois et al. 1992, Kawakami et al. 1996) a také
suramin (Bojanowski et al. 1994), ktery je jiz dlouho v klinice pouzivan jako
antihelmintikum, antiprozoikum a cytostatikum s velmi komplexnim mechanismem u¢inku
(mj. inhibitor topoisomerasy II). Nizkou selektivitou vacéi velké skupiné kinas je
charakteristicky téZ dal$i inhibitor topoisomerasy II, 9-hydroxyellipticin (Ohashi et al. 1995),
derivat alkaloidu z rostlin rodu Ochrosia. Pouziti téchto alkaloidl pii studiu bunécného cyklu
siln€ omezuje jejich nizk4 selektivita, avSak neni vylouceno, Ze se n€ktery z nich posléze stane
vychozim &lenem nové skupiny s uz§im spektrem uginku. Eru specifickych inhibitori CDK
zapocal objev butyrolaktonu (Kitagawa et al. 1993) a olomoucinu (Vesely et al. 1994). Od této
doby byla identifikovana fada dalSich skupin latek s vysokou specifitou pro kinasy homologni
s CDK1.

3.4. Purinové inhibitory CDK

3.4.1. Historie purinovych inhibitoriu CDK

Jako slaby a malo specificky inhibitor kinas byl v osmdesatych létech casto pouZzivan
6-dimethylaminopurin (Nath, Rebhun 1973). Dalsi testovani purinovych sloucenin poskytlo
asi 2-krat aktivnéjsi 6-(A2-isopentenyl)adenin (Rialet, Meijer 1991). Protoze tato sloucenina
je rostlinnym hormonem (cytokininem), soustfedila se naSe pozornost k témto latkdm a k
sloucenindm z nich odvozenym. Prvnim specifickym purinovym inhibitorem CDK1, CDK2 a
CDKS5 z panelu znamych kinas se stal inhibitor rostlinnych cytokininglukosyltransferas 2-(2-
hydroxyethylamino)-6-benzylamino-9-methylpurin (Parker et al. 1986), pozdé&ji trivialng
pojmenovany L. Meijerem olomoucin (OC, Vesely et al. 1994) (Obr. 4).

Mezi vSemi testovanymi purinovymi latkami vykazovaly nejvy$si G€innost zejména
C2, C6, NO-trisubstituované puriny. Po odhaleni, do té doby nezndmych vlastnosti
olomoucinu, jsme se zaméfili na studium vztahi mezi strukturou a aktivitou (SAR) latek
odvozenych od této slouceniny (Havli¢ek et al. 1997). Prokéazali jsme, Ze pouze 9-methyl
derivat OC, na rozdil od isomerniho 7-methyl derivatu, ma zadanou aktivitu a ze odstranénim
jakéhokoli substituentu OC nebo jeho zkracenim na aminoskupinu (C2 a C6) dochazi
k vyznamné ztrat¢ aktivity, ¢i dokonce k deaktivaci dané slouCeniny. Kinetickd analyza
prokézala, ze inhibice CDK1 olomoucinem je kompetitivni vzhledem k ATP a nekompetitivni
vici histonu, ktery je pfi testech pouzivan jako substrat. Rentgeno-strukturni analyza ko-
krystalu CDK2 s OC (Schultze-Gahmen et al. 1995) rovnéz potvrdila, ze OC se vaze ve
vazebném misté pro ATP. Tyto poznatky tehdy vybocovaly z obecnych ptedstav, ze selektivni
inhibitory kinas nebudou nalezeny mezi latkami kompetujicimi o vazbu s ATP.
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Obr. 4. Struktura nékterych purinovych derivati s CDK inhibi¢nimi vlastnostmi.

3.4.2. Vztahy mezi strukturou a CDK inhibicni aktivitou derivatii olomoucinového typu

Brzy se nam podatilo zvysit aktivitu trisubstituovanych purini ndhradou methylu
OC N9-isopropylem (Havlicek et al. 1997). Ve vSech dosud provedenych studiich vysel tento
substituent N9 jako optimalni. Studie ukazujitoto pofadi vhodnych substituentd NO:
isopropyl, cyklopentyl> hydroxyethyl, Et > Me , kde zafazeni cyklopentylu neni zcela
jednoznaéné a zalezi na pouzitém testu. ObjemnéjSi substituenty prakticky rusi Zadanou
inhibic¢ni aktivitu. Zajimavy je ojedinély ndlez CDKI aktivity u N9-oleyl derivatu (Schow et
al. 1997) naznacujici moznost zcela jiného vazebného modu slouceniny ve vazebném miste.
Detaily SAR jsou ilustrovany na obr. 5.

Velmi vyznamny je pro Gcinek purinovych CDKI substituent na uhliku C2. Nahradou
2-hydroxyethylamino skupiny za (R)-1-(hydroxymethyl)propylamino se nam podafilo
vyvinout asi 15-krat ucinnéj$i derivat trivialné pojmenovany roskovitin (Havli¢ek et al.
1997). Pouzitim C2 substituentu rozvétvengjsiho o jeden methyl /(R)-1-(hydroxymethyl)-2-
methylpropylamino/ v kombinaci s vhodnymi C6 substituenty /3-chloranilino a jeho derivaty/
byl zavrSen kombinatorni pfistup skupiny P.G. Schultze, ktery vedl k nalezeni dosud
nejucinnéjsich purinovych inhibitort CDK, purvalanoli  (asi 1000-krat ucinnéjsi nez
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olomoucin) (Gray et al. 1998). Také u téchto latek byla analyzovana struktura ko-krystala
s CDK2 enzymem a bylo zjiSténo, Ze se vazi stejnym zplsobem jako dfive popsané slabsi
purinové inhibitory. Z provedenych SAR studii vyplyvd, Ze vhodnymi substituenty C2
purinového skeletu jsou derivaty (obr. 5) s 2-hydroxy- nebo 2-amino-ethylamino skupinou,
ale 1 alifatickymi skupinami, které¢ nesou ve vhodné vzdélenosti od purinového jadra hydroxy
nebo aminoskupinu(y). Substituce na aromatickém kruhu C2 substituenti vedla zatim
k nea¢innym derivatim. Krystalové strukturni analyzy naznacuji, ze NH skupina, kterou je
nukleofiln¢ pfipojen substituent k C2 heterocyklu, netvoii s enzymem vodikovou vazbu. To
potvrdil déle i vyvoj u¢innych derivatl, ve kterych je tento dusik tercidrni a je nahrazen
atomem siry nebo uhlikem (v sp hybridizaci) (Legravered et al. 1998, 2001). Piekvapivé je
tvrzeni, ze ptes dusik vazany thiomorfolinovy kruh na C2 vedl k relativné aktivnimu derivatu
(Oh et al. 1999), protoze analogicky morfolinovy derivat podle nasich zkuSenosti poskytuje
neaktivni slouceniny. Vybér substituentu C6 purinového jadra je ve srovnani s C2
substituentem méné kriticky a drobné obmény substituentu vedou k menSim zméndm
v aktivité. Kriticka je vSak pfitomnost exocyklické C6-NH skupiny. Krystalové struktury
komplextt CDK2/purinovy inhibitor prokézaly tvorbu dulezit¢ho vodikového miistku mezi
C6-NH_ skupinou na purinu a karbonylem Leu®® v aktivnim ATP vazebném misté enzymu.
Dalsi substituce tohoto dusiku (vznika terciarni N, napt. methylaci) vedla vzdy k net¢innym
latkdim (v enzymatickém 1 cytotoxickém testu). Také nahrada NH atomem siry vede
k neaktivnim sloufeninam. Zatim nejucinnéjSimi nalezenymi slouceninami jsou derivaty
substituované na C6 purinového jadra anilinem a jeho analogy (Gray et al. 1997, 1998, Jeffrey
et al. 1995). Substituce anilinového kruhu v ortho poloze vede ke sniZeni aktivity. Vyznamné
zvySeni aktivity lze ale pozorovat u chlor- a brom-derivati v meta-poloze. Totéz plati v mensi
mife o substitucich v para-poloze. Nejaktivngjsi inhibitory CDK1 vznikly po substituci C6
purinu 3-chlor-4-karboxylanilino- (purvalanol B) ¢i 3-chlor-5-aminoanilino- skupinou
(aminopurvalanol). U purvalanolu B je vysoka afinita k enzymu zptisobena iontovou vazbou
mezi karboxylem a aminoskupinou Lys® v ATP vazebném misté (Gray et al. 1998). U této
latky je vSak zvySeni CDK inhibi¢ni aktivity spojeno s nezddoucim poklesem protinddorové
aktivity v dasledku nizké prostupnosti bunéénou membranou. Pocatecni studie inhibitort
CDK na bazi OC se soustiedily na C6-aminobenzylové derivaty (De Azevedo et al. 1997,
Schow et al. 1997, Havlicek et al. 1997, Nugiel et al. 1997, Ducrot et al. 2000). U této série
latek se podafilo prokazat, ze dal$i modifikace fenylu nemaji tak dramaticky vliv na CDK
inhibi¢ni aktivitu jako je tomu u Cé6-anilino-derivati. N&které substituce — methoxy nebo jod
v meta- nebo para-poloze se ukazaly v nékterych ptipadech mirné¢ vyhodné. Zaméfili jsme se
proto na vyvoj hydroxy-derivatl, protoze ty podle naSich zjiSténi, vznikaji in vivo z C6-
benzylamino-derivatl (viz. metabolismus boheminu — Chmela et al. 2001, Rypka et al. 2002).
Predpokladali jsme rovnéZ, Ze by tyto derivaty mély mit vyhodnéjsi farmakokinetické
vlastnosti diky niz8i lipofilité, kterd je napf. u purvalanolu jednozna¢né zodpovédna za
nizkou protinddorovou aktivitu. Vyrazny nartst aktivity jsme zjistili po zavedeni hydroxy
skupiny do ortho-polohy. To néas vedlo kracionalni syntéze slouceniny odvozené od
roskovitinu a pojmenované olomoucin II (Krystof et al. 2002). Nartst G¢innosti v CDK
testech koreluje se vzristajici protinddorovou aktivitou in vitro. Podobné, ale mensi zvySeni
ucinnosti 1ze dosdhnout po substituci amino-skupinou v ortho-poloze ¢i hydroxy nebo amino
skupinou v meta-poloze. Para-substituované /C6-(4-substituované-benzyl)amino/ derivaty
jsou podle nasich zkuSenosti malo t¢inné (Krystof et al. 2002).
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Obr. 5. Vztahy mezi strukturou a aktivitou 2,6,9-trisubstituovanych purinti. Zobrazeny jsou vybrané substituenty
pro kazdou z kli¢ovych poloh purinovych derivati, které vedou k uc¢innym inhibitortim CDK .

Uz SAR studie (Schow et al. 1997) zroku 1997 uvadi slouceniny relativné ucinné
inhibujici CDKI1 (desetiny az jednotky puM) a majici relativné velky C6 substituent —
4-fenylanilino, 4-fenylbenzylamino a 4-(2-thiofenyl)benzylamino. Velmi dulezité poznatky
pfinesl zejména nedavny objev purinovych latek, které inhibuji vedle CDK1 a CDK2 takeé
CDK4 (Shum et al. 2001) a je pro n¢ pravé typicky velky C6 substituent (napt. (1-
benzylpiperidin-4-yl)amino). Tyto slouceniny vyrazné vybocuji svou specifitou pro CDK,
nebot’ jedinym zndmym slabym inhibitorem CDK4 je purvalanol A. Takové latky mohou byt
potencialné velmi diilezit¢ zejména vzhledem ke klicovému vyznamu CDK4 v G1 fazi. V
naSich SAR studiich (Vermeulen et al. 2002) jsme rovnéz narazili na slouceniny, které jsou
slabymi nebo dokonce velmi slabymi inhibitory CDK (napf. slouceniny s objemnym
C6-aminoadamantylamino nebo C2-heptylamino substituentem), které 1 piesto vykazuji
znacné cytotoxické vlastnosti pifi testovani na nddorovych bunéCnych liniich. Zda se
pravdépodobné, ze mechanismus jejich pisobeni neni zalozen na inhibici CDK, ale na jiném,
zatim nezndmém mechanismu uUCinku. Lze tedy ocekavat, Ze 1 u zndmych sloucenin
inhibujicich CDK muze byt G¢inek na bunééné urovni castecné¢ dan plsobenim i na jiné
bunécné cile. Tento faktor je sice nutné mit stale na zfeteli, ale nemusi byt zasadni piekazkou
pro vyuziti téchto latek v chemoterapii.

3.5. Nové derivaty purinu a pyrimidinit inhibujici CDK
3.5.1. Tetrasubstituované puriny
Systematicky pfistup nas dale vedl kmodifikaci U¢innych C2-,C6-,N9-

trisubstituovanych purinovych derivati zavedenim substituentu do posledni mozné polohy
purinového jadra - do C8. Ve vSech testovanych piipadech doslo k poklesu; ten byl maly

15



v pfipad€ neobjemnych substituentli jakymi jsou F, Cl a Me, avSak vyznamny u objemnéjSich
substituentl (Moravec et al. 2003).
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HO N 2 HO N\ R3
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Obr. 6. Schéma piipravy tetrasubstituovanych purind.

Byly studovéany tyto derivaty roskovitinu: 8-chlor, 8-methyl, 8-merkapto, 8-nitro, 8-hydroxy,
8-amino, 8-brom, 8-propyloxy, 8-(3-hydroxypropyl)amino. V uvedeném potadi klesd i1
ucinnost ve vztahu k inhibici CDK1. To znamend, Ze jakakoli i sebemensi substituce v této
poloze vzdy vede kméné ucinnému inhibitoru CDKI1 v porovnani s vychozim
trisubstituovanym derivatem. Zejména velké C-8 postranni substituenty snizovaly inhibi¢ni
aktivitu na uroven detekovatelnosti. Méné aktivni slouceninu jsme ziskali i po pfevedeni
boheminu na piislusny 8-fluorderivat. Nejucinnéjsim derivatem v syntetizované sérii byl po
C8 derivatizaci 6-[(3-hydroxybenzyl)amino]-2-[(1-(hydroxymethyl)propyl)amino]-8-chlor-9-
isopropylpurin (ICso (CDKI1) = 6 uM), coz opét potvrdilo pozitivni vliv fenolickych
modifikaci u C6 substituentu. U tetrasubstituovanych derivati byly studovany rovnéz jejich
cytotoxické vlastnosti na nddorovych bunécnych liniich MCF7 a K562. Rychly pokles anti-
CDK aktivity nebyl casto provdzen odpovidajicim poklesem protinadorové ucinnosti.
Derivaty roskovitinu s relativné velkymi  C-8 postrannimi fetézci  (8-propyloxy,
8-(3-hydroxypropyl)amino) totiz vykazovaly piekvapivé dokonce mirné vyssi cytotoxicitu na
linii K562 nez ptivodni roskovitin. Nejvice cytotoxickou slouceninou v této sérii sloucenin byl
2-[(4-aminocyklohexyl)amino]-6-(3-chlorfenyl)amino-9-isopropyl-8-methylpurin ~ (Clsy =
3,5uM pro K562 a 8.0uM pro MCF7). Zavedenim 8-methyl skupiny zde doSlo k velmi
vyraznému poklesu inhibice CDK1 na Uroven 2x nizsi nez u OC, avSak vysoka cytotoxicita
slouceniny zistala zachovéna na mikromoléarni Grovni. ProtoZe slou¢enina méa C2 substituent,
ktery je typicky pro zatim nemnohé a neddvno objevené inhibitory CDK4 (Shum et al. 2001)
pfichazi v tvahu vysvétleni, Ze 8-methyl substituce by mohla vést k ristu schopnosti téchto
derivath inhibovat prave tento enzym. Tato hypotéza bude v blizké dobé testovana.

3.5.2. Disubstituované pyrazolo[4,3-d] pyrimidiny

V ramci studia vztahli mezi strukturou a aktivitou (SAR) jsme se neddvno rovnéz zaméfili
na piipravu nové skupiny inhibitori CDK odvozenych od k purinim isomernich
pyrazolo[4,3-d]pyrimidin.. ~ Struktura téchto latek a zjednoduSeny zpiisob pfipravy je
znazornén na obr. 7.

Nejblize analogické 3,5,7-trisubstituované pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny jsme zatim
syntetizovali pouze jako nepocetnou skupinu a nebudou proto detailné diskutovany. Na druhé
strané jsme vSak prokédzali znacnou aktivitu u dobie ptistupnych 3,5-disubstituovanych-
pyrazolo[4,3-d]pyrimidinti (Moravcova et al. 2003). Podobné 3,7-disubstituované derivaty
pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny (s methyl skupinou v poloze C3) byly v 70. letech popséany jako

16



anticytokininy. Zjistili jsme, Ze antimitotické ucinky pfipisované anticytokinintim lze spiSe
vysvétlit jejich schopnosti inhibovat CDK (Spichal et al., ¢lanek v ptiprave). Vysledky
testovani nové generace pyrazolo[4,3-d]pyrimidint jsou shrnuty v Tab. 1.
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Obr. 7. Schéma piipravy 3,7-disubstituovanych pyrazolo[4,3-d[pyrimiding.

VSechny nové pfipravené disubstituované pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny siln¢ inhibovaly
CDKI1 kinasovou aktivitu pfi koncentracich pfiblizné¢ 2-10-krat nizSich nez odpovidajici
6,9-disubstituované puriny. SAR prokdzala podobné vztahy jako u pfislusnych di- a
trisubstituovanych purini s tim, Ze pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny jsou vZdy nékolikandsobné vice
ucinné (Tab. 1). Nejlepsich vysledkli bylo dosazeno s ortho-hydroxybenzylamino (VId) nebo
meta-chloranilino (VIk) C7-substituentem. S nariistajici inhibicni aktivitou roste 1
antiproliferacni aktivita té€chto latek.

Tab.1. Srovnani  CDKl/cyklin B inhibi¢ni a invitro antiproliferacni  aktivity
6-substituovanych-9-isopropylpurinil a odpovidajicich 3-isopropyl-7-substituovanych
pyrazolo[4,3-d]pyrimidind.

Pyrazolo 1Csg isomerni 1Csy C6 event.C7 substituent
[4,3-d] (M) purin (uM)
pyrimidin
CDK1 [ K562 CDK1 | K562
6a 1.2 66 7a 3.6 113 |benzylamino
6b 11 29 7b 23 49  [2-brombenzylamino
6¢c 23 46 Tc 3.8 >167 |4-methoxybenzylamino
6d 0.44 54 7d 4.4 125 |2-hydroxybenzylamino
6e 1.7 88 Te 3.1 >167 |3-hydroxybenzylamino
6f 1.8 112 7f 4.0 >167 |4-hydroxybenzylamino
6g 1.1 26 7g 4.5 104 |3-hydroxy-4-methoxybenzylamino
6h 2.5 >167 7h 9.1 >167 |furfurylamino
6i 1.2 61 7i 6.9 144  |pentylamino
6j 4.5 152 7j 17 >167 |isopent-2-en-1-ylamino
6k 0.9 18 7k 59 54 |3-chloranilino
olomoucin 7 163

3.5.3. Derivaty guaninu a pyrimidinii

Novéa série purinovych inhibitori CDK reprezentovana sloudeninou O°-cyclohexyl-
methylguanine (viz. obr. 8), kterd byla neddvno vyvinuta, je charakteristické relativné nizkou
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inhibi¢ni aktivitou pro CDKI1 (srovnatelnd s olomoucinem), avSak vykazuje 50-krat vyssi
ucinnost pro CDK4 (Arris et al. 2000). Krystalové struktury vybranych sloucenin z této série

¢ @ AN
)@\> eg A

NU2058 NU6027 CGP60474
Obr. 8. Nové purinové a pyrimidinové inhibitory CDK.

ukazaly, ze zplisob zapadnuti téchto latek do ATP vazebné kapsy se v porovnani se vSemi
znamymi purinovymi inhibitory CDK ko-krystalovanymi s CDK2 lisi. O°-alkylovy substituent
totiz piekryva vazebné misto ribosy ATP ve vazebné doméné. Je zajimavé, Ze odstranéni 2-
amino skupiny z NU2058 redukovalo schopnost inhibovat CDKI1, ale jen nevyznamné
potlacilo inhibici CDK2. Methylace na N9 redukovala u¢innost pro ob¢ kinasy. DalSimi
popsanymi inhibitory jsou pyrimidinové slouc¢eniny 2,4-diamino-5-nitroso-pyrimidin (Arris et
al. 1999, 2000) (NU6027) a latka oznacend CGP60474 (Meyer et al. 1998, obr. ).
Slouceniny jsou u¢innymi inhibitory CDK1 a CDK2. Slou¢enina CGP60474 vykazuje velmi
slibné protinddorové ucinky in vitro na fadé nadorovych bunéénych linii (ICso 10 — 100 nM) a
rovnéZ in vivo protinddorovou ucinnost na lidskych nadorech transplantovanych nahym
mySim (Meyer et al. 1998).

3.6. Nahled do krystalovych struktur CDK?2 s purinovymi antagonisty ATP

Podatilo se rovnéz piipravit ko-krystaly vybranych inhibitorti s nékterymi proteinkinasami,
zejména CDK2. Useky CDK2 a vybranych bunéénych proteinkinas, které se podileji
aktivnimi postrannimi fetézci svych residui na vazbé inhibitorli, jsou ve vSech komplexech
s antagonisty ATP prakticky identické a srovnatelné rovnéz s vysledky ziskanymi u CDK2
apoenzymu, komplexu s ATP (De Bondt et al. 1993, Schulze-Gahmen et al. 1996) ¢i
komplexu CDK2/cyklin A (Jeffrey et al. 1995). Molekuly inhibitorti se obecné vazi do
hluboké ATP vazebné Sté€rbiny umisténé mezi N- a C—terminalnimi laloky CDK2 (viz. obr. 9,
ko-krystal CDK2 s roskovitinem). Zjisténa flexibilita rezidui postrannich fetézcti uvnitf
vazebného mista v ramci jednotlivych CDK dava Sanci vyvoji inhibitori specifickych pro
jednotlivé Cleny této rodiny kinas. Vyuziti sekvencnich diferenci konzervativni ATP vazebné
oblasti mezi jednotlivymi kinasami, stejn¢ jako nové, nepopsané interakce uvniti vazebné
Stérbiny, tvoii vychodisko pro raciondlni design a nasledujici vyvoj novych ucinnych a
selektivnich inhibitori proteinkinas (Toledo, Lydon 1997).
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Obr. 9. Roskovitin v ATP vazebném misté¢ CDK2 proteinkinasy.

V pifipadé cytokininu isopentenyladeninu je purinovy kruh otofen o cca 180°
v porovnani s ATP, a to kolem osy tvofené N3 a N7 dusikovymi atomy. To umoziiuje vazbu
isopentenylové skupiny v misté, kde se normalné véaze ribosa ATP. V olomoucinovém
komplexu s CDK2 je purinovy kruh orientovan rozdilng: zde se v mistech vazby ribosy ATP
vaze hydroxyethylamino skupina polohy C2, kdezto N°-benzyl skupina je lokalizovana mezi
B-paskem 1 a B5—a2 spojovaci smyckou, kterd propojuje obé domény CDK2 (Schulze-
Gahmen et al. 1995). Purinovy kruh i postranni fetézce roskovitinu, stejn¢ jako ostatnich
2,6,9-trisubstituovanych purintl, jsou lokalizovany pfiblizné¢ ve stejné pozici jako je tomu u
olomoucinu (Gray et al. 1998). Velmi konzervativni par vodikovych interakci mezi
purinovym dusikem N7 a pateini NH skupinou Leu®, mezi N®-amino skupinou a hibetnim
karbonylem Leu™ je mozné pozorovat u vech tii CDK2/purinovych komplexii (olomoucin,
roskovitin, purvalanol). Dal§i pozorovany vodikovy mustek v téchto komplexech je mezi
elektron-deficitnim vodikem C8 pozice purinového kruhu a patefnim karbonylem kysliku
Glu*. V souhlasu s vysledky SAR je N9 substituent viech purinovych derivati umistén
v malé hydrofobni kapse vytvarené¢ Val'®, Ala®, Phe®, Leu'** a Ala'**. C2 postranni fetézec
purinl se vaze v misté vazby ribosy, avSak pozice jednotlivych C2 substituent se mirné 1isi:
napf. R-isopropyl skupina purvalanolu vytvari mnohonasobné hydrofobni kontakty na s L2
smyckou CDK2 bohatou na glyciny a terminalni hydroxyl tvoii vodikovy miistek se hibetnim
karbonylem GIn'*'. To vede k otevieni kapsy v aktivnim vazebném misté lemovaném
polarnimi postrannimi fetézci Lys”, Asn'>> a Asp'®. Prestoze je tato oblast u
flavonoid/CDK2 struktur obsazena N-methylpiperidinovym kruhem (De Azevedo et al. 1996),
bylo spekulovano o tom, ze dalsi nartst afinity derivatl olomoucinu mize byt pozorovatelny
po piipojeni piidatnych substituentl ke stavajicim C2 postrannim fetézciim (Gray et al. 1998).
Substituent s podobnymi vlastnostmi vS§ak zatim nebyl pfipraven.

U v8ech tfi analyzovanych purin/CDK2 komplexl rentgenovou strukturni analyzou je
vazana aromaticka N°-skupina v regionu mimo konzervativni ATP vazebné misto. Tato oblast
je také obsazena fenylovou skupinou komplext flavonoid/CDK2. Pfevladajici typ interakci je
povahou hydrofobni a vét§inou zahrnuje interakce His*, Phe®, Lys®, Glu® a Ile'” v CDK2.
PrevaZzuje néazor, Ze interakce v této oblasti jsou zodpovédné za selektivitu jednotlivych
derivath purinii a flavonoidl. Pravé 6-benzylamino skupina interaguje s oblastmi, které do
styku s ATP viibec nepfichazeji a jejich aminokyselinové zbytky jsou charakteristické pouze
pro cyklin-dependentni kinasy. V komplexu staurosporin/CDK2 se v této oblasti vaze Cl-
fenylovy kruh. V tomto ptipad¢ ale nevycniva tak daleko ze Stérbiny jako je tomu napf. u
olomoucinu, kde NC®-benzylovy kruh nevytvafi 2zadny vyznamny kontakt sLeu'
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prostfednictvim Van der Waalsovych sil (Lawrie et al. 1997). Pfidatné interakce mezi atomem
chloru a postrannim fetézcem Asp™ byly pozorovany u purvalanolu B. Dvé rozdilné orientace
byly pozorovany pii cca 160° pootoéeni chlorofenylového kruhu, coZ naznacuje na ¢asteéné
protonovany stav Asp®’. Vétsina z  vyzkouSenych substituci C4 anilinového kruhu
trisubstituovanych purinti nesnizuje aktivitu, coz miize byt vyuzito pro jemné doladéni SAR
téchto inhibitort.
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4, Zavér

Studiem N°-substituovanych derivatii adeninu byly ziskany cenné informace pro

vyvoj dalSich derivati s vyznamnymi biologickymi aktivitami, pro studium jejich vyskytu
v rostlindch, pro isolaci a identifikaci jejich novych metabolitli, pro vyvoj imunodiagnostik k
jejich kvantifikaci a imunodetekci a na zavér snad i pro vyvoj potencialnich 1é¢iv nékterych
zavaznych lidskych onemocnéni. Mezi pfipravenymi derivaty byly nalezeny slouceniny
schopné specificky a velmi G¢inné inhibovat nékteré cyklin-dependentni kinasy s vyraznym
vlivem na proliferaci nadorovych bunéénych linii in vitro, ale i latky, které nachazeji uplatnéni
v rostlinnych biotechnologiich, zeméd¢€lstvi, a pfipadné i kosmetickém pramyslu.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Ziskané vysledky lze shrnout v nésledujicich bodech:
Podafilo se vyizolovat a identifikovat fadu novych, pfirozené se vyskytujicich
aromatickych cytokinini. Jedna se zejména o hydroxy a methoxy derivaty 6-
benzylaminopurinu. Tyto latky byly pojmenovany jako topoliny. Pro detekci, kvantifikaci
1 identifikaci téchto latek byly vypracovany origindlni analytické postupy zaloZené
zejména na kombinaci imunoafinitni chromatografie, HPLC-ELISA, GC-MS a HPLC-
MS. Prokézali jsme, ze se aromatické cytokininy vyskytuji obecné v fadé rostlinnych
druht a jsou tedy vSeobecné rozsifenymi fytohormony.
Ptipravili jsme velkou fadu novych derivatii aromatickych cytokinini, jejichZ biologicka
aktivita byla testovana na Urovni receptorti, dale v n€kolika cytokininovych biotestech a
rovnéZ v polnich podminkach. Nékteré z téchto latek vykazuji velmi silnou cytokininovou
aktivitu a jiz dnes nachéazeji uplatnéni v rostlinnych biotechnologiich (zejména pii
mikropropagaci okrasnych rostlin) a déale v kosmetickém primyslu (inhibice senescence
lidskych fibroblastt).
Po nalezeni olomoucinu jsme vyiesili zdkladni vztahy mezi strukturou a aktivitou téchto
latek pro CDK1 a 2. Podafilo se nam vyvinout mnohem u¢inngjs$i purinové inhibitory
CDKI1 nez olomoucin. Raciondlni design téchto latek a ndslednd syntéza a testovani
poskytly u¢inné purinové inhibitory CDK, jakymi jsou napf. bohemin, roskovitin,
olomoucin II a dalsi. U té€chto latek byla prokdzana in vivo protinddorova ucinnost na fadé
zvifecich modelii. Roskovitin byl licencovan firmou Cyclacel (Dundee, U.K.) a v soucasné
dobé se nachazi v II. fazi klinickych zkousek v Evropé.
Polarni substituci N°-benzylu dochazi k vyraznému zvyseni inhibiéni aktivity 2,6,9-
trisubstituovanych purint pro CDK1. Na konci dlouhé série latek se podafilo nalézt
derivat strukturou blizky pivodnimu olomoucinu. Jeho biologicka aktivita v nékterych
testech predc¢i 1 zatim nejucinnéjsi inhibitor CDK purvalanol A. Nova sloucenina byla
pojmenovana olomoucin IL
Podafilo se rovnéZ prokdzat statisticky vyznamnou zéavislost mezi inhibici CDK a
antiproliferacni aktivitou v fadé¢ nadorovych bunécnych linii. ZjiSténa zavislost potvrzuje,
ze inhibici CDK purinovymi derivaty je alesponn castecné zodpovédna za jejich
antiproliferacni Uc¢inky. Ziskané vysledky rovnéZ naznacuji, ze vedle CDK budou mit
substituované puriny i dal§i molekularni cile.
Byla pfipravena a otestovana strukturni analoga 2,6,9-trisubstituovanych purint — 2,6,8,9-
tetrasubstituované puriny. Substituce v poloze C8 vedly k poklesu inhibi¢ni aktivity pro
CDKI1 ve srovnani s ptivodnimi 2,6,9-trisubstituovanymi puriny. Cytotoxicky potencial
téchto latek vSak oproti olomoucinu, roskovitinu ¢i purvalanolu A zistal téméf nezménén.
Za vyraznou cytotoxicitu tedy musi zodpovidat jiny mechanismus, nez jakym je piima
inhibice CDK s naslednym zastavenim buné¢ného cyklu. Toto zjiSténi pochopitelné
ptedstavuje velkou vyzvu pii hleddni bunéénych cilli této skupiny latek. Podafilo se
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pfipravit 1 velmi U¢innou generaci latek na bazi pyrazolo[4,3-d]pyrimidini (blizce
pfibuzné s anticytokininy), které maji ptiblizné tfikrat vyssi protinadorovou aktivitu nez
puvodni olomoucin a jeho derivaty.

7) Ko-krystalizaci nejicinngjSich purinovych derivati s CDK2 a pomoci rentgenové
strukturni analyzy byly zjiStény vazebné interakce mezi jednotlivymi purinovymi derivaty
a CDK2. Tento pfistup umoznil zavedeni molekulového modelovani a dokovacich technik
pfi vyvoji inhibitord CDK.

Z ptikladii uvedenych v této disertacni praci je zfejmé, ze molekularni cile bunécného
cyklu jsou velkou nadé€ji pii hledani novych 1é€iv zavaznych lidskych onemocnéni, jakymi
nadory a dalsi hyperproliferativni onemocnéni zajisté jsou. Véfme, Ze diky nastrojim, které
ma dnes véda v rukou, budeme schopni nalézt dalsi nové latky ovliviiujici nejen aktivitu, ale 1
expresi dulezitych regulacnich proteini/genti bunééného dé€leni lidskych, ZzivociSnych i
rostlinnych bunék.
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5. Perspektivy vyzkumu N°-substituovanych derivati adeninu

Nasim cilem je objasnit ulohu NC°-substituovanych derivati adeninu v rostlinnych i
zivoCisSnych buiikach a potencidlné vyuzit téchto znalosti, nejen ke zvySeni produktivity
zemédelskych plodin a rostlinnych biotechnologii, ale 1 k vyvoji novych generaci terapeuticky
vyuzitelnych latek. Pfilozeny nastin zdaleka nevycerpava celkovy piehled naSich aktivit
v oblasti cytokininfi, kterymi bychom se chtéli zabyvat. Snad je pouze nastfelem toho
nejzajimav¢jSiho, co bychom chtéli v nejblizsi dobé studovat.

Bude zajimavé:

1) Piipravit analoga aromatickych cytokininll s vysokou morfogenni aktivitou v rostlinnych in
vitro kulturach, a tim vyrazn€ zvysSit mikropropagacni potencidl fady in vifro mnoZenych
rostlinnych druhti. Pfinos vysoce aktivnich derivatl 6-benzylaminopurinu (methoxy-, fluoro-,
chloro, methyl- a dalSich derivat() neni tfeba zdlraziovat. Nasim zajmem je rovnéz studovat
ucinnost novych derivati na receptorové urovni a studovat i jejich toxicitu. Mezi témito
latkami hledame 1 ty, které dokaZi inhibovat senescenci lidskych fibroblasti. Vime rovnéz, ze
vétSina zndmych cytokininit inhibuje CDK (rostlinné 1 zivociSné) v mikromolarnich
koncentracich. NaSim zajmem je vyvinout latky s minimdlnimi inhibi¢nimi ucinky pro
rostlinné CDK. Vedle schopnosti inhibovat CDK maji nékteré cytokininy i1 schopnost
inhibovat cytokininoxidasu (CKOx), ¢imZ dochdzi k vzedmuti hladin endogennich
cytokinini. Bude urcit€¢ zajimavé tyto mechanismy detailné objasnit a hledat nejen latky
s jednim mechanismem u¢inku, ale 1 takové, které jich kombinuji vice. Co pfinesou a ukazi
latky, které napf. kombinuji nulovou CDK inhibi¢ni aktivitu s vysokou afinitou
k cytokininovym receptortim a se silnou inhibi¢ni aktivitou pro cytokininoxidasu. Nemohli
bychom tak dospét k ,,supercytokininu® nebo ,,superkinetinu*?

2) Vyvinout nové metodické pfistupy pro analyzy fytohormont, které budou zalozeny na
purifikaci pomoci monoklonalnich a polyklondlnich protilatek. V ptfipadé, ze se podari
vyvinout komplexni metodu analyzy cytokinind, pak pfedpokladame, Ze bude mozné pomérné
jednoduSe analyzovat minimalné¢ 50 riznych metabolith cytokinini ve velmi kratkém
casovém intervalu. Prvni pfedpoklady jiz byly vytvofeny, nebot’ se ndm podafilo nedavno
vyvinout novy metodicky postup pro analyzy cytokinini (je soucasti piedpokladaného
schématu analyz), ktery je zaloZen na purifikaci cytokininii pomoci monoklonalni protilatky
specifické pro cytokininy, kterd nerozpozniava povahu NC°-postranniho fetézce
(nepublikovano). Takova protilatka mize po imobilizaci na nerozpustny matrix vazat nejen
Siroké spektrum zndmych isoprenoidnich a aromatickych cytokinint, ale 1 velké mnoZzstvi
neznamych NC-substituovanych derivatd adeninu. Pfedb&zné vysledky naznaéily, Ze po
aplikaci rostlinnych extraktli na takovou imunoafinitni kolonu je moZné ziskat dokonale
precisténé frakce, které obsahuji zejména latky cytokininové povahy, coZz bylo prokdzano
pomoci diode-array HPLC. Za vyznamnou povazujeme UV detekci fady neznamych latek
cytokininové. Pfedpokladame identifikovat tyto neznamé latky pomoci UV spektroskopie,
GC/MS a HPLC/MS. Vétime, ze tento novy metodicky pfistup snad nepovede v budoucnu
k takovému znepiehlednéni situace s cytokininy, jez je znama u giberelind.

Z prezentovaného rovnéz vyplyvd, Ze bude nezbytné vyrazné zdokonalit déleni
cytokinini vysoko-u¢innou kapalinovou chromatografii. Pokusime se i o zavedeni kapilarni
elektroforézy, metody vykazujici mnohem vyssi separac¢ni ucinnost nez klasicka kapalinova
chromatografie. Pfedpokladame i zavedeni novych technologii (elektrosprej HPLC/MS/MS,
Q-Tof) pro identifikaci cytokinini hmotovou spektrometrii, které ndm umozni identifikaci
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intaktnich molekul nékterych vysoce labilnich latek cytokininové povahy jakymi jsou
nukleotidy, O-glukosidy a konjugaty s aminokyselinami. Chtéli bychom pfipravit i specifické
protilatky pro O-glukosidy, které by nam poskytly moznost isolovat a stanovit intaktni
molekuly téchto cytokininovych metaboliti bez hydrolyzy -glukosidasou.

3) Biosyntéza a metabolismus kontroluji endogenni hladiny ARCK v pletivech velmi striktné.
Zvyseni jejich koncentrace po indukci signaly z vnéjsiho prostfedi je tak dramatické, Ze jiny
proces, nez uvolnéni ribosidl ¢i bazi z konjugovanych forem neptichdzi v tvahu. Nasledujici
rychly pokles trovné CK v pletivech ukazuje i na vysoce G€inny mechanismus metabolické
inaktivace. Za zakladni strategii 1ze proto povazovat charakterizaci drah tvorby a inaktivace
cytokininl cestou biosyntézy, degradace ¢i konjugace a identifikace faktord ovlivitujicich tyto
procesy. Zvlastni pozornost v této oblasti budeme vénovat detailnimu popisu enzymul
kontrolujicich biosyntézu a degradaci cytokininti (rostlinné i bakteridlni), jejich detailni
charakterizaci a zarazeni do EC, popisu mechanismu enzymovych reakci a expresi
odpovidajicich genii v rostlindch. Pokusime se popiipadé i o isolaci a charakterizaci CKOx
pro ARCK ¢i cytokininsyntetasy v rostlindich. Mdme na paméti jak vyvoj inhibitort CKOX,
tak 1 [PT enzymd, nebot’ ty by mohly najit rovnéZ znacné uplatnéni v zemedé€lstvi.

4) Objasnit zvlaStni tlohu cytokinint a strukturdlné piibuznych latek pfi riistovych regulacich
v (ne)nédorovych lidskych a zivociSnych buiikach, kde konecnym cilem by mély byt nové
generace protinadorovych latek "specificky" indukujicich apoptézu nadorovych bungk.
Antimitotické latky obecné prodluzuji nebo inhibuji bunécné de€leni a jak bylo prokézéano,
aktivuji programované mechanismy odumirani bun¢k. Na druhé strané, pokles prolifera¢niho
potencialu nadorovych bun€k jim mlZze umoznit diferenciaci v normalni buiniky. Z téchto
divodl predpokladame testovat antiproliferacni, cytotoxickou a pro-diferenciacni aktivitu
olomoucinu a jeho strukturdlnich analog na fad¢ lidskych a Zivoc¢isnych bunéénych linii.
Vzhledem k tomu, ze prodlouzend mitéza mize vést k programované smrti bunck, budeme
dale analyzovat rozdil mezi apoptoickym a nekrotickym zpiisobem smrti. Za velmi dilezité
pfi vyvoji nové generace protinadorovych latek na bézi rostlinnych hormonti cytokininl
pokladame 1 testovani jejich kancerotoxicity in vivo na zvitatech, studium farmakokinetiky a
metabolismu vyvijenych derivatl, ale i jejich patologickych a patofyziologickych ucinki.
Véfime, ze se nam podafi nalézt nové, vysoce U€inné inhibitory cyklin-dependentnich kinas,
jez budou nasledné pouzitelné pro vyvoj latek se specifickymi cytostatickymi ucinky.
Pokusime se i1 objasnit zvlaStni ulohu pfirozené se vyskytujicich cytokinini pii regulaci
bunééného déleni (ne)nddorovych rostlinnych i1 ZivociSnych bunék. Neddvné zjiSténi, ze
nékteré klasické cytokininy jsou velmi U¢innymi protinddorovymi latkami vytvaii dalsi
predpoklady pro vyvoj nové generace prirozenych cytostatickych 1é¢iv s prozatim neznamymi
molekularnimi mechanismy G¢€inku. Na druhé strané nebude nezajimavé se zabyvat
problematikou studia vyskytu téchto pfirozenych, protinddorové aktivnich cytokininl
v potravinach a hledat tak pro dal$i generace potravinové doplilky s preventivnimi
protinadorovymi Ucinky.

5) Piedpokladame i vyvoj novych generaci 1é€iv fady zadvaznych lidskych onemocnéni, jejichz
zékladem budou N°(C6)-substituované adeniny (puriny). V sou¢asné dobé jiz vyvijime nova
virostatika, zejména ta slouzici k léceni AIDS, ddle latky s antiinflamatornimi (zdducha,
vysoky krevni tlak ¢i alergie), antimikrobidlnimi (antibiotika), imunosupresivnimi a dalSimi
lécebnymi ucinky. Mame jiz nékolik novych agonist a antagonisti a- a -adrenergnich
receptorii na bazi cytokinind, které maji mnohem silnéjsi Uc€inky, nez vSechny dosud
pouzivané latky. Struktury neni prozatim mozZzné prezentovat, nebot se jedna o latky, které
jsou v patentovém fizeni.
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8. Summary

This thesis is related to N°-subsituted adenine derivatives with growth regulatory
properties. It consists of two main topics related either to isolation and unequivocal identification
of new natural aromatic cytokinins in plants or development of cytokinin-derived inhibitors of
cyclin-dependent kinases.

The isolation and unequivocal identification of natural BAP and the high biological
activity of its meta-hydroxylated analogues stimulated us to search for other natural aromatic
cytokinins. Screening was done by ELISAs of HPLC fractions using specific antibodies against
ortho- and meta-hydroxybenzyladenosine. Subsequent isolation and unequivocal identification by
mass spectrometry led to discovery of a broad spectrum of endogenous plant growth substances
structurally similar to a highly active compound, meta-topolin /6-(3-hydroxybenzylamino)purine/,
and to its less active analogue, ortho-topolin /6-(2-hydroxybenzylamino)purine/. The structure of
aromatic cytokinins suggests considerably different biosynthetic and metabolic pathways from that
of zeatin and related isoprenoid cytokinins. From a physiological viewpoint, the aromatic
cytokinins exhibit interesting biological activities, especially those involving organogeneses.
Collectively, mT, oT, BAP (Fig. 1), and their derivatives constitute the natural aromatic cytokinins
(ARCKs), distinguishable from the isoprenoid cytokinins according to their biochemical
properties as well as their spectrum of biological activities. The biological activity of mT and its
riboside in different bioassays is comparable to that of the most active isoprenoid cytokinin,
zeatin. mT 1is already of practical use in plant biotechnology because it combines a good shoot
production with in vitro root formation. This is the first evidence for special biological activity of
a cytokinin in vitro because the cytokinin application usually induces suppression of root
formation. Furthermore, the limited malformation and vitrification effects of mT have been
observed during in vitro multiplication, the defects, which are usually observed on shoots of plants
micropropagated with BAP. We have recently showed that mT plays important role in
acclimatisation of potato microplants in vivo. Furthermore, mT(R) accumulation is probably
phytochrome controlled as observed after red light treatment of Alstromeria leaves. New series of
cytokinins derived from 6-benzylaminopurine (BAP, Fig. 1) have been also developed for
agricultural and biotechnological applications. These compounds exhibit very high biological
activities in different cytokinin bioassays. Preferentially, the methoxy and fluoro derivatives had 2-
10 times higher activity then frans-zeatin and expressed very positive antisenescent and

morphogenetic properties in different in vitro cultures of some horticulture species.
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Our research focused on the primary mechanism of action of plant hormones cytokinins in
cell division cycle has showed that natural plant cytokinins are rather non-specific inhibitors of
various protein kinases. Surprisingly, among aromatic cytokinin derivatives, we have discovered a
compound, 2-(2-hydroxyethylamino)-6-benzylamino-9-methylpurine, named "olomoucine" (OC,
Fig. 1), which specifically inhibits some cyclin-dependent kinases (CDKs) at micromolar
concentration. One of the inhibited kinases, the p34Cd02/cyclin B kinase, assumed to be a key
mitotic factor, which is highly conserved and strongly implicated in cell cycle transitions in all
eukaryotic cells. The design and inhibitory activity of OC was further improved by modifications
at positions 2, 6,and 9, i.e., the positions that control binding to CDKI1. This has recently led to
discovery of novel specific CDK inhibitors named roscovitine, olomoucine II and purvalanol A
(Fig. 1), which display an enhanced inhibitory activity toward CDK1, a higher selectivity for some
CDKs, an increased antimitotic activity at the G1/S and G2/M points of the cell cycle, and
stronger and more selective antitumour effects. The compounds are also effective in vivo and two
of them are already in clinical trials. The purine analogue bohemine and roscovitine were also
used, to study the role on CDKs in cell cycle progression and microtubule organisation in Vicia
faba root tip cells. Both drugs inhibited the activity of immunopurified Vicia faba and alfalfa
CDC2-kinase. An observed transient arrest at the G1/S and G2/M regulatory points indicated that
inhibition of the CDC2-kinase had an effect on both transitions. In contrast to the regular bipolar
spindle in untreated cells, in drug treated metaphase cells abnormally short and dense kinetochore
microtubule fibres were observed. The chromosomes were not aligned on the metaphase plate but
were arranged in a circle, with kinetochores pointing inwards and chromosome arms pointing
outwards. y-Tubulin, which plays a role in microtubule nucleation, also localised to the centre on
the monopolar spindle. The observed abnormalities in mitosis, after inhibition of CDC2-kinase by
specific CDK drugs, suggest a role for this enzyme in regulating some of the steps in plants
leading to a bipolar spindle structure. These compounds also induce apoptosis of different plant

cells in vivo.
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Fig. 1. Chemical structures of 6-benzylaminopurine (BAP), olomoucine, roscovitine,

olomoucine II and purvalanol (from left to right).

36



