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1. UVOD

1.1. Bunécna signalizace

Buriky v mnohobunéénych organismech spolu komunikuji pomoci mnoha
chemickych extracelularnich signali. Mimobun&éné signdlni molekuly, puasobici jako
ligandy, jsou uvolflovany signalnimi burikami a nésledné pfedavany cilové buiice
prostiednictvim receptorového proteinu. NavaZzou se na pfislusny receptor, zpisobi tim
konforma¢ni zmény jeho cytosolickych nebo receptorovych domén a vyvolaji tak
specifickou buné¢nou odpovéd’. Chovani buriky je fizeno pfevodem extracelularniho
signalu na intracelularni signély v cilové buiice. Proces, ktery pfevadi signaly na buné¢né

odpovédi, se nazyva bunééna transdukce.

Signaly pusobi na dlouhou nebo kratkou vzdalenost a existuji &tyfi zdkladni
zpusoby komunikace. Signalnimi molekulami endokrinni signalizace jsou hormony, které
se uvoliiyji z endokrinnich bun€k a z nich ptisobi na cilové buriky. Je to komunikace na
dlouhou vzdalenost. P¥i parakrinni signalizaci signalni molekuly difunduji lokéalné
extracelularni matrix a pusobi v blizkosti bunék, které je vyluduji. Tietim zpisobem
komunikace je neuronova signalizace. Zpravy jsou pfedavany na velké vzdalenosti a velmi
rychle pomoci axonl. Nejdokonalejsi zplsob pfenosu signalu na kratkou vzdalenost
nevyZaduje uvolnéni vyluGované molekuly. Jedna se o pfimy kontakt prostfednictvim

signalnich molekul v plazmatickych membranach bunék.

Signalni molekuly nejsou schopny pfechazet pfes plazmatickou membranu do
cilové buriky. Receptorové proteiny jsou ztohoto divodu umistény v plazmatické
membranég, zachycuji signaly z vn&jsku a pfedavaji upravenou zpravu pfes membranu do
buiiky. Receptory miZeme rozdélit do tfi hlavnich tfid: receptory spojené s iontovymi

kandly, receptory spojené s G-proteiny a receptory spojené s enzymovou aktivitou.



1.1.1. Receptory spojené s enzymovou aktivitou

Receptory spojené s enzymovou aktivitou maji vyznamnou ulohu p#i odpovédich
buriky na ristové faktory. Rustové faktory jsou extracelularni signalni proteiny, které fidi
rist, proliferaci, diferenciaci a pfeziti bun€k v Zivo&isnych tkanich. Tyto receptory jsou
transmembranové tj. na vné&j3i strané plazmatické membrany maji extraceluldrni doménu,
ktera vaze ligand, zatimco intracelularni €ast je nositelem vlastni enzymové aktivity.
K aktivaci dochazi po konforma&ni zméné proteinu navazanim ligandu. Nejvétsi skupinou
téchto receptori jsou receptorové tyrosinkinasy (RTK), jejichZ cytoplazmaticka doména
fosforyluje tyrosinové postranni fetézce vybranych intracelularnich proteinti. Navazani
ligandu na receptor zptisobi dimerizaci receptoru a kinasovou aktivitu, coZ umoZni
RTKasam vzajemnou fosforylaci n€kolika tyrosini postranniho fetézce [1]. Fosforylované
tyrosiny slouzi jako vazebné misto pro ptisludny intracelularni protein, ktery pfebird signal
a pfenasi ho dale do nitra buiky. K defosforylaci, tedy k ukonéeni aktivace receptoru,

slouZi proteintyrosinfosfatasy (PTP).

Neékteré z intraceluldrnich signalnich proteinli, které se vaZzou na aktivované
RTKasy, funguji jako fyzikalni proteinové adaptéry [2]. Jsou to malé bilkoviny, které
obsahuji domény vazajici se k fosfotyrosinovym zbytkim RTKas, napi. GRB2 (guanine
nucleotide-exchange factor). Obecné tyto domény pfipojuji receptory k jinym proteintim.
Vytvoti se komplex, ktery se navaze na dal$i proteiny, tim se aktivuji a predavaji signal
dale. Tato cesta vede k aktivaci RTKas a k aktivaci malého intracelularniho signalniho
proteinu RAS. Jde o GTPasu, kterd je v aktivnim stavu s navazanym GTP a nasledné
interaguje s proteinovymi efektory, coz vede k aktivaci fosforyla¢ni kaskady. Postupné se
fosforyluje fada proteinkinas, pfi€emz jako posledni fosforyluji regulaéni proteiny ur€itych
genid a méni se schopnost regulovat jejich prepis. Hydrolyza GTP na GDP uvede G-protein
do neaktivniho stavu. Proteiny RAS jsou produkovany v cytoplazmatickych prekursorech a
na jedné své podjednotce vaZzou GTP. Funguji jako molekularni pfepinace, které pfenaseji

signdl z receptoru do cytoplazmatické MAP-kinasové kaskady [3].



1.2. MAP-kinasy

1.2.1. Rozdéleni a funkce

Rodina mitogeny-aktivovanych proteinkinas (MAPK) zahrnuje kaskadovité
uspofadanou sit’ serin-threoninproteinkinas, které se wlastni signalnich transdukci a
zprostfedkovavaji tak odpovéd’ buriky na fadu stimuld (ristové faktory, chemicky ¢&i
osmoticky stres, infekce aj.). Uloha MAP-kinasové signalizace byla poprvé popséna u
jednobunéénych eukaryot Saccharomyces cerevisiae (pivni kvasinka) [4]. MAP-kinasy
hraji zasadni roli v regulaci bunétné proliferace a diferenciace. Dosud byly
charakterizovany tfi hlavni skupiny MAP-kinas: p38MAP-kinasova rodina, ERK
(extracellular signal-regulated) a JNK-kinasova (c-Jun NH,-terminal kinase) rodina [5].
MAP-kinasova rodina p38 se skldda ze &tyf riznych isoforem p38a, p38f, p38y, p389,
které sdileji dilezité strukturni homology. Je aktivovana stresovymi podnéty a rovnéz
spojenim cytokini s jejich ligandy. Funkce spo¢iva v regulaci apoptosy a bunééného cyklu
a v pferudeni bunééné diferenciace. JNK-kinasova skupina zahrnuje tfi ¢leny JNK1, INK2
a JNK3 a je také aktivovana stresovymi podnéty a ristovymi faktory. Funkce je podobna
jako u kinasové rodiny p38. ERK rodina zahrnuje kinasy ERK1 a ERK2, které si jsou
strukturné velmi podobné. Dalsimi ¢leny ERK rodiny strukturné homologické s klasickou
téidou (ERK1 a ERK2), av$ak funkéné odlisné jsou ERK3, ERKS/BMK1 a ERK7. Obecné
je tedy MAP-kinasova signalni cesta aktivovana pomoci cytokinii a ristovych faktord,

které zprostfedkovavaji tvorbu specifickych biologickych odpovédi.

1.2.2. ERK-kinasova signalni cesta

Nejlépe prostudovanou, tzv. klasickou® MAP-kinasovou drédhou je ERK.'
Fosforylaéni ERK-kinasovou kaskadu lze zjednodu$ené zapsat: RTK — RAS — RAF —
MEK — ERK. Za¢ina aktivaci receptorové tyrosinkinasy vazbou epidermalniho ristového
faktoru (EGF) k jeho receptoru (EGFR). EGFR obsahuje ve svych cytoplazmatickych

doménach pfinejmensim devét tyrosinovych zbytkd schopnych fosforylace, pfi¢emz sedm

' Z historickych diivodd je dodnes v literatufe pom&mé b&né, e se setkdvame s oznadenim této
drahy jako MAP-kinasové, MAP-kinasou se pak ¢asto mini ERK. Aby se pfedeslo nedorozumé&nim, neni pro
ucely této prace oznateni ,,MAP-kinasa“ pouZivano pro oznaleni ERK, ale vyhradn€ ve svém obecnéjSim

smyslu.



z nich slouzi jako autofosforylaéni mista. Cytosolicky protein, fungujici jako molekulovy
adapter pro EGFR, obsahuje SH2 domény, které se vazou na fosfotyrosin aktivovaného
receptoru. Déle také obsahuje dvé SH3 domény, které vazou receptory k druhému
cytosolickému proteinu - SOS (Son of sevenless) [6]. Tim se SOS aktivuje a pfemisti se
zcytosolu  do membrany, kde  aktivuje = nékterého  z¢leni  rodiny
RAS : N-RAS (neuroblastoma RAS viral oncogene homolog), H-RAS (Harvey RAS viral
oncogene homolog) nebo K-RAS (Kirsten RAS viral oncogene homolog). Deregulace
RAS proteind je velmi ¢asto pozorovana u nadorové transformovanych bunék, vystupuji
tedy jako protoonkogeny. JelikoZz RAS je typickd GTPasa, pfi jeho aktivaci dojde
k uvolnéni GDP a navazani GTP. RAS-GTP se pak pfimo vaZe na RAF-kinasu, kterou dale
aktivuje.

RAF-kinasa (Ser-Thr-kinasa) existuje ve tfech riznych isoforméch.
RAF-1 (C-RAF), A-RAF a B-RAF. Enzym se nachazi se”v cytosolu, za normélnich
okolnosti v neaktivnim stavu v disledku vazby inhibi¢niho proteinu 14-3-3. Tento protein
vaze fosfoserinové zbytky nejen v RAF, ale i v mnoha dalSich dulezitych signalnich
proteinech. Aktivované RAS-GTP se pfipoji k N-termindlnim regulaénim doménam RAF,
zrudi se inhibice jeji aktivity, dojde ke konformaéni zmén€ v RAF a pferusi se spojeni
s proteinem 14-3-3. Jeden =z fosfoserini je defosforylovan a dal§i fosfoserinové a
fosfotyrosinové  zbytky jsou fosforylovany kinasou. Tyto zmény vyvolaji vzrist

RAF-kinasové aktivity.

RAF fosforyluje a aktivuje dvojici specifickych proteinkinas MEK1 a MEK2 [7].
K aktivaci dochédzi diky fosforylaci dvou serinovych zbytkl v aktivnim misté. Kazda
zisoforem RAF aktivuje MEK1 a MEK2 jinym zpiisobem. A-RAF je slaby aktivator,
B-RAF upiednostiiuje aktivaci MEK1, RAF-1 aktivuje efektivné ob& kinasy MEK.
Odhaduje se, Ze MEK1 resp. MEK2 je pfitomna ve vy$§i koncentraci nezZ RAF, ¢imz
zesiluje signal smérem k ERK. MEK1 a MEK2 fosforyluji dvé mista, jde o tyrosinové a
threoninové zbytky kinasy ERK1 resp. ERK2.

Katalytické misto ERK-kinasy zustava diky rozloZeni aminokyselin v neaktivnim
stavu. Vazbou MEK k ERK se tato konformace destabilizuje a dochazi k fosforylaci
tyrosinu a nasledné sousedniho threoninu, pfiCemZz oba tyto fosforylované zbytky
intereaguji s dal$imi aminokyselinami. Zpisobi tim zménu konformace na rozhrani dvou

domén ERK-kinasy a umozni tak vazbu ATP do katalytického mista. Prostfednictvim



fosfotyrosinového zbytku se pfipojuje specificky substratovy protein. Fosforylace
podporuje nejen katalytickou aktivitu ERK-kinasy, ale také jeji dimerizaci. V této formé
pak muiZe byt pfemisténa do jadra, kde fosforyluje transkrip¢ni faktory regulujici genovou
expresi cilové bilkoviny. Inaktivace vysoké aktivity ERK-kinasy nastane odstranénim
fosfatu z tyrosinového a threoninového zbytku u€inkem fosfatas [8]. MKP (MAP kinase
phosphatases) je skupina dudlnich fosfatas spojenych s tyrosinfosfatasovou rodinou [9].

Tyto enzymy tedy defosforyluji oba zbytky, av§ak fosfotyrosin je upfednostiiovan.

1.2.3. ERK2-kinasa a jeji mutace

Pomoci trojrozmémé (krystalické) struktury nefosforylované ERK?2 lze popsat stav,
kdy ma ERK2 nizkou aktivitu. Enzym obsahuje malé N-terminalni a velké C-terminalni
domény, které jsou navzijem spojené [10]. ATP se vaze hluboko v katalytické mezefe
mezi témito doménami (aktivaéni misto). Zde se také vaZe proteinovy substrat. Pfistup
k aktivaénimu mistu blokuji substratu dvé aminokyseliny Tyr-185 a Thr-183. Tato blokace
je zpisobena prevazné Tyr-185, ktery svym skrytym fetézcem obsazuje aktivaéni misto.
Duélni fosforylace téchto aminokyselin podmini konforma¢ni lokalni zmény N- a
C- terminalnich domén a pfemisténi Tyr-185. Uvolni se tak prostor kolem aktiva¢niho

mista pro navazani substratu.

Bylo charakterizovano nékolik mutaci ERK2, coZ napomohlo porozuméni
jednotlivym fosforylaénim mistim a aktivaci enzymi v této mutované formé€. Mutace
struktury ERK2 na Tyr-185 zpusobi lokalni zmény konformace po aktivaci ERK2. Déle
také mutace zplisobi zménu v pofadi patnacti zbytkd aminokyselin aktivaéniho mista od
Asp-173 po Ala-187, coz vyvola zmény ve struktufe a zaroveii se sniZi aktivita enzymu.
Struktura aktivaéniho mista je pak nestabilni a sta¢i malé mnozZstvi energie k vyvolani
konformaénich zmén [11]. Fosforylaéni misto pak musi ziskat jinou konformaci, aby bylo
fosforylovano kinasou MEK (MAP kinase kinase, MAPKK). Tyr-185 je ukryt
v konformaci ERK2, kde je nizka aktivita. PFipojujici se energie poskytovana interakci
ERK2 s MEK miZe byt dostacujici k uvolnéni Tyr-185 ze skryté pozice, a tak dovoli
pfistup k aktivnimu mistu MEK.



1.3. Vyznam MAP-kinasové signalizace v protinadorové terapii

Nadorové bujeni je vysledkem nejrizné€jSich alteraci gend mutacemi, pfi¢emz
dochéazi ke ztrat¢ kontroly proliferace, diferenciace a zaniku bunék. Nasledkem je
neomezeny rust nadorovych bunék, ktery miiZze byt podporovan nebo potlacovan signaly
zprostiedkované MAP-kinasovou cestou (RAS-RAF-RAF-ERK). Tato kaskada reguluje
mnoho buné&énych funkci, jednou z nich je pravé bunééna proliferace a pfezivani bunék.
Proto se tato signdlni draha stala cilovym mistem terapeutického zasahu proti nadorovému
bujeni. Tento pfistup reprezentuje nové sméry vyvoje 1é€iv proti rakoviné navrZenych tak,

aby piesn¢ zasahly cil a byly méné toxické neZ béZna chemoterapeutika.

MAP-kinasova cesta je velmi ¢asto aktivovana u riznych typt nadoru [12]. Mezi
pfispivajici faktory patfi napf. genové mutace kli€ovych kinas a nedostatek endogennich
inhibitorti, které by jinak tlumily aktivitu signalni cesty. Genetické studie identifikovaly
mutace B-RAF nebo N-RAS ve vét§in€ kozZnich melanoml. Aktivovand mutace v N-RAS
fungujici jako onkogen v neuroblastomech, se nachazi pfedevS§im v melanomech, jimz
chybi B-RAF mutace. K aktivaci MAP-kinas v melanomech pfispivaji nemutované RAS a
RAF [13]. Mutace B-RAF nebo N-RAS neni jediny zptisob, jak buiika melanomu zajisti
trvalou MAP-kinasovou aktivaci. Genetické zmény zpisobi, Ze melanomy chybuji pfi
expresi gendl kédujici proteiny, které negativné reguluji ERK fosforylaci. Naptf. mnoZstvi

inhibitoru RAF-1 kinasy je u melanomu viditelné sniZeno [14].

MAP-kinasova cesta se podili na regulaci buné¢ného preziti a da se do ni efektivne
zasahnout pomoci farmakologickych inhibitorti. Existuji naptiklad studie, které ukazuji na
apoptotickou bunéénou smrt vyvolanou MEK inhibitory v melanomovych buné¢nych
kulturach [15], coz napovida, Ze MAP-kinasova inhibice mizZe byt dileZitou soucésti

mechanismu, pfi némz zasaZeni specifického B-RAF vyvola apoptosu.

Dalsi studie popsaly piispévek autokrinnich ridstovych faktori (hepatocytarni a
fibroblastovy ristovy faktor) k aktivaci MAP-kinasy v melanomu. Jiné studie naznacuji, Ze
endotelialni buiiky jsou primarnim cilem RAF inhibitorti in vivo a Ze protinadorové G¢inky
téchto chemickych latek vysokou mérou pfispivaji k inhibici angiogeneze. MAP-kinasova
kaskada je kli€ovy efektor RAS-GTPas, které jsou nejfrekventovanéj$imi onkogeny
v lidskych neoplasiich.



1.4. Inhibice proteinkinas

Existuje né&kolik cest, jak zasdhnout cilové enzymy. Napi. protilaitkami nebo
malymi molekulami, které blokuji interakci mezi substraitem a kinasou (inhibitory).
Klasické inhibitory proteinkinas blokuji jejich aktivitu interakci v aktivnim misté
(nejéasteji ve vazebném mist¢ pro ATP). Ne&které inhibitory v8ak mohou pisobit i

nekompetitivnim mechanismem v tzv. alosterickém misté enzymu.

Lepsi pochopeni pfi¢in nadorového bujeni na molekularni Grovni vedlo k rozvoji
inhibitord proteinkinas pro klinické vyuZiti. Inhibitory jsou dulezitym zakladem pro
vyzkum protizanétlivych, protinadorovych a dalich terapeutik. Velky tspéch v onkologii
ziskal tyrosinkinasovy inhibitor imatinib, pouZivany pro lé¢bu chronické myeloidni
leukémie (CML), erlotinib ¢&i gefitinib jsou zase G¢inné napiiklad proti rakoviné plic. Mezi
dalsi jiz schvalené inhibitory proteinkinasové signalizace patii napf. trastuzumab,
pouzivany k lé¢bé rakoviny prsu, bevacizumab, uéinny proti metastatickym forméam
karcinomu tlustého stieva a rekta. Trastuzumab a bevacizumab jsou piikladem
protilatkového pfistupu k blokadé urcité signalni drahy, nikoli enzymové inhibice
v pravém slova smyslu. Mnoho dal$ich potencialnich inhibitort je stile ve fazi vyzkumu,
kdy se zjistuji vedlejsi ucinky a toxicita v preklinickych a posléze v klinickych studiich
[16].

Imatinibmesylat, prodavany pod nazvem Gleevec (kod STI-571), je derivatem
2-fenylaminopyrimidinu a pouziva se pro lé¢bu chronické myeloidni leukémie, gastro-
intestinalnich stromalnich nadorti (GIST) a nékterych dal8ich malignich nadort. Patfi mezi
prvni ¢leny nové tfidy u¢innych agens, které inhibuji ptimo tyrosinkinasy (TK). Chronicka
myeloidni leukemie je charakteristickd specifickou chromosomalni abnormalitou
oznatovanou jako filadelfsky chromosom. Ten je vysledkem translokace ¢&asti
chromosomti 9 a 22, pfiCemz dochazi k nepfirozenému kontaktu genu pro BCR
(Breakpoint Cluster Region) s genem pro Abl (Abelson protooncogene) za vzniku fuzniho
genu BCR-Abl Jeho transkript je konstituéné aktivni tj. nevyZaduje aktivaci dal$imi
bunéénymi proteiny. BCR-AbI protein aktivuje fadu proteint regulujicich bunéény cyklus
a zrychluje tak buné¢né déleni. Imatinib je pomérné selektivnim inhibitorem TK domény
BCR-Abl. Kromé& n¢&j inhibuje dale c-kit a PDGF-R (platelet-derived growth factor
receptor), ale nikoli dalsi tyrosinkinasy. Gefitinib je specifickym inhibitorem TK domény

10



receptoru pro epidermalni ristovy faktor (EGF). V roce 2003 uspé3n€ proSel gefitinib
v USA v3emi tfemi fazemi klinickych testd [17] a v soucasnosti se pouziva vyluéné pro

terapii nemalobunéénych plicnich karcinomi (NSCLS).

HER rodina transmembranovych tyrosinovych receptori zahrnuje &tyfi Eleny
(HER1-4). Trastuzumab je protilatka zaméfena proti HER2 tyrosinkinasovému receptoru a
je pouzZivana pro lé¢bu nadorti prsu, u nichZz je HER2 amplifikovan nebo nadmérné
exprimovan [18]. Trastuzumab inhibuje signalni cestu (RAS-RAF-MAP-kinasy)

zprostfedkovavajici bunéénou proliferaci.

Dal$im zpisobem lé€by nadorového bujeni jsou terapeutika, které modifikuji
translaci a sdruZzovani enzymi. Byly nalezeny proteiny, které udrZuji stabilitu kinas a
dal$ich proteinti. Hsp90 je jednim ze $aperont regulujici skladani, stabilitu a funkci mnoha
onkoproteinti. Velmi u¢inny Hsp90 inhibitor imituje ATP blokujici hlavni ATPasovou
aktivitu Saperonli. Vede to k degradaci kinas a proteind, které interaguji s Hsp90. Mezi

takové inhibitory patii geldanamycin zastavujici rist buné€k ovarialniho karcinomu [17].

Je mnoho mechanismi, pomoci kterych je nadorova buitka schopna piedejit
zavislosti na specifické signalni cesté a stat se tak odolnou vici terapeutikiim. Arteagova
skupina zjistila, Ze nejefektivn&j$i cestou pro cilenou lé¢bu rakoviny je kombinace

nékolika proteinkinasovych inhibitori [17].

1.5. Acyklické nukleosidfosfonaty (ANP)

Acyklické nukleosidfosfonaty (ANP) jsou vyznamnou skupinou biologicky
aktivnich nukleotidovych analogi, vyvinutych Prof. Holym v Ustavu organické chemie a
biochemie Akademie v&d Ceské republiky (UOCHB AV CR). Charakteristickym
strukturnim prvkem ANP je ptitomnost fosfonometoxyskupiny, ktera je pfipojena éterovou
vazbou pies alifaticky fetézec k purinovému nebo pyrimidinovému kruhu (obr. 1). Tato
vazba nepodléha katabolismu, a proto jsou ANP v porovnani s klasickymi nukleosidy
stabilnéjsi.

Mnoho ANP mé velmi dobrou protivirovou G¢innost proti Sirokému spektru DNA

virt a retrovirl, nékteré vykazuji téZ vyraznou protinadorovou aktivitu [19,20]. V posledni
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dob¢ jsou intenzivné studovany i vsouvislosti s jejich imunomodulaénimi a
antiparazitarnimi u€inky [21]. Spektrum biologické aktivity se odviji od struktury
konkrétnich ANP, a to jak od struktury baze, tak postranniho fetézce. DuleZity je rovnéz
fakt, Ze aby mohly ANP vykazovat své biologické u¢inky, museji byt napied po vstupu do
builky postupné fosforylovany na difosfaty (odpovidajici 5’-trifosfatim klasickych
nukleosidil). Mnohé ANP maji ve své struktufe asymetricky uhlik (obr. 1), vyskytuji se
tedy ve dvou stereoizomernich forméch. Aktivita je obvykle striktné vazana pouze na
jeden z téchto dvou stereoizomeri. Proto je potfeba absolutni konfiguraci latek disledné

rozliSovat (symboly R- a S- v nazvu).

Ry

* R,
@)
//_
ROt
OH

Obr. 1. Obecny strukturni zdaklad ANP ldtek. Hvézdicka oznacuje asymetricky uhlik.
R; — adenin, guanin, cytosin, diaminopurin;, R2 — CH; (PMP série)) CH,OH (HPMP
série), H (PME série)

O

PMEA {9-[2-(fosfonomethoxy) ethyl]adenin} (adefovir, Hepsera®) je klinicky
pouzivan pro 1é€bu chronické hepatitidy B (HBV) [19]. (R)-PMPA {(R)-9-[2-
(fosfonomethoxy) propyl]adenin} (tenofovir, Viread®) je tispé$né antivirotikum proti HIV
a nyni se klinicky zkou$i i jeho pouziti proti HBV [22]. Latka PMEG {9-[2-
(fosfonomethoxy)ethyl]guanin} byla studovana pro pisobeni proti Shope papillomavirus
(CRPV), coz je infekéni onemocnéni kraliki (keratinové karcinomy na hlav€) [23].
V neposledni fadé je oviem tato latka vyznamna svymi protinddorovymi uU¢inky a jeji
dvojité prolé¢ivo (GS-9219) je ve fazi klinickych zkou$ek pro terapii lymfomu [24].
PMEDAP {2,6-diamino-9-[2-(fosfonomethoxy)ethyl]purin} pisobi proti MSV (Moloney
murine sarcoma virus) a Friendové leukemii (FLV) [25] a podobné jako PMEG ma i

zvyraznéné antiproliferaéni uinky. (S)-HPMPA {(S)-9-[(3-hydroxy-2-fosfonomethoxy)
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propylladenin} je u€inny proti prvokim Trypanosoma brucei rhodesiense a T. gambienze
zpusobuyjici spavou nemoc [21], (S)-HPMPDAP {(S)-9(3-hydroxy-2-fosfonomethoxy-
propyl)2,6-diaminopurin} zase inhibuje rist Trypanosoma brucei brucei [26]. (S)-HPMPG
{(S)-9-(3-hydroxy-2-fosfonomethoxypropyl)guanin} je u¢inny proti viru Herpes simplex
(HSV) [27], (R)-PMPG {(R)-9-[2-(fosfonomethoxy)propyl]guanin} byl testovan in vitro
proti imunodeficitni aktivit¢ viru HIV [28], stejné tak (R)-PMPDAP {(R)-9-(2-
fosfonomethoxy-propyl)-2,6-diaminopurin} [29].

1.6. Strategie hledani novych inhibitori ERK-kinasy

Jak bylo dfive uvedeno, mnohé proteinkinasové inhibitory ptisobi ve vazebném
mist€ pro ATP enzymu, jde tedy o klasickou kompetici s jednim ze substratii kinasové
reakce. Lze predpokladat, Ze latky nukleosidové/nukleotidové povahy obecné mohou
kompetovat s ATP o vazebné misto v aktivnim centru kinasy a pusobit tak jako jeji
inhibitory. Timto soufasnym vyzkumnym zajmem je identifikace novych a uéinnych
inhibitori  ERK-kinasy, ktera je ustfednim bodem ERK-kinasové signalni drahy a
potencidlnim mistem zasahu selektivnich protinadorovych 1é¢iv. Inhibitory ERK by mohly
velmi vhodné¢ a cilené doplilovat chemoterapii onkologickych pacientd, u nichZ je

ERK-signalni cesta aktivovana.

Z literatury je zndma minimalné jedna latka nukleosidového typu, kterd je u¢innym
inhibitorem proteinkinasy ERK2 - 5-iodotubercidin (obr. 2). Tato latka je zéroven
inhibitorem adenosinkinasy, enzymu zodpovédného za fosforylaci adenosinu na AMP
[30].

13



HO 0

HO OH

Obr. 2. Struktura 5-iodotubercidinu (ERK2 inhibitor, Ki ~ 0,5 umol )

Vzhledem k tomu, Ze ANP jsou potencidlni protinddorova lé¢iva, bude bezesporu
zajimavé i jejich hodnoceni z hlediska inhibiéniho u¢inku na ERK kinasu. ANP, které jsou
pfedmétem studia této bakalaiské prace, zahrnuji jak analogy s prokazanou antiproliferaéni
aktivitou (PMEG, PMEDAP), tak analogy, které tuto aktivitu nemaji. Bude zajimavé
sledovat i to, zda existuje korelace mezi protinddorovym u¢inkem téchto latek a inhibici
ERK tj. pokusit se odpovédét na otazku, zda se inhibice ERK na antiprolifera¢ni aktivité
ANP podili.
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2. CIiLE PRACE
e Optimalizace reakénich podminek pro radiometrické stanoveni proteinkinasy ERK2
(vliv teploty, ¢asovy pribeh)
e Stanoveni vlivu rozpoustédla (DMSO) na aktivitu proteinkinasy ERK2

e Screening acyklickych nukleosidfosfonatii na inhibi¢ni u¢inky vici proteinkinase
ERK2
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3. MATERIAL A METODY

3.1.

Pouzité pristroje a pomicky

Pristroje:

TRI-CARB 2900TR, Perkin Elmer
pH metr PHM 240, MeterLab
analytické vahy Sartorius

vortex

centrifuga

Pomucky:
Automatické pipety, sklenéné pipety, odmémé valce, kadinky, mikrozkumavky,

pinzeta, ulrafiltr (0,45 pm x 47 mm), Biichnerova nalevka, fofocelul6zové disky
(Whatman P-81, primér 2,5 cm)

3.2.

Chemikalie

TRIS (2-amino-2-hydroxymetylpropan-1,3-diol): SERVA, Némecko
EGTA (etylenglykol-bis(2-aminoetyleter)-N,N,N',N'-tetraoctova kyselina):
SIGMA

DTT (1,4-dithiothreitol): SIGMA

ATP (adenosin-5'-trifosfat): SIGMA

MgCl; 6.H,0: SERVA

DMSO (dimethylsulfoxid): SIGMA

5 — Iodotubercidin: CALBIOCHEM

MAP Kinase 2: CALBIOCHEM, U.S a Kanada

[y-**P]-ATP: MP BIOMEDICALS, USA

MBP (Myelin basic protein): MP BIOMEDICALS, USA

H3PO, (85 %): PENTA, CR
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e Aceton: PENTA, CR

e HPLC voda (utrafiltrovand)

e  Acyklické nukleosidfosfonaty (ANP): PMEA, PMPA, PMEG, PMEDAP,
(S)-HPMPA, (S)-HPMPG, (S)-HPMPDAP, (R)-PMPG, (R)-PMPDAP

3.3. Metody

3.3.1. Radiometrické stanoveni aktivity proteinkinasy ERK2 in vitro

Princip stanoveni:

Proteinkinasy katalyzuji pfenos y-fosfitu z ATP na hydroxylovou skupinu serinu,
threoninu nebo tyrosinu substratu (proteinu). Pribéh fosforylace lze sledovat pomoci
znateného [y->*P]-ATP, stanovenim radioaktivity inkorporované do peptidového substratu
pomoci kapalné scintilace. V tomto pfipad¢ sledujeme fosforylaci substratu MBP (myelin

basic protein) rekombinantnim enzymem MAPK?2 (ERK2).

Priprava roztoki:

Zasobni TRIS-HCI kinasovy pufr (5x konc., 80 mmol.I"'; pH 7,5) byl pfipraven
rozpusténim 485 mg TRIS, 38 mg EGTA a 310 mg DDT ve 40 ml HPLC vody, pH
upraveno pomoci 1M HCI na 7,5 a objem doplnén vodou do 50 ml. Ptiprava zésobniho
roztoku ATP + MgCl, (5x) spoéivala v rozpusténi 1,31 mg ATP a 4,8 mg MgCl, v 4,75 ml
HPLC vody. Zasobni roztok substratu (MBP, 5x) byl pfipraven rozpusténim 1 mg MBP
v500 pul HPLC vody. VSechny zéasobni roztoky byly rozpipetovany do alikvoti a
zamraZzeny na -20 °C. Oplachovaci roztok 0,5% kyseliny fosfore¢né byl pfipraven
zfedénim 2,94 ml 85 % fosfore¢né kyseliny v 500 ml HPLC vody. Roztok byl uchovéavan
pii 4 °C.

Postup stanoveni:

Termostat byl nastaven na 30 °C, zasobni roztoky rozmraZeny a uchovany na ledu.
Nasledné byly pfipraveny 5x koncentrované zasobni roztoky inhibitord (testované latky,
5-iodotubercidin, DMSO). Roztok ATP s MgCl, byl té€sné pred pouzitim smichan
[y-32P]-ATP (3,75 nCi/75 pl) a uchovavan na ledu. Veskera manipulace s radioaktivnim

materidlem probihala v digestofi za ochrannym S§titem a za neustalé kontroly kontaminace
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Geiger-Miillerovym pocitatem. Enzym (ERK2-kinasa) byl tésné pied pouzitim nafedén na
pracovni koncentaci 100 ng/6 pl 1x kinasovym pufrem.

Do popsanych mikrozkumavek bylo pipetovano 6 ul reagencii v tomto potadi: pufr,
inhibitor (resp. DMSO, H,0), substrat, enzym. Tento premix byl diikladné promichan na
vortexu, kratce centrifugovén a preinkubovan 5 min pfi 30 °C. Reakce byla startovana
ptidavkem 6 pl znaeného ATP a lehce promichana. Inkubace probihala 30 min pti 30 °C,
neni-li uvedeno jinak. V mezidobi byly pfipraveny tfi promyvaci lazné€ s 0,5% kyselinou
fosfore¢nou a posledni s ¢istym acetonem. Na kazdy oplach jednoho vzorku bylo poéitano

5 ml jednotlivych roztoka.

Po uplynuti doby inkubace byla reakce zastavena nanesenim 2 pl reakéni smési na
pfedem oznaceny fosfocelulézovy disk, ktery byl po vsaknuti (30 s) vhozen do prvni
promyvaci 14zng. Disky byly postupné promyvany na michac¢ce 3 x 5 min v 0,5% kyseliné
fosfore¢né (odstranéni neinkorporované radioaktivity), posledni oplach byl v acetonu. Déle
byly disky rozloZeny na polystyren potaZeny alobalem, ditkladn& vysuseny pod IC lampou
a vloZeny do oznaéenych scintilaénich vialek. Po pfidavku 5 ml toluenového scintilaéniho
koktejlu byla stanovena radioaktivita kapalnou scintilaci. Findlni koncentrace sloZek

reakéni smési jsou uvedeny v tab. 1.

Tab. 1 SlozZeni reakcéni smési

Objem
(ul) Finalni koncentrace
Kinasovy pufr (4x) 6 20 mM TRIS; 0,5 mM EGTA; 10 mM DDT

Inhibitor/DMSO/voda (5x) 6 variabilni

MBP (5x) 6 0,4 mg/ml

ERK kinasa (5x) 6 100 ng
ATP+MgCly+[ y-"P]ATP
(5x) 6 100 uM ATP; 10 mM MgCl,; 0,3 Ci
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Vypocet reakéni rychlosti v:

CPMiyy CPM gy (mol-1")-¥(1)
CPM total 1(s)- Men, (mg)

v(nmol-min” -mg™) =

v = konv. 4136 nmol/min/mg

v=reakéni rychlost

CPM = counts per minute; mnoZstvi impulsi >’P zaznamenanych kapalnym
scintilatorem

CPMinkorp = inkorporované CPM na jeden filtr

CPMioial = 100% konverze *?P do proteinu = 44000 CPM

CPMwugp = koncentrace Myelin basic proteinu

¥ = objem vzorku na jeden filtr =2.10° 1

t = doba inkubace = 30 min.

Menz = hmotnost enzymu = 6,67 ng na jeden filtr

CPM

konv = inkorp

CPM

total
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4. VYSLEDKY

4.1. Optimalizace reakénich podminek pro radiometrické stanoveni

proteinkinasy ERK2 (vliv teploty, ¢asovy prubéh)

Vétsina biologickych enzymovych reakci ma teplotni optimum kolem 37 °C, coz je
také nejéast&jsi teplota obecné pouzivana pro biochemické reakce in vitro. Rada autort
vSak ve svych pracech popisuje standardni provadéni proteinkinasovych reakci pfi teploté
30 °C [31], vyjimeéné i 25 °C [32]. Proto bylo nejprve ovéfeno, ktera reakéni teplota je
optimalni pro stanoveni proteinkinasy ERK2 v podminkach této laboratofe. Experiment
byl provadén pii teplotach 30 °C (tab. 2) a 37 °C (tab. 3). Pro obé teploty byla provedena
inkubace v ¢asovych intervalech 10, 20 a 30 minut za G¢elem nalezeni oblasti linearni
reak¢ni rychlosti, a tedy i optimélni délky inkubace pro dal$i experimenty. Vysledky jsou
ptehledné shrnuty na obr. 3.

Tab. 2 Casovd zdvislost aktivity proteinkinasy ERK2 pFi reakéni teploté
30 °C

) produkt v Vpriim
t (min) |CPM L a1
(M) (nmol.min".mg"™") | (nmol.min".mg"")

311 29 28,96
252 2,35 23,46

10 24,00 + 3,82
211 1,97 19,65
257 2,39 23,93
512 4,77 47,67
512 4,77 47,67

20 45,72 +£ 4,82
414 3,86 38,55
526 4,9 48,97
858 7,99 79,89
708 6,6 65,92

30 67,53 +£10,16
593 5,52 55,21
742 6,91 69,09
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CPM — counts per minute; mnoZstvi impulsi *’P zaznamenanych kapalnym
scintilatorem
v —reakéni rychlost

Vpram — prumé&rnd reakéni rychlost ze 4 paralelnich méfeni + smérodatna odchylka

Tab. 3 Casovd zdvislost aktivity proteinkinasy ERK2 pri reakéni teploté
37 °C

) produkt v Vprim
t (min.) |CPM . : : .
(LM) (nmol.min”.mg") | (nmol.min"".mg")
388 3,61 36,13
290 2,70 27,00
10 32,12+ 7,29
433 4,03 40,32
269 2,51 25,05
693 6,46 64,52
600 5,59 55,86
20 62,78 £ 14,23
879 8,19 81,84
525 4,89 48,88
1078 10,04 100,37
898 8,37 83,61
30 94,62 + 19,90
1277 11,90 118,90
812 7,56 75,60

CPM - counts per minute; mnoZstvi impulsi *’P zaznamenanych kapalnym
scintilatorem
v — reakéni rychlost

Vprim — prumérna reakéni rychlost ze 4 paralelnich méfeni + smérodatna odchylka
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Obr. 3 Casovy priibéh reakce katalyzované proteinkinasou ERK2 pri
30°Ca37°C

4.2. Stanoveni vlivu rozpoustédla (DMSO) na aktivitu
proteinkinasy ERK?2

Nukleotidové analogy, které jsou testovany na inhibi¢ni vlastnosti vuci
proteinkinase ERK2 v nasledujicim pokusu, jsou pfevazné latky dobfe rozpustné ve vodé&.
5-iodotubercidin, ktery byl pouzit v t&hto experimentech jako pozitivni kontrola, stejné
tak jako mnohé dalsi latky, které se v budoucnu budou testovat na inhibici ERK2 kinasy,
jsou ve vodé mnohem huife rozpustné. Nejb&zné&j§im rozpoustédlem lipofilnich latek pro in
vitro provedeni biochemickych reakci je dimetylsulfoxid (DMSO). Bylo proto zji§tovano,
zda DMSO samotné ovliviiuje pribéh kinasové reakce (tab. 4, obr. 4). V téchto
podminkach nepfipadaji do uvahy koncentrace DMSO vyssi nez 0,4% v reakci. Proto byla
testovana pouze tato jedna koncentrace a pro hodnoceni pfipadné koncentraéni zavislosti
jesté koncentrace dvakrat niz$i (0,2%). Funk¢nost testu byla ovéfena pouzitim znamého
inhibitoru ERK2 - S-iodotubercidinu.
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Tab. 4 Viiv DMSO na aktivitu proteinkinasy ERK2

produkt v Vprim %
cPM 1 1 1 1
(M) (nmol.min".mg"") | (nmol.min".mg") | kontroly
1305 12,20 121,50
kontrola |1411 13,14 131,37 127,10 £ 4,10 100
1378 12,84 128,30
2912 27,13 271,13
0,2%
1098 10,23 102,23 110,15+ 7,91 87
DMSO
1268 11,81 118,06
1281 11,93 119,27
0,4%
1490 13,88 138,73 122,34 + 12,32 96
DMSO
1171 10,91 109,03
305 2,84 28,40
5-Idtub 332 3,09 30,91 28,15+ 1,26 22
270 2,52 25,14

CPM - counts per minute; mnoZstvi impulsi *’P zaznamenanych kapalnym
scintilatorem

DMSO - dimethylsulfoxid

v — reakéni rychlost

Vprsm — pramérna reakéni rychlost ze 3 paralelnich méfeni + smérodatné odchylka

5-Idtub — 5-iodotubercidin
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Obr. 4 Vliv DMSO a 5-iodotubercidinu na aktivitu proteinkinasy ERK2

24



4.3.

Vliv acyklickych nukleosidfosfonati (ANP) na aktivitu
proteinkinasy ERK2

V tomto experimentu bylo testovano devét acyklickych nukleosidfosfonati (ANP)
na inhibi¢ni u€inky vici proteinkinase ERK2 (tab. 5, obr. 5). Jako pozitivni kontrola byl

opét pouzit S-iodotubercidin.

Tab. 5 Aktivita proteinkinasy ERK?2 po pridavku ANP, 5-iodotubercidinu

cPM .| 1 1 1
(uM) (nmol.min".mg"™") | (nmol.min"".mg"") |kontroly

3030 28,23 282,11

kontrola 256,83 + 35,75 100
2487 23,17 231,56
2861 26,65 266,38

PMEA 277,78 + 16,13 108
3106 28,93 289,19
2518 23,46 234,44

PMEG 265,26 + 43,58 103
3180 29,62 296,08
3059 28,50 284,81

PMEDAP 270,61 + 20,08 105
2754 25,65 256,42
3215 29,95 299,34

(S)-HPMPA 281,83 + 24,75 110
2839 26,45 264,33
2668 24,85 248,41

(S)-HPMPG 261,44 + 18,43 102
2948 27,46 274,48
3291 30,66 306,41

(S)-HPMPDAP 294,08 + 17,45 115
3026 28,19 281,74
2615 24,36 243,47

(R)-PMPA 252,37 + 12,57 98
2806 26,14 261,26
2645 24,64 246,27

(R)-PMPG 262,33 £ 22,71 102
2990 27,85 278,39
2772 25,82 258,09

(R)-PMPDAP 265,91 £ 11,06 103
2940 27,39 273,73
671 6,25 62,47

5-Idtub 56,89 + 7,90 22
551 5,13 51,30
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PMEA - 9-[2-(fosfonomethoxy) ethyl]adenin

(R)-PMPA - (R)-9-[2-(fosfonomethoxy) propyl]adenin

PMEG - 9-[2-(fosfonomethoxy)ethyl]guanin

PMEDAP - 2,6-diamino-9-[2-(fosfonomethoxy)ethyl]purin

(S)-HPMPA - (S)-9-[(3-hydroxy-2-fosfonomethoxypropyl]adenin
(S)-HPMPDAP - (S)-9(3-hydroxy-2-fosfonylmethoxypropyl)2,6-diaminopurin
(S)-HPMPG - (S)-9-(3-hydroxy-2-fosfonomethoxypropyl)guanin

(R)-PMPG - (R)-9-[2-(fosfonomethoxy)propyl]guanin

(R)-PMPDAP - (R)-9-(2-fosfonylmethoxypropyl)-2,6-diaminopurin
CPM - counts per minute; mnoZstvi impulsi *’P zaznamenanych kapalnym

scintilatorem

v — reakéni rychlost
Vpram — prumé&rna reakeni rychlost ze 3 paralelnich méteni + smérodatna odchylka
5-Idtub — 5-iodotubercidin

Obr. 5 Porovndni ERK2-inhibic¢ni ucinnosti acyklickych nukleosidfosfondtu

(ANP)
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5. DISKUSE

Proteinkinasa (MAP-kinasa) ERK je soucasti bunétné signaliza¢ni kaskady RAS-
RAF-MEK-ERK, jejiz aktivace vede k potlaeni apoptotické bunééné smrti a ktera je
velmi Casto aktivovana v nadorovych builkach. Proto je tato draha atraktivnim cilem

farmakologického zasahu pfi terapii nddorovych onemocnéni.

Na pracovistich UOCHB AV CR jsou vyvijeny latky s potencialnim
protinadorovym a protivirovym u¢inkem strukturné odvozené od nukleosidi/nukleotidi.
Resersi v literatufe bylo zjist€no, Ze je popsan inhibi¢ni u€inek purinového analogu,
5-iodotubercidinu, na ERK-kinasu. Pro urgitou strukturni podobnost acyklickych
nukleosidfosfonatti (ANP) syntetizovanymi na UOCHB s 5-iodotubercidinem, potaZmo s
ATP, bylo cilem této prace zjistit, zda mohou také ANP inhibovat ERK-kinasu. V této
laboratofi byla zavedena radiometrickd metoda pro in vitro stanoveni aktivity ERK-kinasy,
optimalizace reakénich podminek byla pak jednim z cila této prace. ERK kinasa existuje
ve dvou isoformach ERK1 a ERK?2, které se vyznacuji vysokym stupném homologie (88%
sekven¢ni identita) a pro ucely strukturné-aktivitnich studii prakticky nezéaleZi na tom,

ktera z isoforem je pouzita (v tomto ptipadé¢ ERK2).

V prvnim kroce bylo provedeno stanoveni zavislosti aktivity enzymu na teploté.
K tomu bylo vedeno zjisténi, Ze vétsina publikaci v oboru uvadi reakéni teplotu, pii které
teplota 37 °C. Stanoveni aktivity ERK2 bylo proto provedeno pfi obou teplotach. Zaroven
byl sledovan pribéh reakce v Case, protoZe bylo nutné ovéfit, zda je piiristek produktu ve
zvoleném ¢asovém intervalu linearni. Jak ukazuje obr. 3, vysledkem pokusu byly dvé
pfimky. Byla tedy prokazana linearita reakce v celém sledovaném prib¢hu (do 30 min).
Dale lze z grafu vy¢ist, Ze reakéni rychlost byla pfi teploté 37 °C vyssi, ale smérodatné
odchylky od priméru byly niZs§i pfi teplot¢ 30 °C. Na zaklad¢ téchto vysledkli bylo
rozhodnuto, Ze vzhledem k vys$§i piesnosti stanoveni budou dal$i reakce provadény

standardné pfi 30°C a inkuba¢ni doba bude 30 min.

Druhym cilem prace bylo zjistit, zda mizZe byt prub¢h kinasové reakce ovlivnén
samotnym rozpoustédlem (DMSO), které muzZe slouzit jako nosi¢ pro potencidlni
inhibitory lipofiln€jsiho charakteru. DMSO v nizkych koncentracich zpravidla pribé&h

biochemickych in vitro reakci neovliviiuje, nicméné je potieba to prokazat v kazdém
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jednotlivém pfipadé€. Byly testovany koncentrace DMSO 0,2% a 0,4%, coZ jsou aktudlni
koncentrace pfitomné v reakci po pfidani roztoku inhibitord pfipravenych jako 10 mM a
5 mM zésobni roztoky. Jak ukazuje sloupcovy graf (obr. 4), je mozno fici, Ze DMSO
v pouzitych koncentracich nema vliv na aktivitu proteinkinasy ERK2 a nemuze tedy

negativné ovlivnit interpretaci inhibi¢nich u¢inki testovanych inhibitora.

Hlavnim cilem prace bylo kone¢né otestovani série acyklickych nukleosidfosfonatt
na inhibi&ni u¢inky viiti proteinkinase ERK2. Tyto latky byly syntetizovany na Ustavu
organické chemie a biochemie v laboratofi prof. Holého. Vysledky inhibi¢ni aktivity byly
zpracovany formou sloupcového grafu (obr. 5) a porovnany s u€inkem pozitivni kontroly,
S-iodotubercidinu. Zadny ze sledovanych ANP bohuzel ERK2-kinasu neinhiboval, v&etng
derivati se znamym antiproliferanim u¢inkem (PMEG, PMEDAP). Tyto negativni
vysledky mohou byt vysvétleny v zasadé¢ dvojim zpisobem. Pokud bude pfipusténo, Ze
ANP ERK-kinasu opravdu neinhibuji, miiZze byt feceno, Ze antiprolifera¢ni u¢inky analogh
PMEG a PMEDAP jsou na inhibici ERK-kinasy nezavislé. Druhou z uvaZovanych
moznosti vSak je ta, Ze aby se ANP staly ufinnymi inhibitory, museji byt napted
fosforylovany. Tuto teorii by podporoval fakt, Ze samotné ATP, se kterym latky kompetuji,
je ve formé& trifosfatu. Naproti tomu stoji fakt, Ze latka S-iodotubercidin ma inhibi¢ni
aktivitu, pfestoZe jde o nukleosid, takZe neni jisté, nakolik je pfitomnost fosfati pro
inhibici ERK-kinasy zasadni. V budoucnu by proto bylo vhodné otestovat téz difosfaty

ANP, aby se ptedeslo fale$n€ negativnim zavérim.

V hledéani inhibitori ERK se bude nadale pokracovat a hledat zavislosti mezi
strukturou a aktivitou. Vychazet se pfitom bude hlavné z drobnéjsich strukturnich obmén

5-iodotubercidinu.
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6. ZAVER

Vyhodnocenim vysledki se dospélo k nasledujicim zavérim:

e Optimélni teplota pro stanoveni proteinkinasy ERK2 je 30 °C a optimalni délka
inkubace je 30 minut.

e Vehikulum (DMSO) nema vliv na aktivitu proteinkinasy ERK2.

e Inhibiéni u€inky na proteinkinasu ERK2 neméla ani jedna z testovanych ANP latek.
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7. SEZNAM ZKRATEK

¢ RTK - receptorové tyrosinkinasy

e PTP - protein-tyrosin fosfatasy

¢ GRB2 - guanine nucleotide-exchange factor

e MAP- kinasa — mitogen-activated protein-kinase

e ERK-kinasa — extracellular signal-regulated kinase
e JNK-kinasa — c-JUN NH,-terminal kinase

e ATP — adenosin-5"-trifosfat

e GTP - guanosin-5-trifosfat

e GDP - guanosin-5’-difosfat

e EGF - epidermalni rustovy faktor

e EGFR - receptor epidermalniho riistového faktoru
e GEF - guanine nucleotide-exchange protein

e SOS - Son of senvenless

e N-RAS - neuroblastoma RAS viral oncogene homolog
e H-RAS — Harvey RAS viral oncogene homolog

e K-RAS —Kirsten RAS viral oncogene homolog

e MKP — MAP-kinase phosphatase

e CML - chronick4 myeloidni leukémie

e GIST - gastrointestinalni stromélni tumor

e TK - tyrosin kinasa

e BCR - brakpoint cluster region

e Abl doména — Abelson protooncogene

e PDGF-R - platetet-derived growth factor receptor
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NSCLS — nemalobuné¢ny plicni karcinom

AMP — adenosin-5 ‘-monofosfat

ANP — acyklicky nukleosidfosfonat

PMEA - 9-[2-(fosfonomethoxy) ethyl]adenin

(R)-PMPA - (R)-9-[2-(fosfonomethoxy) propyl]adenin

PMEG - 9-[2-(fosfonomethoxy)ethyl]guanin

PMEDAP - 2,6-diamino-9-[2-(fosfonomethoxy)ethyl]purin
(S)-HPMPA - (5)-9-[(3-hydroxy-2-fosfonomethoxypropyl]adenin
(S)-HPMPDAP - (S)-9(3-hydroxy-2-fosfonomethoxypropyl)2,6-diamino-
purin

(S)-HPMPG - (S)-9-(3-hydroxy-2-fosfonomethoxypropyl)guanin
(R)-PMPG - (R)-9-[2-(fosfonomethoxy)propyl]guanin
(R)-PMPDAP - (R)-9-(2-fosfonylmethoxypropyl)-2,6-diaminopurin
TRIS - 2-amino-2-hydroxymetylpropan-1,3-diol

EGTA - etylenglykol-bis(2-aminoetyleter)-N,N,N',N'-tetraoctova kyselina
DTT - 1,4-dithiothreitol
MBP - myelin basic protein

MAPKK - mitogen-activated protein kinase kinase
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