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Úvod

V buněčných regulacích hrají klíčovou 
úlohu procesy fosforylace. Spočívají v přenosu 
fosforečné skupiny z ATP na jiné molekuly – 
akceptory. Přenos skupiny od ATP k akceptoru 
uskutečňují enzymy, které dokážou navázat na 
svém povrchu v těsné blízkosti vedle sebe ATP 
a příslušný akceptor. Mezi akceptory fosforeč-
né skupiny nejsou jen malé chemické molekuly, 
ale i velké molekuly buněčných proteinů. Enzy-
my, které katalyzují přenos fosforečné skupiny 
z ATP na proteiny, se nazývají proteinkinázy. 
Jsou významnými články buněčných signál-
ních cest. Z výsledků projektu Lidský genom 
(1) víme, že v lidském genetickém materiálu je 
zakódováno na 600 proteinkináz. V jednotli-
vých buňkách je činných kolem 100 členů této 
velké enzymové rodiny.

Aminokyselinové sekvence, které vytváře-
jí vazebná místa pro ATP, obsahují evolučně 
konzervované katalytické skupiny, a proto jsou 
navzájem vysoce homologní. Z tohoto důvodu 
panovalo do doby, o níž bude řeč, tj. přibližně 

do poloviny devadesátých let minulého stole-
tí, v biochemii a enzymologii přesvědčení, že 
nalézt syntetickou látku, inhibitor, který by se 
mohl selektivně vázat, a tím selektivně inhi-
bovat (blokovat) jen několik vybraných, nebo 
dokonce jen jednu z proteinkináz, je krajně 
nepravděpodobné. To výrazně brzdilo pokrok, 
uvážíme-li, že inhibitory jiných enzymů byly už 
dávno využívány v průmyslu i v medicíně. Při-
tom z praktického hlediska představovala inhi-
bice proteinkináz nesmírně atraktivní oblast. 
Pokroky v molekulární patofyziologii nádorů 
např. ukazovaly, že právě proteinkinázy jsou 
klíčovými články buněčných signálních drah, 
které zprostředkují účinky pozitivních a nega-
tivních onkogenů. 

Níže je stručně popsána historie vývo-
je prvních selektivních inhibitorů působících 
kompetitivně v ATP-vazebných místech tří 
proteinkináz – kinázy c-Abl, kinázy receptoru 
epidermálního růstového faktoru (EGF-R) a 
cyklin-dependentních kináz (CDK). Historie 
těchto nových směrů protinádorové terapie 

se začala přibližně na přelomu osmdesátých 
a devadesátých let minulého století. Téma už 
bylo podrobně zpracováno v řadě obsáhlých 
pojednání v zahraniční literatuře.

1. Syntetické inhibitory 

kinázy c-Abl 

Přední farmaceutičtí producenti začali 
s cíleným vývojem preparátů proti buněčným 
signálním drahám asi před 10–15 lety. Inhibi-
tory zpočátku postrádaly potřebnou účinnost 
a specifičnost. První zpráva o významnější 
selektivní kompetitivní inhibici v ATP-vazeb-
ném místě enzymu ze skupiny proteinkináz 
byla zřejmě publikována v r. 1992 v souvislosti 
s inhibicí kinázy v-Abl viru Abelsonovy myší 
leukémie (2). 

S kinázou v-Abl je homologní savčí pro-
teinkináza c-Abl. Její gen se nachází na chro-
mozomu 9. Je dobře známo, že při reciproční 
translokaci mezi chromozomy 9 a 22 jsou po-
čáteční úseky genu c-Abl nahrazeny sekven-
cemi genu Bcr. Vzniká tzv. Filadelfský (Ph-) 
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chromozom. Na takto vniklém fúzním genu 
se následně syntetizují různé fuzní (chimérní) 
Bcr-Abl proteiny. Ve většině případů chronické 
myeloidní leukémie a u části Ph-pozitivních pa-
cientů trpících akutní lymfoblastickou leukémií 
se vyskytují tři hlavní verze Bcr-Abl chimér. Po-
kud se kináza c-Abl syntetizuje fyziologicky, pl-
ní funkci uzlu na křižovatce několika signálních 
cest a neustále migruje mezi cytoplazmou a 
jádrem. Patologický fuzní protein Bcr-Abl však 
trvale zůstává v cytoplazmě, což vede ke vzni-
ku zhoubného fenotypu. Navíc se c-Abl může 
dostat i pod kontrolu jiných genů (3, 4).

Farmakologická účinná látka STI571 byla 
jako inhibitor patologicky aktivní c-Abl vyvi-
nuta postupnými chemickými modifikacemi, 
jejichž počátečním cílem bylo diverzifikovat 
nespecifické inhibitory jiné proteinkinázy, a 
sice proteinkinázy C (5). Látka STI571 je po 
chemické stránce sloučeninou ze skupiny fe-
nylaminopyrimidinů. Postupně byla dotažena 
do klinické praxe pod generickým názvem 
imatinib (obchodní přípravek Gleevec™ ane-
bo Glivec®, Novartis) v letech 1996-7. Inhibuje 
kinázu c-Abl v jejím ATP-vazebném místě a 
kromě c-Abl inhibuje také receptor růstového 
faktoru odvozeného z destiček. Je tedy duál-
ním kompetitivním inhibitorem (3, 4).

2. Syntetické inhibitory 

receptoru epidermálmího 

růstového faktoru

Podobně jako c-Abl byly mezi prvními 
důkladněji prostudovanými komponentami 
signálních drah také receptor epidermálního 
růstového faktoru (EGF-R) a jeho extracelu-
lární ligand EGF. Dnes jsou jedním z nejlépe 
charakterizovaných signálních párů i po klinic-
ké stránce. EGF-R, rovněž označovaný jako 
ErbB1, je členem rodiny protein-tyrosinkinázo-
vých receptorů, k níž dále patří ErbB2 (HER2), 
ErbB3 (HER3) a ErbB4 (Her4). EGF-R s nimi 
může vytvářet heterodimery a sdílí s nimi li-
gandy. Vazba ligandu aktivuje intracelulární 
enzymovou doménu receptoru. Nadměrná 
aktivita EGF-R je způsobena bodovými mu-
tacemi nebo genovou amplifikací samotného 
receptoru anebo nadprodukcí jeho extracelu-
lárních ligandů. Mezi přibližně 30 receptoro-
vými protein-tyrosinkinázami, jejichž poruchy 
způsobují lidské nádory, patří mutace EGF-R 
mezi nejčastější (6). Nadměrná aktivita EGF-R 
provází nádory prsu, ovarií, plic, močového mě-
chýře, skvamózních karcinomů a glioblastomů. 
EGF-R je důležitým markerem využívaným 
v onkologické praxi, ale může být předmětem 
zájmu i při léčbě jiných hyperproliferativních 
onemocnění, např. psoriázy. Z těchto důvodů 
se farmaceutické koncerny zaměřily na dráhu 
EGF-R už na samém počátku vývoje preparátů 
proti buněčným signálním drahám (3, 4, 7). 

Pokud jde o první syntetické inhibitory 
EGF-R, byly získány v první polovině 90. let mi-
nulého století. Zpráva o inhibici EGF-R v jeho 
ATP-vazebném místě byla zřejmě poprvé pub-
likována v r. 1994 (8). Jednotlivé vůdčí slouče-
niny pak byly postupně dovedeny až k terape-
uticky použitelným variantám. V polovině roku 
2003 bylo registrováno léčivo gefitinib (Iressa, 
látka ZD1839, AstraZeneca) ze skupiny anili-
nochinazolinů. V pokročilém stadiu zkoušek 
je rovněž anilinochinazolin erlotinib (Tarceva, 
látka OSI-774, Roche/Genetech/OSI) (3,9).

3. Syntetické purinové 

inhibitory CDK

Historie vývoje inhibitorů CDK je úzce 
svázána s molekulárními objevy dotýkajícími 
se samých základů regulace buněčného cyk-
lu. Přibližně v polovině 80. let minulého století 
nastalo „velké sjednocení“, když se zjistilo, že 
produkty genů cdc2/CDC28, známých z ge-
netických studií kvasinek, jsou totožné s tzv. 
maturačním promočním faktorem (MPF) cha-
rakterizovaným do té doby pouze biochemic-
ky ve vajíčkách bezobratlých. Ukázalo se, že 
MPF má stejně jako produkt p34cdc2 aktivitu 
specifické proteinkinázy. Tím začala vědecká 
éra enzymů ovládajících buněčný cyklus – cyk-
lin-dependentních proteinkináz (CDK) (10).

K počátečnímu vývoji selektivních inhi-
bitorů CDK přispěla i česká enzymologie vý-
zkumem, který se uskutečnil při spolupráci s 
laboratoří francouzského biologa L. Meijera ze 
Station Biologique, CNRS, Roscoff. L. Meijer 
byl mezi prvními badateli, kteří ve druhé po-
lovině 80. let minulého století dokázali iden-
tifikovat a izolovat komponenty kinázy p34cdc2 
(CDK1). Své zkušenosti pak obratem vložil 
do praktické aplikace, když spolu s V. Ria-
letovou provedli prioritní screening několika 
purinů, mezi nimiž byl zahrnut také rostlinný 
hormon izopentenyladenin. Cílem screeningu 
bylo odhalit látky, které by dokázaly inhibovat 
živočišnou CDK1, a tím buněčné dělení (11). 
Jejich publikaci zachytil v Olomouci autor to-
hoto článku na jaře r. 1992 při literární rešerši. 
L. Meijer už tehdy správně předvídal, že látky 
s inhibičními účinky na CDK by mohly být vý-
hledově použity v protinádorové léčbě, a v me-
zinárodním měřítku je proto právě tento ba-
datel zapsán jako prioritní tvůrce praktických 
výzkumných aplikací zaměřených na hledání 
nových potenciálních protinádorových léčiv 
prostřednictvím testování enzymových inhibi-
torů s CDK (11,12). Enzymová inhibice dávala 
příležitost uplatnit dřívější průpravu ve studiu 
dvousubstrátové kinetiky, kterou autor článku 
získal při práci na dizertaci v laboratoři M. Čer-
nocha na Ústavu lékařské chemie a biochemie 
LF UP v Olomouci. Citovaná publikace (11) tak 
otevřela cestu ke kontaktu s týmem v Roscoffu 

a vyústila ve společný projekt a v přijetí k pra-
covnímu pobytu. 

V návaznosti na zmíněné testování přiro-
zeného cytokininu izopentenyladeninu (11) za-
čala práce v Roscoffu screeningem rostlinných 
cytokininů pocházejících z pracoviště ÚEB AV 
ČR v Olomouci vedeného tehdy J. Vagerou. 
Už první experimentální výsledky ukázaly 
jak na nutnost korigovat původní předpokla-
dy projektu, tak na potřebu podstatně rozšířit 
spektrum studovaných purinových struktur. 
Toto rozšíření vedlo k odhalení syntetické, ko-
merčně dostupné purinové sloučeniny 2-(hyd-
roxyetylamino)-6-benzylamino-9-metylpurinu, 
která zřetelně inhibovala CDK1. Sloučenina se 
od roku 1986 rutinně používala v botanickém 
výzkumu (13) a poté, co byla v Roscoffu rozpo-
znána jako inhibitor CDK, byla přejmenována 
na olomoucin (se souhlasem autorů syntézy 
(13)). Screening cytokininů, který byl dokon-
čen v souladu s původním plánem projektu, 
naproti tomu nepřinesl žádná nová zjištění, 
což zároveň dostatečně charakterizuje náhod-
né aspekty objevu. 

V následujícím, systematickém stupni 
zkoumání nově objevených inhibičních účinků 
bylo prvním úkolem zjistit, nakolik je působení 
sloučeniny na CDK1 selektivní. Tento problém 
byl v Roscoffu řešen testováním interakcí té-
měř se čtyřiceti dalšími enzymy, převážně 
proteinkinázami (14). Poté se klasickou dvou-
substrátovou kinetickou studií podařilo objas-

Obrázek 1. Schéma ATP-vazebné kapsy CDK 
s navázaným ATP. Kapsa se otevírá do okolí 
hydrofobním kanálem. ATP se v něm vazebně 
neuplatňuje, interaguje zde ale olomoucin, 
který se oproti ATP váže v purinovém okrsku 
v dvakrát převrácené pozici: 1. Olomoucin 
se oproti ATP překlápí podél příčné osy 
purinového skeletu. Svým substituentem 
na C2-atomu se pak olomoucin neorientuje 
k oblasti vodíkových můstků jako ATP, nýbrž 
do vazebného místa pro pentózu, kam se 
normálně pokládá N9-substituent ATP. Tam 
nachází vazebné interakce. 2. Olomoucin se 
zároveň překlápí podél podélné osy puri-
nového skeletu. Substituent na C6-atomu 
olomoucinu pak nesměřuje do hydrofobní 
kapsy, jako u ATP, nýbrž do hydrofobního 
kanálu, tj. ven, do okolí mimo vazebné místo 
ATP. Právě tam nachází vazebné interakce, 
které jsou specifické. Do hydrofobní kapsy 
se olomoucin obrací substituentem na N9. 
Podle prací (3, 15)
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nit povahu této inhibice. Přestože šlo o purin 
(stejně jako ATP), ukázalo se překvapivě, že 
inhibice je selektivní a kompetitivní v ATP va-
zebném místě CDK1. Opakované experimenty 
pak doplnily tento závěr průkazem nekompe-
titivní inhibice vůči substrátu-akceptoru histo-
nu (vlastní nepublikované výsledky autora). 
L. Meijer tak mohl ještě před odesláním ru-
kopisu do tisku (14) kontaktovat skupinu pra-
covníků v Berkeley v Kalifornii, kde v krátké 
době rentgenostrukturní analýzou potvrdili, že 
olomoucin se skutečně váže v kapse určené 
pro ATP (15) (viz obrázek 1).

Význam výsledků z Roscoffu shrnutých 
v pracích (14, 15) spočívá v tom, že šlo, za pr-
vé, o prioritně jednoznačně prokázanou úzce 
selektivní ATP-kompetitivní inhibici enzymu 
purinem. Tento závěr byl vzápětí potvrzen 
rentgenovou difrakcí. Za druhé, specifičnost 
studovaného inhibitoru byla prokázána testo-
váním s mimořádně obsáhlým panelem dal-
ších enzymů. Za třetí, uvedené molekulární 
výsledky byly navíc přesvědčivě dotaženy zá-
věrečnou cytologickou studií až na buněčnou 
úroveň, když se prokázalo, že selektivní inhi-
bice CDK olomoucinem – ve shodě s předpo-
klady – skutečně způsobí zástavu buněčného 
cyklu. To vše, za čtvrté, učinilo z olomoucinu 
vůdčí sloučeninu nové třídy inhibitorů CDK a 
antiproliferačních látek,  zajistilo vysoký ohlas 
obou prací (14, 15) a dalo práci v Roscoffu cha-
rakter objevu (12). 

Prakticky současně s výsledky z Roscoffu 
byly publikovány i výsledky dalších laboratoří, 
jejichž pracovníci nezávisle prokázali kompe-
titivní inhibici v ATP-vazebném místě, když 
studovali jiné (nepurinové) inhibitory (17, 19) 
anebo jiné proteinkinázy (3, 4, 7). Roky 1992–
1995 lze proto z hlediska odhalení selektivní 
kompetitivní inhibice v ATP-vazebném místě 
enzymů považovat za přelomové. 

Na výsledky z Roscoffu pak plynule na-
vázaly svými syntézami desítky laboratoří 
v celém světě. Nejznámějšími dosud synte-
tizovanými inhibitory CDK olomoucinového 
typu jsou roscovitin – syntetizovaný L. Havlíč-
kem z Izotopové laboratoře AV ČR a 1. LF UK 
v Praze – a purvalanol. V lednu r. 2004 firma 
Cyclacel (Dundee, UK) oznámila, že zmíněný 
roscovitin (látka Cyc202), který tam po sérii 
studií ve své  laboratoři uvedl L. Meijer, úspěš-
ně prošel druhou fází klinických zkoušek (16). 

I když je vhodné mít na paměti široké meziná-
rodní souvislosti řešení dané problematiky, je 
namístě uvést, že na AV ČR v Praze mezitím 
L. Havlíček a J. Hanuš se spolupracovníky 
úspěšně pokračovali v syntézách odvozených 
sloučenin. Tyto sloučeniny byly fundovaně tes-
továny – přes problémy s boheminem – také 
na pracovištích UP v Olomouci. Vklad V. Kryš-
tofa, M. Hajdúcha a dalších by vydal na další 
článek. Lze se jim jen omluvit, že vzhledem 
k zaměření tohoto krátkého přehledu nejsou 
uvedeni.

Vedle purinového inhibitoru roscovitinu 
jsou v klinických zkouškách i nepurinové inhi-
bitory CDK flavopiridol (Aventis) a chloroindo-
lylsulfonamid E7070 (Eisai) (17, 18). Antipro-
liferační a potenciální příznivé klinické účinky 
flavopiridolu byly například původně odvozeny 
z pokusů na buněčných liniích a jeho ATP-

-kompetitivní působení na CDK bylo dodateč-
ně odhaleno v r. 1996 (17).

Závěr

Vývoj nových potenciálně účinných farma-
kologických látek cestou cíleného screeningu 
proti definovaným buněčným komponentám 
poskytuje nebývalou možnost minimalizovat 
jejich vedlejší účinky. Zároveň však dosavadní 
zkušenosti se všemi výše uvedenými prepará-
ty ukazují, že nádorové buňky dovedou vyvi-
nout rezistenci i proti nejnovějším farmaceutic-
kým produktům. Dlouhodobá terapie nádorů 
tedy nejspíše bude i v nejbližší budoucnosti 
nadále založena na strategii kombinací látek, 
které dovedou účinně zasáhnout větší počet 
buněčných cílů. Lze očekávat, že v tom budou 
mít své místo i selektivní enzymové inhibitory 
inhibující ve vazebném místě pro ATP. 
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