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Uvod

Objev cyklin-dependentnich kinaz jakozto regulatord buné¢ného cyklu je pomérné nedavnou
udalosti. Bylo zjiSténo, Zze zastaveni funkce cyklin-dependentnich kindz (CDK) vede také
k zastaveni buné¢ného cyklu, a tak zamezeni déleni bunék. Ve spojeni s onemocnénimi, kde
zhoubné bujeni bunék ma fatalni nasledky pro cely organismus, se tak zrodila myslenka, jak
uplatnit vyzkum CDK pifimo v medicing. Inhibitory, které by zvladly soutézit o vazebné misto
na CDK s pfirozenym substratem adenosintrifosfatem (ATP) a tim zastavit funkci CDK, a
tedy 1 bunécné deleni, by tak mohly byt vyuzity jako lé¢ivo proti alespoit n€kterym typtim

zhoubného bujeni.

Hledani inhibitord CDK mezi vhodnymi molekulami vyzadovalo testovani mnoha stovek az
tisic latek, u nichz se zjist'ovala jejich inhibi¢ni schopnost. Protoze vSak in vitro a in vivo
testovani jsou relativné drahé, byly vyvinuty metody in silico vyuzivajici poc¢itatové techniky
pro prohledavani databazi latek — moznych inhibitorti a odhadovéni jejich inhibi¢ni aktivity.
Podstatnou vyhodou in silico metod je finan¢ni, materialni a také ¢asova tispora Vv piedvybéru

vhodnych latek pro biologické testovani.

V ucitelstvi Ize poznatky z této prace vyuzit naptiklad jako ukazku, Ze i malé molekuly dokazi
ovlivnit chod celé buiiky, a to mize mit dopad na cely organismus. Déle je také patrné z 3D

zapisu, jak malo se od sebe mohou ucinné a neucinné latky lisit.



1. Cile prace

Cilem této bakalarské prace bylo:

e provést literarni reSersi tykajici se cyklin-dependentnich kinaz a in silico metod se
zaméienim na ziskani experimentalnich dat,

e naucit se pracovat v programu MOE, umét kreslit molekuly a tvofit databaze,

e zhotovit databaze pro vice cyklin-dependentnich kindz a vytvotit QSAR model a

analyzovat dulezitost jednotlivych deskriptor.



2. Literarni reserse

Ligand (z latinského ligandum — vazba, spojeni) je molekula, ktera je schopna se navazat na
urcité aktivni misto biomakromolekuly (receptoru). K vazbé ligandu s biomolekulou dochazi
pomoci mezimolekularnich sil, jako jsou napiiklad elektrostatické interakce, van der
Waalsovy sily a vodikové mustky. Pevnéjsi kovalentni vazba mezi ligandem a receptorem je
Vv biologickych systémech vzacna, ale miize se vyuzit pii ndvrhu ligandl. Sila vazby se
nazyva afinitou, ktera je urcena nejen piimou interakci ligandu s receptorem, ale také zménou

interakce s rozpoustédlem.
Podle toho, jak se chovaji, mizeme ligandy délit na substrdty, aktivatory a inhibitory.

Substratem jsou takové ligandy, které¢ je danad biomolekula (enzym, ¢i ribozym) schopna
pfeménit na produkty pomoci chemické reakce. Enzymy se rozliSuji podle toho, jakou maji
substratovou specifitu a tedy naptiklad, zda jsou schopny zpracovavat pouze jeden substrat,

nebo nékolik rtiznych substrata.

Aktividtory jsou pak latky, které uleh¢i béh chemické reakce, aniz by byly samy ménény.
Castokrat se jedna o latky, které se vazi mimo aktivni misto, ale alosterickym ptisobenim

zméni jeho konformaci do G€innéjsi.

Inhibitorem je latka, kterd brani pfeméné substratu na produkt. Podle typu blokace
rozpoznavame inhibitory kompetitivni, akompetitivni a nekompetitivni. Pti kompetitivni
inhibici ligandy soupefi se substratem o vazebné misto na enzymu. V piipadé akompetitivni
inhibice se navaze inhibitor na komplex enzym-substrat a znemozni pfeménu substratu na
produkt. Nekompetitivni inhibice pak nastavd, navaze-li se ligand na alosterické misto
enzymu. Nebrani tedy navazani substratu, ale zpomaluje rychlost jeho pfemény na produkt.
Vétsina inhibitori ptisobi pomoci kompetitivni inhibice, kdy se inhibitor navaze do aktivniho
mista misto substratu, a tak blokuje jeho pteménu. Podle poméru afinit a koncentraci substratu
a inhibitoru pak dojde k mensi ¢i vétsi inhibici doty¢né chemické reakce. Inhibitory receptori
se déli podle toho, zda vyvolaji konformaéni zménu receptoru podobnou, jako by se navazal
puvodni ligand (v tomto pfipad¢ se také hovoti o efektoru), a tedy dojde k pienosu signalu
dale po signalni draze — pak se jedna o tzv. agonisty; nebo zda navazanim inhibitoru nedojde
ke kyzené zméné konformace a signal se dal nepifeda — v takovém piipadé mluvime o

antagonistech.



2.1 In silico metody navrhu ligandi

In silico je oznaceni pro metody, které jsou zalozeny na vyuziti pocitacové techniky. Tento
vyraz vznikl jako zdiraznéni dulezitosti téchto metod spolu s ptivodnéjsimi metodami in vitro
a in vivo (Ekins, S. et al., 2007). Velkou vyhodou in silico metod v porovnani s metodami
invitro (ve skle) je mensi investice do materialu, ¢asova uspora a nezavislost na vnéjsich

podminkach.

Pomoci metod molekulového modelovani neni dnes problém navrhnout téméi libovolnou
molekulu ligandu. Tu je tfeba ulozit v pocitaci tak, abychom s touto strukturou mohli i nadale
pracovat. Vzdy je zapotiebi vyjit z dostupnych experimentaln¢ zjisténych dat. Ligandy a
nizkomolekularni latky obecné mizeme do pocitace zapsat riznym zpusobem, podle toho
jakou informaci pottebujeme posléze vyhledavat. Nejkratsi zapis je tzv. 1D, kdy jde o zptisob
zdznamu V fadce textu podobné, jako bychom zapisovali nazev molekuly ale ve strojové
Citelném zapisu. 1D zdpis bohuzel Casto neni pfiili§ pfehledny (obrazek €. 1). V chemické
literatute se nejCastéji pouziva zpisob 2D zapisu, kdy se zakresluje schematicky tvar
prostorovych molekul. Poslednim typem je 3D zapis, kdy se zapisuji pozice vSech atomu
v molekule do kartézské soutadné sité. Nevyhodou tohoto zépisu bohuzel je, ze tak ke
kazdému atomu musime ukladat 4 bity informace — typ atomu a jeho XYZ soufadnice. Proto
tento zpisob zapisu zabird nejvice mista a v pripadé velkych databazi se mnohdy za béhu
generuje idealizovana 3D struktura na zaklad¢é 1D zapisu. Nejvétsi vyhodou 3D zapisu pak je,
ze nejlépe odpovida skutecné molekule a jejimu tvaru, a tedy je to nejvhodnéjsi zdpis pro

in silico predikéni metody.
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Forma Zpiisob zapisu

COC1=CC=C2NC(=0)CC3=C(NC4=C3C=C(C=C4)S(C)(=0)=0)C2=C1 1D
0
¢
/
H, 0 - 2D

3D

Obrazek ¢. 1: Porovnani zpusobu zapisu 1D, 2D, 3D pro 2-methoxy-9-methysulfonylpaullon.

In silico metody pro predikci ligandi pak muzeme rozdélit do dvou skupin Vv zavislosti na
tom, zda se khledani novych latek vyuziva struktura receptoru (tzv. structure-based
approach), nebo zda se pouzivaji pouze znalosti o znamych ligandech (tzv. ligand-based

approach).

2.1.1 Metody zaloZené na znalosti struktury receptoru (structure-based approach)
Pro prvni pfistup zaloZeny na struktufe je potfeba znat trojrozmérnou strukturu receptoru. Ta
se vétSinou ziska pomoci kombinace rentgenového zafeni a krystalografie, nuklearni
magnetické rezonance nebo tvorbou homolognich modelti. Mezi témito metodami najdeme

napfiklad tzv. dokovani.

Molekularni dokovani je proces, ktery umoziiuje hledat vhodné ligandy k danym
biomakromolekulam, které jsou k nim komplementarni (Ronald, M. A. et al., 1997).
Dokovani umoziiuje najit nejvhodnéjsi orientaci molekul z hlediska komplementarity pii
tvorbé komplexu ligand - receptor. Ve vazebnych mistech receptort Ize pak identifikovat i

jednotlivé skupiny, podle kterych lze odhadnout vazbu s jinymi molekulami.
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proces vylepsen tak, aby byly brany v potaz i konformaéni zmény, zvIast€ u ligandu.
Zohlednéni této flexibility zptesiiuje odhady dokovani (Daniel, L., 2009). Dokovani
V principu nevyzaduje znalost experimentdlné¢ ovefeného ligandu, ale omezend piesnost
metod dokovéani vyzaduje mnohdy alespoil prvotni vstup experimentalnich dat a navrh

puvodnich ligandd.

Dokovani je velmi uzitecnym néstrojem pro vysvétleni funkei proteinovych komplexi. Jeho
vyuziti se d4 uplatnit i v mediciné k vyrob¢ 1é¢iv. To spociva v nalezeni vhodnych inhibitort
urcitych enzymt, které budou co nejvice selektivni, a tedy budou tvofit ucinné 1éky. Jednim
z piikladu vyuziti dokovani v mediciné je studium cyklin-dependentnich kinaz (CDK) a jejich
inhibitorg.

2.1.2 Metody zaloZené na znalosti ligandu (ligand-based approach)

approach). Ligand, ktery se vaze na dany receptor, slouzi jako Sablona pro dal§i molekuly,
které maji podobné fyzikalni a chemické vlastnosti. Mezi tyto metody patii naptiklad QSAR a

farmakofor. Tyto metody mizeme vyuzit, i kdyz nezname trojrozmérnou strukturu receptoru

(Daniel, L., 2011).

QSAR (quantitative structure activity relationship) — je metoda vyuzivajici matematicky
model korelujici chemické ¢i biologické vlastnosti molekuly podle jeji molekularni struktury
pomoci statistickych metod. Pokud pro sadu testovanych molekul najdeme korelaci
S dostupnymi biologickymi daty, pak miizeme matematicky model pouzit pro predikci
biologickych efektli dalSich molekul. QSAR ma ale bohuzel své limity zvlasté pii hledani
novych latek, které by se svou zakladni strukturou vyrazné odlisovaly od latek, na jejichz

zakladé byl QSAR model vybudovan (Ekins, S., 2007).

Farmakofor je 3D usporadani molekularnich skupin ve struktufe ligandu nezbytnych pro
biologickou aktivitu. Systém funguje na zdkladé podobnosti ligandu s piedlohou

(EKins, S., 2007).

Na zavér této podkapitoly je tfeba upozornit, Ze pro otestovani dat ziskanych in silico
modelem je tfeba znat experimentalni data. Nejlépe dostupnd je hodnota znacena jako ICsy.
Toto ¢islo udava koncentraci, pfi niz je inhibovano 50% mnozstvi dané latky. ICsp se bézné

udava pii vyzkumech ucinnosti antagonistickych latek. Obménou pak miize byt pICsp, coz
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odpovida hodnoté —loglCsp, kdy s rostouci schopnosti inhibovat roste i tato hodnota, jeji

rozmezi je vSak v pfijatelnéjSich ¢islech.

2.2 Cyklin-dependentni kinazy

Cyklin-dependentni kinazy patii mezi serin/threonin kindzy. Za objev téchto klicovych
regulatori bunécného cyklu byla paniim L. H. Hartwellovi, T. R Huntovi a P. R. Nurseovi
udélena roku 2001 Nobelova cena za medicinu. Funkce CDK ma vliv nejen na pribéh
bunécného cyklu, ale také na apoptdzu, diferenciaci a transkripci. Naruseni funkci CDK mé
tedy casto vliv pfi onkologickych onemocnénich, ale i pfi poruchach nervového systému. Jak
sam nazev napovida, tyto kinazy tvoii komplex Katalytické podjednotky (CDK) a
podjednotky regula¢ni pro jejich aktivaci, coz je vétsi protein — cyklin. Pouze jako komplex

mohou tyto regulatory buné¢ného ristu fungovat spravng.

Na aktivitu CDK ma vliv pravé podjednotka cyklinu, dale CDK-aktivujici kindzy (CAK) a
také podléhani riznym preménam, napi. fosforylaci. Pro aktivitu CDK1 jsou rozhodujici
cykliny A a B, CDK2 je regulovano cykliny A a E, na CDK4 pusobi cyklin typu D, CDK7 se
poji s cyklinem H a CDKO9 s cyklinem T. Rizné kombinace CDK a cyklint slouzi k regulaci
jinych kontrolnich bodd v bunééném cyklu. Napiiklad CDK2 s cyklinem E hraje roli v G1/S
fazi, zatimco v kombinaci s cyklinem A usnadiuje rozvoj S faze (Dong, X., 2012; Otyepka,
M., 2006). Inhibitory s mensi selektivitou mohou negativné ovlivnit také transkripci, coz snizi
syntézu RNA a tedy i translaci a tvorbu proteint, tedy zpomali bunéény rust
(Jaskova, E., 2010).

CDK se sklada z vétsi C-termindlni domény, kterou tvoii o Sroubovice, a N-termindlni
domény tvorené B skladané listy, mezi nimiz je §térbina. To je misto, kam se vazou ligandy,
at’ uz jde o ATP jako pfirozeny substrat CDK nebo také dalsi inhibitory. Pfi¢emz vzajemna
orientace domén souvisi pravé s navazanou latkou. Na C-terminalni doméné se pak nachazi
tzv. T-smycka. Aktivace CDK pak muize mit jednu nebo dvé& faze. Prvni z nich je navazani
regulaéni podjednotky — cyklinu (obrazek ¢. 2). Dalsim krokem je fosforylace pomoci CAK
v T-smycce, tento krok napomahd aktivaci CDK2, u jinych CDK vSak nemusi probihat.
Zmény mohou nastat i pfi prvnim kroku, kdy CDK misto spojeni s cyklinem muze byt

aktivovana jinymi proteiny jako je tomu u CDKS.
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Obrazek ¢. 2: Lidska CDK2, ZzZluté vyznaceny CDK podjednotka, fialové cyklin A,
PDB ID:1FIN (Otyepka M., 2006).

2.2.1 Role CDK v bunécném cyklu

Bunéény cyklus je regulovan mnoha faktory. Jak jiz bylo zminéno, kli¢ovou roli zde hraje
regulace pomoci komplexi CDK scykliny. V G1fazi pisobi CDK2 v komplexu
s cyklinem E, CDK4 a CDKG6 s cyklinem D. Tyto komplexy maji vliv i na ptechod z G1 faze
do S faze. Pribé¢h S faze a replikace DNA podporuje CDK2 ve spojeni s cyklinem A. Tento
komplex spole¢né s CDK1 a cyklinem A a B zajist'uji nasledny ptechod z G2 faze do faze
mitézy. Bunééné déleni je pak regulovano pomoci CDK1-cyklin B komplexu (obrazek €. 3).
Dalsi vliv CDK nastava také pfi transkripci, zde plni svou ulohu komplexy CDK7-cyklin H,
CDKO9-cyklin T a CDK8 s cyklinem C. Tyto komplexy umozni ¢innost RNA-polymerazy Il a
tim spusti transkripci DNA. CDK7-cyklin H komplex pusobi také zaroven jako CAK.
(Jaskova, E., 2010).
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CDK1-cyklin A
CDK1-cyklin B

CDK4-cyklin D
CDK6-cyklin D

CDK2-cyklin E

CDK2-cyklin A

Obrazek ¢. 3: Bunécny cyklus. Gl faze (riist bunécné hmoty, tvorba RNA a proteinu), S faze
(replikace DNA), G2 faze (zdvojeni organel, vznik mitotického vreténka), M faze (mitoza,
karyokineze, cytokineze)

2.3 Inhibitory CDK

Vliv regulace buné¢ného cyklu pomoci CDK je vyznamny zejména pii vyzkumu nadorovych
onemocnéni, kdy dochazi Casto k deregulaci CDK. Proto je snaha najit pfirozené i umélé
inhibitory CDK, které¢ by mohly zabranit deregulaci a tak i nadmérnému bunéénému déleni.
Nejveétsi potencidl pak maji nizkomolekularni inhibitory, které se jevi pro ptipadnou lécbu
nejvhodnéjsi. Porucha funkci CDK nenastava jen u zhoubného bujeni, ale také u nékterych
neurodegenerativnich chorob (napf. Alzheimerova nemoc), virovych ndkaz, revmatické
artritidy, kardiovaskularni choroby a diabetickych komplikaci (Otyepka, M., 2006;
Jaskova, E., 2010).

Prvnimi vyznamnymi inhibitory, které se dostaly i do klinického testovéni, byly zejména
pfirodni inhibitory jako flavonoid, flavopiridol, staurosporin a jeho analogy, olomoucin,
UCN-01, indirubiny, paullony a butyrolakton, které vSak mély nizkou selektivitu. Diky
znalosti struktur CDK se vSak vyvinuly inhibitory s vys$si selektivitou, napiiklad EXEL-8647,
BS-181, SNS-032, SU9516, AZ703, PD 0332991 a dalsi. Posledni zminovany inhibitor je
kandidatem na specificky inhibitor pro CDK 4 a CDK6 (Jaskova, E., 2010).

2.3.1 Znaky CDK inhibitora
Ptes celkovou rozmanitost maji CDK inhibitory nékteré spole¢né vlastnosti: (1) maji nizkou

molekularni hmotnost (<600); (2) jsou to ploché hydrofobni heterocykly; (3) jsou kompetitory
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pro vazebné misto pro ATP; (4) vazi se na kinazu piedev§im pomoci hydrofobnich interakci a

vodikovych mustki (Knockaer, M., 2002).

CDK inhibitory miizeme rozdé¢lit do tfi skupin. Jsou to inhibitory, které nejsou selektivni pro
zadnou specifickou CDK (napf. flavopiridol a deschloroflavopiridol). Dalsi skupinou jsou ty,
které inhibuji CDK1, 2, 5, pfipadn¢ 9 (napf. olomoucin a (R)-roscovitin). Posledni skupinu

tvofi inhibitory selektivni pro CDK4 a 6 (napft. fascaplysin).

Tyto inhibitory vSak musi soutézit o aktivni misto na CDK s ATP. Vzhledem k velkému
mnozstvi ATP v buiikkach a vysoké afinité k proteintim, musi byt inhibitor dosti zvyhodnén
jinymi vlastnostmi. Dal§im problémem je také velkd podobnost mezi jednotlivymi typy CDK,
ktera se jevi jako piekdzka pro selektivitu jednotlivych inhibitort a také fakt, ze kinazy
zaujimaji mnoho konformacnich stavl. To ale do jisté miry nahrava praveé rozvoji selektivnich
inhibitortt (Jaskova, E., 2010). Pro pouziti CDK pro farmakologické ucely je selektivita
klicovou otazkou, ale zda se, Ze i kombinace plisobeni inhibitoru mize byt terapeuticky

ucinna (Knockaert, M., 2002).

Vyznam inhibitoru vSak nespociva pouze v jejich antiprolifera¢nich ucincich. U inhibitora
sniz§i selektivitou dochédzi k plisobeni na vice typli CDK soucasné, coz vede nejen
k zastaveni bunééného cyklu, ale mize dojit az k apoptoze. Takovéto ucinky vykazuji
napiiklad flavopiridol, roskovitin a SNS-032. Roskovitin podstoupil jiz klinicka testovani a
jeho velkou vyhodou je, Ze zpusobuje apoptozu ve vSech stadiich bunécného cyklu

(Jaskova, E., 2010).
2.3.2 Uziti CDK inhibitora pii 1é¢bé chorob

Rakovina

CDK jsou pro 1écbu rakoviny atraktivni ze tfech divodi, a to pro jejich anti-proliferativni
ucinky, schopnost navodit apoptézu nebo miize inhibice CDK piispét k bunééné diferenciaci.
Pisobeni CDK na bunéény cyklus a zarovenl navozeni apoptozy jsou nezbytné pro efektivni
chemoterapii (Knockaert, M., 2002). Inhibitory CDK uvaZované v 1é€bé rakoviny se navic
jevi jako dobré cesta, protoze jsou vSeobecné snaseny lépe nez chemoterapie, kterd ma mnoho

vedlejsich ucinkt (Jaskova, E., 2010).

Poruchy nervového systému
V nervové soustavé je pro fosforylaci mnohych substrati uplathovana CDKS, ktera je za

normalnich okolnosti aktivovdna proteiny p35 a p39. N&kdy ale miize dojit k navazani
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proteinit p25, respektive p29, které zpiisobi, ze CDKS5 hyperaktivné fosforyluje proteiny
cytoskeletu, coz vede k bunécné smrti. Pfipadnou inhibici CDKS5 by se tedy mohlo zabranit

n¢kterym neurodegenerativnim onemocnénim, napiiklad Alzheimerové chorobé (Knockaert,

M., 2002).

Virové infekce

Béhem né€kolika poslednich let bylo zjisténo, Ze inhibice CDK zabranuje replikaci virt
in vitro. Mnoho virt vyzaduje aktivni CDK pro svou replikaci a nékteré typy vird maji
zakodovany ve své struktufe vlastni cykliny, ¢imz reguluji bunéény cyklus jejich hostitelské
buniky. Nejlépe prostudovany je ptipad herpes simplex viru (HSV). Roscovitin zde inhibuje
transkripci  okamzitych, c¢asnych a pozdnich geni HSV a syntézu DNA
(Knockaert, M., 2002).

Jednobunécni parazité

Plasmodium falciparum (pivodce malarie), Leishmania major (pivodce leishmanidzy),
Trypanosoma brucei (spava nemoc), Trypanosoma cruzi (puvodce Chagasovy choroby) a
Toxoplasma gondii (pavodce toxoplazmézy) — tyto mikroorganismy maji specifické CDK.
Tyto strukturni rozdily mezi parazitickymi a hostitelskymi CDK mohou zapfi€init rozdilnou

afinitu k inhibi¢énim molekulam, a tak vést ke specifickym CDK inhibitorim proti parazitim

(Knockaert, M., 2002).

2.3.3 Predchozi vyzkum na CDK5/p25

CDK5/p25 se objevil jako zésadni lécebny cil pro mnohd akutni a chronicka
neurodegenerativni onemocnéni véetné Alzheimerovy choroby. Na rozdil od jinych CDK,
které se aktivuji spojenim s cyklinem, aktivita CDKS5 souvisi s navazanim proteinu p35. Tento
protein miZze byt proteolytickymi procesy upraven az na p25, ktery stejné tak aktivuje CDKS.
Pti rliznych neurondlnich Grazech muiZze dojit k fosforylaci proteinu tau. PfiliSna fosforylace
tohoto proteinu (i jinych) pifi mnoha neurodegenerativnich onemocnénich zduraziuje
potencialni roli CDK5/p25 komplexu, nejvice pi1 Alzheimeroveé chorobé. Dalsi souvislost se
zda byt i s chorobami jako je ischemie mozku, roztrousSena skleréza, amyotroficka lateralni

skler6za, Huntingtonova nemoc a Parkinsonova nemoc.

Jiz dfive Dbyla provedena kolorimetrickd enzymoimunoanalyza (enzyme-linked
immunosorbent assay = ELISA) a byly nalezeny dva inhibitory pro CDK5/p25, a to bellidin
(ICs0 = 0,2 uM) a 2,4-diaminothiazol (1, ICso = 2,0 uM). Z této struktury se pak vychazelo a
hledaly se inhibitory pro CDK5/p25 kompex s lepsi inhibi¢ni aktivitou (obrazek ¢. 4). Bylo
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pouzito radiometrického testu. Aromaticky dusik v piivodni sloucenin€ 1 nebyl nezbytny pro

inhibici a bylo snahou jej nahradit (Laha, J. K. et al., 2011).

Obrdazek ¢. 4: 2,4-diaminothiazol s oznacenymi rezidui (upraveno z Laha, J. K. et al., 2011)

2.3.4 Predchozi vyzkum na CDK2

Pro data o CDK 2 jsme Cerpali ze studie J. H. Alzate-Moralese a kol. (2007) vyuzivajici
kombinace kvantové mechaniky a molekuldrni mechaniky (QM/MM) pro urceni interakéni
energie pro vazbu protein-ligand, a to mezi CDK2 a péti inhibitory se substituovanym
N26-cyklohexylmethoxypurinem. Ukézalo se, ze QM/MM interakéni energie koreluje
s biologickou aktivitou, a tedy mlze byt vyuzita alespont v ramci urceni substratu. CDK2 ve
vazbé s cyklinem E pusobi v S-fazi v takzvaném reskripénim bodu. CDK2 s cyklinem A pak

hraje roli pfi ukonceni S-faze.

Aktivita CDK-cyklin komplexu mize byt redukovana minimaln¢ dvéma mechanismy. Bud'to
dojde k fosforylaci CDK podjednotky v inhibicnim misté, nebo se CDK spoji se
specializovanymi proteinovymi inhibitory, oznacovanymi jako CKI nebo CDK inhibitory.
Tyto inhibitory soupeii s ATP o aktivni misto na CDK. V nékterych rakovinnych bunkach
jsou CKI malo exprimované, a proto probéhly vyzkumy pro nalezeni syntetickych inhibitord.
Mezi pozoruhodné pokusy o nalezeni takovych inhibitorii patii série sloucenin zaloZenych na
Os-cyklohexylmethylpurinu nebo NU2058 (obrazek €. 5), které jsou inhibitory pro CDK1 i
CDK2. Vykazuji také dobrou selektivitu pro CDK4.
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Obrazek ¢. 5: Struktury se substituovanym N, na derivdat Og —Cyklohexylmethylguaninu, se
zobrazenim cislovani atomii. Sloucenina 2: R = 2-anilino derivat, sloucenina 3: R = 2-(4*-

sulfamoylanilino), sloucenina 7: R = 2-methylamino, sloucenina 9. R = 2-(1-

methylethylamino), sloucenina 25: R = 2-(4*hydroxyanilino) (Alzate-Morales, J. H. et al.,
2007).

Bylo zjisténo, ze je mozné identifikovat tfi druhy charakteristickych interakci pro skupinu
sloucenin vazajicich se na CDK bez znalosti aktivni ¢asti n€které z CDK. Prvni znak je
ptitomnost tripletu vodikovych mustkd k patefi CDK. Tato vlastnost umoziiuje jinou orientaci
slouCenin uvnitt aktivniho mista enzymu s ohledem na jiné inhibitory, jako je flavopiridol a
olomoucin. Druhym znakem je optimalni navazani latky s pfiméfené¢ velkym alifatickym
Og substituentem. Tteti charakteristicky znak interakce je spojen s tzv. specidlnim povrchem,

coz jsou zbytky, které lezi mimo velmi konzervativni misto pro navazani ATP.

Pro zhodnoceni vazebné afinity ligandu je nezbytné uvazovat i flexibilitu proteinu. Zvlasté
kvili konformacni plasticité katalytické podjednotky CDK. Nevyhnutelny je kompromis mezi
ptesnosti a vypocetnimi naklady. Metody molekularni dynamiky mohou byt pouZzity pro
spo¢itani volné energie pro vazbu proteinu a ligandu s vysokou piesnosti se zachovanim
entropie, vcetné flexibility receptoru. Problémem této metodiky je vypocetni usili potiebné
k nalezité Casti z celého nakonfigurovaného prostoru a také parametrizace kazdého nového
ligandu. Proto se vyuZzilo kombinace kvantovych a molekuldrnich metod (QM/MM).
Propojeni téchto metod nabizi dalsi vyhody — zahrnuje polarizaci navazaného ligandu, déle
diky QM nadefinovani ligandu se da snaze piedpokladat jeho dostupna konfigurace (Alzate-
Morales, J. H. et al., 2007).
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2.3.5 Predchozi vyzkum na CDK1/cyklin B

CDKI1 a jeji aktivujici podjednotka cyklin B jsou dilezit¢ v G2 a M fazi bunécného cyklu.
Bylo zjisténo, ze jejich piilisna aktivita se vyskytuje u karcinomu prsu, prostaty i
kolorektalnim karcinomu. Inhibice CDKl1/cyklin B komplexu tedy nabizi také moznost

terapeutického vyuziti, zvlasté u nadorovych onemocnéni (Pies, T. et al., 2004).

Za poslednich deset let bylo nalezeno vice malych molekul, které inhibovaly CDKI.
Nejvyznamnéjsi byl flavopiridol, ktery prosel i1 klinickym testovanim jako protirakovinna
latka. Dalsi skupinou latek jsou paullony, které maji antiproliferativni uc¢inky na kultivované
bunky nadoru. Od nich byly odvozovany dalsi molekuly obménou rezidui Rj, R, a R3
(obrazek ¢.6).

] H o
R" o "(
j#, = x
S _|'IIIII
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Hthf_ )
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parametrll byla znatelna korelace nalezena pouze u elektronovych parametri. Dokonce byla
nalezena linearni rovnice pro tento parametr, kde pICso(CDK1/cyklin B) vystupovalo jako
zavisle proménna (pICsg je oznaceni pro —loglCsp). Zjisténi, Ze lipofilni parametry nejsou
relevantni pro biologickou aktivitu, mize byt vysvétleno faktem, ze slouCeniny nemusi
pronikat pfes membranu pii in vitro CDK1 inhibici. Pro kontrolu vysledkt byly syntetizovany
4 molekuly, které¢ byly dale testovany vzhledem k inhibici CDK1/cyklin B komplexu. Tyto
slouc¢eniny se vyznacovaly siru obsahujicimi substituenty. I pro n¢ byla aktivita uspokojivé
piedvidatelna podle QSAR modelu. Tyto 4 derivaty paullonu prokézaly potencialni inhibici
CDK1/cyklin B komplexu a pti nanomolarnich koncentracich. (Pies, T. et al., 2004)
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3. Metody

Chemicka databaze je seznam molekul, ve kterém jsou zaznamenany i urcité vlastnosti téchto
molekul. Mizeme sem zanést experimentalni data, provadét zde vypocty a predikovat chovani
obdobnych molekul. Pro tuto databazi je nejvhodnéjsi ukladat molekuly v jejich 3D struktuie,
z nejvétsich databazi je Protein Data Bank (PDB). V této databazi jsou ulozeny molekuly

V jednotném formatu.

PDB vyvinula textovy format (.pdb), ktery slouzi k ukladani trojrozmérnych molekularnich
struktur. (Richter, J., 2013).

PDB — Protein Data Bank je pocitacova databaze pro makromolekularni struktury. Text
zahrnuty v datech obsahuje kromé trojrozmérného zaznamu vzajemné pozice vSech atomu
v molekule také informace o zpusobu stanoveni struktury, jeji zakladni analyzy a také
primarni citace (obrazek ¢. 7). Udrzba databaze spada pod Brookhaven National Laboratory.
VSechna data uloZzend v bance jsou dostupna pro vefejnou distribuci pro Ameriku
z Brookhaven na adrese www.rcsh.org. Pro Japonsko z Tokia a pro Evropu z Cambridge jsou

pak tataz data ulozena v duplicitni kopii (Bernstein, F. C. et al., 1977).

REMARK 99

REMARK 99 MOE v2009.1 (Chemical Computing Group Inc.) Thu Jul 18 12:24:54
HETATM 1 C i 0 1.230 0.710 0.000 0.00 0.00
HETATM 2 C # 0 0.000 1.420 0.000 0.00 0.00
HETATM 3 0 i 0 0.000 2.796 0.000 0.00 0.00
HETATM 4 C ® 0 -1.230 0.710 0.000 0.00 0.00
HETATM 5 C # 0 -1.230 -0.710 0.000 0.00 0.00
HETATM 6 CL i 0 -2.720 -1.570 0.000 0.00 0.00
HETATM 7 C # 0 0.000 -1.420 0.000 ©O0.00 0.00
HETATM &8 C # 0 1.230 -0.710 0.000 0.00 0.00
HETATM 9 H i 0 2.165 1.250 0.000 0.00 0.00
HETATM 10 H # 0 -0. 882 3.207 0.000 0.00 0.00
HETATM 11 H i 0 -2.165 1.250 0.000 0.00 0.00
HETATM 12 H ® 0 0.000 -2.500 0,000 0.00 0.00
HETATM 13 H # 0 2.165 -1.250 0.000 0.00 0.00
CONECT 1 9 2 &

CONECT 2 3 4

COMNECT 3 10

COMNECT 4 11 5

COMNECT 5 (3] 7

CONECT 7 12 &

COMECT g 13

END

Obrazek ¢. 7: Ukazka struktury PDB souboru.

3D struktury molekul a jejich celé databaze se pak casto ukladaji jako Molfile (MDL) a
SD format (SDF). Struktura MDL souboru zac¢ina hlavickou, kde je nazev molekuly, na

druhém ftadku muize byt napsdn uZivatel, typ pouzitého programu, datum ¢i podobné
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informace. Tteti fadek hlavicky pak mize obsahovat komentaf. Za hlavickou nasleduje
tabulka atomii a vazeb. Prvni fadek této casti popisuje celkovou informaci, kolik méme
atomd, vazeb apod. Dale uz jsou popsany jednotlivé atomy, na fadku vzdy jeden: jejich
soufadnice X, y a z, o jaky prvek jde a mohou zde byt i dalsi informace. Obdobné je to
s vazbami, kde kazdy radek popisuje jednu vazbu, ¢islo prvni molekuly ve vazbé, ¢islo druhé
molekuly ve vazb¢ a typ této vazby. Opét 1 zde mohou byt dopliujici informace. Déale mize
byt blok vlastnosti nasledovany slovickem END znacicim konec zapisu molekuly. Toto je
charakter MDL souboru, ktery popisuje jednu molekulu. SDF soubory (obrazek ¢. 8) maji tu
vyhodu, Ze v sob€ umi zahrnout 1 doplitujici informace o molekulach, které chceme v databazi
mit ulozeny ve formé& XML zapisu pomoci fadkové notace ,,<ndzev vlastnosti>hodnota
vlastnosti“ a navic umi takto zapsanych molekul pojmout vice (jednotlivé molekuly jsou

oddéleny symbolem $$3$3).

molecule_1 2D

1313 ¢ 0 0 0O 0 0O 0O 0999 v2000

1.2300 0.7100 0.0000 C o o 0 O 0 O 0O O 0 0 0 0
2.1650 1.2500 0.0000 H o o 0 O 0 O 0O O 0 0 0 0
0. 0000 1.4200 0.0000 C o o 0 O 0 O 0 O O 0 0 0
0. 0000 2.79a0 0.0000 O o o 0 0o 0 0o 0 0O 0 0 0 0
-0. 8820 3. 2070 0.0000 H o o 0 0o 0 0o 0 0O 0 0 0 0
-1.2300 0.7100 0.0000 C g 0 o 0 0o 0 0o 0o 0o 0o 0o 0
-2.1650 1.2500 0.0000 H o o0 0o 0 0o 0 0o 0o 0 0o 0o 0
-1.2300 -0.7100 0.0000 C o o0 0o 0 0o 0 0 0o 0 0o 0o 0
-2.7200 -1.5700 o.0000cl o 0 O O O O O O O O 0 0
0. 0000 -1.4200 0.0000 C o o 0 O 0 0 O O O 0 0 0
0. 0000 -2.5000 0.0000 H o o 0 O 0 O O O 0 0 0 0
1.2300 -0.7100 0.0000 C o o 0 O 0 O 0O O 0 0 0 0
2.1650 -1.2500 0.0000 H o o 0 O 0 O 0O O 0 0 0 0
1 2 1 0 0 O 0
1 2 1 0 0 O 0
112 2 O 0 O 0
3 04 1 0 0O 0 0
3 6 2 0 0O 0 0
4 5 1 0 0 0 0
a 7 1 0 o 0 0
6 8 1 O 0 O 0
& 9 1 0 0 O 0
10 2 O 0 O 0
1011 1 O 0 O 0
1012 1 0 0 O 0
1213 1 0 0 O 0
v END
>  <Name>molecule_1
> <rgyr>2.1339495
> <Weight=128. 558
$33%
MOEZ2009 2D
12 12 0 O 0 O 0O © 0O 0999 w2000
1.2300 0.7100 0.0000 C o o 0 O 0 O 0O O 0 0 0 0
2.1650 1.2500 0.0000 H o o 0 O 0 O 0 O O 0 0 0
0. 0000 1.4200 0.0000 C o o 0 0o 0 0o 0 0O 0 0 0 0
0. 0000 2.7620 0.0000 F g o0 0o 0 o 0 0o o 0 0o 0 0

Obrazek ¢. 8: Ukazka struktury SDF souboru (totozna molekula jako v pripadé ukazky PDB

souboru — obrazek ¢. 7).
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Pfed samotnou tvorbou databaze je nutné nejprve zanést do pocitace 3D strukturu molekul.
K tomu je nejjednodussi vyuzit softward, pomoci nichz se daji molekuly kreslit. Ty jsou
vétSinou délany tak, ze prace s nimi je velmi jednoduchd a staci bézna znalost chemie.
Mizeme zde tak spojovat prvky jednoduchymi i nasobnymi vazbami. Stejné tak muzeme
zadat Siroké spektrum jinych vlastnosti, naboj dan¢ho atomu ¢i vazebny uhel. Protoze vsak
vSechny udaje nezname, je Casto zabudovan také Sikovny nastroj pro minimalizaci energie
celé molekuly, coz ndm umozni najit konfiguraci, ve které se nejspis bézné vyskytuje (diky

své energeticky nejmensi naro¢nosti).

Pro tuto praci jsme si vybrali program MOE, ve kterém jsme dané¢ molekuly kreslili
S vyuzitim minimalizace energie MMFF94X. Tento program umoziuje danou molekulu ihned
zapsat do databaze s nejriiznéj$imi charakteristikami, jako je nazev molekuly, citace a také
jsme zapisovali ziskana experimentdlni data, bud’to ICsp, které jsme nasledné pomoci
kalkulatoru v editoru piepocitali na pICso pro sjednoceni dat, a nebo jsme cerpali z ¢lanka
pravé hodnoty pICsp. Pomoci deskriptorii jsme pak o molekulach ziskali piesnéjsi data

k vyhodnoceni.

3.1 Deskriptory

Molekularni deskriptory se vyuzivaji v chemii, ve farmacii, v ochran¢ zivotniho prostredi i pii
mnohych dalSich vyzkumech. Je to zpisob, jak skute¢né molekuly pievést v ¢isla tak, aby
charakterizovaly néjakym zpiisobem chemické vlastnosti dané molekuly a zaroven se daly
vyuzit pro matematické vypocty. Deskriptory se pak daji vyuzit k predpovédi biologickych,
farmaceutickych, chemickych, fyzikéalnich vlastnosti z molekuldrni struktury, tedy pii tvorbé
QSAR modeli. Vyuzitim v databazi pak slouzi k rozpoznéni dulezitych vlastnosti, které
ovliviluji, zda je dand molekula kuptikladu vhodnym inhibitorem ¢i jinak zvyhodnénou
molekulou. Resenim QSAR problému je pak sestaveni rovnice, ktera vyuziva jednotlivych
hodnot deskriptort, tak aby co nejlépe odpovidala vychozim datim a dala se vyuzit pro

predikci neznamych hodnot (Visco Jr., D. P. et al., 2002).

Jednim z dilezitych deskriptora je elektricky dipolovy moment (v databazi pod koédem
AMI1 dipole). Je to vektorova veli¢ina popisujici miru separace pozitivnich a negativnich
elektrickych nabojii (asymetrie elektrického naboje). Jednotkou je nejcastéji Debye — D.
Pokud bychom jej chtéli pfevést na jednotky soustavy SI, pak plati, ze 1D = 3,33564-10

0Cm.
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Dalsi dva deskriptory popisuji plochu povrchu. Jeden z nich udava velikost hydrofobni ¢asti
povrchu (kod ASA H), druhy udava velikost polarni plochy povrchu (kod ASA P), oboje
V jednotkach A% (1A = 0,1nm).

Vyuzit by se dal také deskriptor pojmenovany Lipinski druglike test (kod lip druglike),
vysvétleni mizeme také najit pod ndazvem Lipinsky rule of five. Toto pravidlo znamena

Vv praxi, Ze molekuly jsou Spatn¢€ absorbovany nebo propoustény, pokud

1) maji vice nez 5 ,,darca* vodiku,
2) molekularni hmotnost je vétsi nez 500,
3) logP(o/w) je vétsinez 5,

4) soucet atomu dusiku a kysliku je vétsi nez 10

V databazi je tedy mozno najit v kolonce tohoto deskriptoru budto 1 — molekula je
absorbovatelna, a tedy nejspiSe pouzitelna jako 1éCivo; nebo O — molekula nemize byt

absorbovana, tedy nejspise neplijde pouzit jako 1é¢ivo.

Nasleduje deskriptor znaceny jako logP(o/w) (kod taktéz logP(o/w)), coz je parti¢ni
koeficient oktanol-voda. Cim vy3§i hodnotu tento koeficient ma, tim vétsi je
pravdépodobnost, Ze se molekula bude rozpoustét v oktanolu. Pravdépodobnost rozpustnosti

ve vodé s rostoucim koeficientem klesa.

Dalsim deskriptorem, ktery je dobré vyuzit je, gyraéni polomér (koéd rgyr). Tato velicina

souvisi s velikosti objektu ¢i skupiny bodi a jejich rozloZenim v prostoru. Tento polomér

0sy.

Nasim poslednim dilezitym deskriptorem je molarni hmotnost (kod Weight), coz je

hmotnost jednoho molu dané latky.

Jako dalsi mtizeme uvést deskriptory, které uvadi pocet riznych atomt v molekule. At uz se
jedna o celkovy pocet atomu ¢i pocet atomil uréitého prvku. Deskriptory vSak pocitaji i pocet

kyselych atomi nebo pocet tézkych atomi. Moznosti je opravdu mnoho.
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4. Vysledky

Vytvorili jsme celkem 4 databidze na zadkladé reSerSe (viz elektronicka pfiloha), a to pro
CDK1, CDK2, CDK4 a CDKS5. Databaze pro CDK4 a CDKS5 nejsou rozsahlé a jejich
vysledky jsou spiSe dopliujici. Pro CDKI1 se podafilo vytvofit jiz rozsahlejsi databazi, se

kterou jsme provedli QSAR analyzu.

4.1 QSAR model pro CDK1 inhibitory

Nejlepsich vysledkd jsme dosahli zapojenim téméf vSech zvolenych deskriptorti. Nedilezity
pro model byl deskriptor Lipinského pravidlo péti, ktery nam vzdy vyhodnotil molekuly
vhodné jako 1é¢ivo. DalSim nepotiebnym ukazatelem byl pocet kyselych atomi, protoze se
v molekulach Zzadné kyselé atomy nevyskytovaly. Korela¢ni koeficient r’ tak doséhl hodnoty
0,655. Nejvice se uplatnily deskriptory pro plochu hydrofobniho a polarniho povrchu, celkovy
pocet atomu, gyra¢ni polomér a také pocet akceptorti vazby s vodikem (kod a_acc). Rovnice

pro tento linearni model je na obrazku ¢islo 9.

ESTIMATED LIMEAR MODEL

pIC5@ (CDK1) =

4,.32772

+@.15393 * AM1_dipole
-8.83798 * AS4 H
-8.,84172 * ASA P
+8.36236 * logPlo/w)
+3.88667 * rgyr
-9.80189 * Weight
+2.51399 * a_acc
+8.86587 * a_aro
-8.18259 * a_ base
+2.21128 * a_count
-8.,14586 * a_don

Obrazek ¢. 9: Vysledna rovnice modelu pro CDKI.

Relativni diileZitost je znazornéna na obrazku ¢&islo 10. Cim blize je hodnota u daného

deskriptoru hodnoté 1, tim vice se uplatni tento deskriptor v QSAR modelu.
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RELATIVE IMPORTAMNCE OF DESCRIPTORS

.181811 AM1_dipole
.Beaa88 ASA H
832137 ASA_P
148419  logP({o/w)
LA25597  rgyr
.B37657 Weight
275375 a_acc
834524 a_aro
.B814536 a_base
.B29358 a_count
839711 a_don

Obrdazek ¢. 10: Relativni dileZitost deskriptorii pro QSAR model pro CDK1 inhibitory.

BHDH D HHH DD DH =D

Korelace mezi experimentalnimi daty a predikovanymi je zndzornéna grafem ¢. 1.

$PRED

8.5~ ~

7.5~

6.5

5.5

5 . -

44 45 46 47 48 49 5 51 52 53 54 55 56 57 55 50 6 6.1 62 63 64 65 66 67 68 60 7 7 72 73 74 75 76 7.7 78 79 & 61 82 83 84 85 86 87 83 89
pIC50 (CDK1)

Graf'¢. 1: Korelace mezi experimentalnimi daty (0sa X) a predikovanymi daty (0sa y) pro
CDK1 inhibitory.

Protoze vypocet vSech deskriptorit muize byt obtizny, byl vytvofen model s Sesti
nejdilezitéjSimi deskriptory. Jeho korelaéni koeficient r? byl o néco nizsi, 0,603. Vysledny

model a dileZitost deskriptorti je na obrazku ¢islo 11.

ESTIMATED LINEAR MODEL RELATIVE IMPORTANCE OF DESCRIPTORS
pICs@ (CDK1) = 1.888888 ASL H

2.94181 8.779288 ASL P

-8.82678 * ASA_H 8.459431 rgyr

-8.82781 * ASA P 8.835574 a_count

+2.29353 * rgyr @.243785 AM1_dipole

+8.19814 * a_count 8.114819 logP{o/w)

+8.14581 * AM1 dipole

+8.28938 * logPlo/w)

Obrdazek ¢. 11: QSAR model pro CDK1 inhibitory s Sesti deskriptory, relativni dilezitost
téchto deskriptoru.
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Pokud bychom chtéli model jen spéti deskriptory, odebrali bychom nejspiSe parti¢ni
koeficient oktanol-voda, aviak korelatni koeficient r’* by klesl na hodnotu 0,577. Tato

hodnota je vSak jiz nizka v porovnani s poc¢atecnim korelaénim koeficientem.

Nejucinngj$imi inhibitory pak byly Purvalanol A (Krystof, V. & Strnad, M., 2001), Pies_22,
Pies_8 a Pies_9 (Pies, T. et al., 2004) a také Alsterpaullon (Krystof, V. & Strnad, M., 2001).
Celkovy pocet atomu kolisal, avSak aromatickych atomti bylo vzdy 15 (vyjimka
alsterpaullon — 12), ostatni deskriptory se také pohybovaly v primérnych hodnotach v Sir§im
rozptylu.

4.2 QSAR model pro CDK2 inhibitory

Nejvétsi databaze pak byla pro CDK2, kde analyza dopadla velmi podobné. Deskriptor
Lipinského pravidlo péti zde opét nebyl zapotiebi (vZdy hodnota 1), stejné tak pocet kyselych
atomt byl vzdy 0. Ostatni deskriptory zptesiiovaly korelacni koeficient r’ ktery dosahl
hodnoty 0,653, coz je nepatrné niz§i V porovnani s hodnotou v pfedeslém modelu.
pocet atomiu, pocet akceptori vazby s vodikem, plocha polarniho povrchu a plocha

hydrofobniho povrchu. Vyslednou rovnici tohoto modelu Ize najit na obrazku ¢islo 12.

ESTIMATED LIMEAR MODEL

pIC58 (CDK2) =

1.54545

+@.81993 * AM1_dipole
-8.88358 * AS4 H
-8.88517 * ASA P
+8,17222 * logP{o/w)
+8.74795 * rgyr
+8.81441 * Weight
+8.38545 * a_acc
-8.81873 * a_aro
+@.38282 * a_base
-@.85718 * a_count
-8.88931 * a_don

Obrazek ¢. 12: Vysledna rovnice modelu pro CDK2

Dtlezitost jednotlivych deskriptorti je pak patrna na obrazku ¢islo 13.
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RELATIVE IMPORTAMNCE OF DESCRIPTORS

121212 AM1_dipole
L238837  ASA_H
2468466 ASAL_P
.288735 logP(o/w)
A486l2 rgyr
.BBEBEE Weight
382771 a_acc
841725 a_aro
156892 a_base
433711 a_count
.811911 a_don

DR DO D=0 D5 D

Obrdazek ¢. 13: Relativni diilezZitost deskriptorii pro QSAR model pro CDK2 inhibitory.
Graf ¢islo 2 zobrazuje korelaci mezi experimentalnimi daty pro CDK2 a predikei.

$PRED

i 3 \ H 1 3 1 3 L 1 H 3 i 3 H i 1 1 1 3 ) L 1 i L
4 42 44 486 48 5 52 54 5.6 58 6 6.2 6.4 6.6 6.8 & 72 74 76 78 8 82 84 8.6 88
pIC50 (CDK2)

Graf ¢. 2: Korelace mezi experimentdlnimi daty (0Sa X) a predikovanymi daty (0sa y) pro
CDK2 inhibitory.

I zde jsme vytvofili model, tentokrat s p&ti deskriptory. Korelaéni koeficient r? tak klesl na
0,631, coz je ale uspokojivd hodnota v porovnani s ptivodnim korelacnim koeficientem.

Rovnice tohoto modelu a relativni dtlezitost deskriptort je na obrazku ¢ 14.
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ESTIMATED LIMEAR

pICS@ (CDK2) =
1.32254
+8.81532
+9.32764
-8, 86024
+8.32861
-9.88179

MODEL

&
*
*
*
&

Weight
rgyr
a_count
a_acc
ASA_P

RELATIVE IMPORTAMWNCE OF DESCRIPTCORS

1.B868808
2.181514
8.429692
8.358182
B.888226

Weight
rgyr
a_count
a_acc
ASA_P

Obrdaze ¢. 14: QSAR model pro CDK2 inhibitory s péti deskriptory, relativni diileZitost téchto

deskriptoru.

Velmi dobré vysledky pro inhibici CDK2 dosahly molekuly Purvalon B, NU6102 a molekuly
oznacené jako Babu 10-18, Babu 26, Babu_ 27, Babu 28, Babu_37 (Babu, P. A. et al.,

2007). Z ostatnich zdroji pak vynikala molekula oznacend Alzate-Morales 2 (Alzate-
Morales, J. H. et al., 2007).
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4.2.1 Rozpéti deskriptort v databazi pro CDK2
Abychom provedli jest€¢ lepSi analyzu vyuziti deskriptort, vytvofili jsme tabulku pro
extraa¢inné inhibitory (pIC50 >8, sublOnM), ucéinné inhibitory (pIC50>6, subuM)

(tabulka ¢. 1) a porovnali jsme rozsah hodnot deskriptort v téchto skupinach s hodnotami pro

vSechny inhibitory.
pIC50 > 8 pIC50 > 6 vSechny
CDK2 . . .

min med max| min med max | min med max
AM1 dipole[D] | O 15 29| O 6 29| O 4 29
ASA_H [A7] 353 485 537|286 282 579|277 431 579
ASA_P[AY 116 236 277| 65 185 277 | 65 166 277
logP(o/w) 0,37 1,55 6,36(0,37 2,79 6,36|0,37 2,41 6,36
Rgyr [A] 3,44 3,84 3,84|3,35 4,38 551|3,30 3,96 5,551
Weight [grmol™] | 323 447 467|261 405 504|220 360 504
a_acc 4 6 8 1 5 8 1 5 8
a_aro 15 17 20, 9 17 20| 9 15 20
a_base 0 1 2 0 0 2 0 0 2
a_count 40 52 61|31 45 61|30 43 61
a_don 2 4 7 1 4 7 0 4 7

Tabulka ¢. 1: Minimdlni, maximdlni hodnoty a medidn deskriptorii pro extraiicinné

(pIC50 > 8, sub10nM), ucinné inhibitory (pIC50 > 6, subuM) a pro vsechny testované latky.

U dipolového momentu, partiéniho koeficientu oktanol-voda a poctu bazickych atomu
(a_base) se hodnoty deskriptori u ucinnych nebo extrai¢innych inhibitori nijak vyrazné
nelisi. Celkova plocha hydrofobniho a také polarniho povrchu je vSak u extrat¢innych latek
vy$$i. Naopak gyraéni polomér se u extrau¢innych latek zmenSuje, coZ naznacuje, Ze jde o
latky spiSe kompaktni. Molarni hmotnost se pohybuje ve vysSich hodnotach mezi pfiblizné
320 a 470g-mol™, coz je v uz§im rozpéti v porovnani se viemi molekulami a opét jde spise o
vétsi molekuly, podobné jako tomu bylo u obou povrchovych deskriptort. Pocet akceptori
vazby s vodikem je u extraucinnych inhibitort 4 a vice, aromatickych atomu je v této skupiné
také vice v porovnani se vSemi molekulami, a to od 15 do 20. Celkovy pocet atoml u
extrai¢innych inhibitorli je spiSe vyssi, je zde i1 vice donorli vazby s vodikem (a_don).
Vsechny tyto odliSné vlastnosti ndm mohou pomoci pii hleddni novych potencidlnich

inhibitord.
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5. Diskuze

Cyklin-dependentni kinazy fidi bunéény cyklus a tim ovliviiuji déleni bunky. Jejich nadmérné
pusobeni miize mit nasledky pro cely organismus, at’ uz se jedna o riznd onemocnéni jako je
rakovina, virova infekce ¢i jiné neurodegenerativni choroby (Knockaert, M., 2002). Vyzkum
CDK je proto vice nez vhodnou cestou, jak tyto nemoci 1é¢it. In silico metody se zdaji byt
nejlevnéj$im a také nejrychlejSim zplisobem feSeni. Jejich vyznam se zlepsujici se technikou a
dostupnosti téchto metod stoupa. Prestoze in silico metody se dosti rizni a mohou byt
postaveny jak na struktuie ligandi, tak i na stavbé receptoru, jejich cil je v tomto piipadé
stejny. Snahou je vzdy nalézt co nejucinngjsi inhibitory CDK a zjistit spole¢né vlastnosti

téchto inhibitort pro hledani dalSich G¢innych latek.

Pravé pro srovnani riznych vlastnosti inhibitorti je dobré vytvorit databaze, kde mtizeme
ligandy zaznamenavat pomoci 3D zapisu. Ten je nejpfesnéj$i a zachovava tak nejlepsi
informace o inhibitorech. Vyuzitim deskriptori pak ziskame piehled o spoleénych, resp.

ruznych vlastnostech inhibitord.

Na zakladé¢ reserSe a ziskani experimentalnich dat byla ptipravena tedy databaze ligandt pro
CDK1, CDK2, CDK4 a CDK5. Z QSAR analyz pro CDK1 a CDK2 byly ur¢eny dllezité
deskriptory. V piipadé CDKI1 §lo o celkovou plochu hydrofobniho a polarniho povrchu,
celkovy pocet atomli v molekule, gyracni polomér a o pocet akceptorti vazby s vodikem. Pro
QSAR model pro CDK2 inhibitory byly dtlezité deskriptory s jinou prioritou, a to nejprve
molarni hmotnost, dale pak gyraéni polomér, celkovy pocet atomli v molekule, pocet
akceptorti vazby s vodikem a ¢astecné i celkova plocha hydrofobniho a polarniho povrchu. To
se nam podafilo potvrdit i podle rozpéti hodnot téchto deskriptor u extratéinnych inhibitort

V porovnani se vSemi molekulami.

Z dulezitosti deskriptori u jednotlivych CDK Ize vidét, Ze nejsou dllezité vzdy stejné

deskriptory. Tento fakt by mohl pomoci pfi hledani vice selektivnich inhibitord.
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6. Zavér

Byla provedena reSerSe a ziskany experimentalni data. Z téch jsme sestavili pomoci programu
MOE databaze inhibitord pro CDK1, CDK2, CDK4 a CDKS. K databazim pro CDKI1 a
CDK2 jsme dale vytvorili QSAR model s dobrymi korelacnimi koeficienty. Pro nasi nejvetsi
databazi inhibitordt CDK2 jsme dale provedli analyzu rozpéti deskriptori pro ucinné a
extrau¢inné inhibitory. Tato analyza potvrdila relativni dulezitost jednotlivych deskriptori
Z QSAR analyzy. Databaze ligandt pro CDK 1, CDK2, CDK4 a CDKS5 mohou byt pouzity pro

nasledné dalsi in silico zpracovani a navrh dalSich vhodnych inhibitor.
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Elektronické prilohy

Soucasti prace jsou i elektronické pfilohy na CD ROM, které obsahuji databazi pro CDK1,
CDK2, CDK4 a CDKS5 ve formatu SDF.
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Seznam zkratek

CDK cyklin-dependentni kinaza/y

QSAR quantitative structure activity relationship
RNA ribonukleova kyselina

ATP Adenosintrifosfat

HSV herpes simplex virus

DNA deoxyribonukleova kyselina

CAK CDK-aktivujici kinazy

ICs0 inhibi¢ni koncentrace pro 50% dané latky
QM/MM kvantova mechanika / molekularni mechanika
CKI inhibitor/y cyklin-dependentnich kinaz

pICso Odpovida hodnoté —loglCs

PDB Protein Data Bank

MOE Molecular Operating Environment, software
MDL Molecular Design Limited, zkratka molfile souboru
SDF Structure-data format

XML Extensible Markup Language, znackovaci jazyk
AML1 dipole dip6lovy moment

ASA H plocha hydrofobniho povrchu

ASA P plocha polarniho povrchu

lip-druglike Lipinského pravidla péti

logP(o/w) parti¢ni koeficient oktanol-voda

rgyr gyraéni polomér

Weight molarni hmotnosti

a_acc poctu akceptort vazby s vodikem

a_acid pocet kyselych atomut

a_aro pocet aromatickych atomt

a_base pocet bazickych atomu

a_count Celkovy pocet atomil

a_don poctu donort vazby s vodikem
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