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Autor podava kratky pfehled nedavné historie vyvoje prvnich farmakologickych inhibitorii plsobicich kompetitivné a se-
lektivné v ATP-vazebnych mistech proteinkinaz. Vzhledem k tomu, ze enzymové domény, které obsahuji vazebna mista pro
ATP, jsou navzajem vysoce homologni, byly nalezy inhibitort tohoto typu piekvapivé. V dobé, kdy se tyto inhibitory objevily,
tj. v prvni poloviné 90. let minulého stoleti, zcela pfeviadalo pfesvédceni, Ze selektivni kompetitivni inhibice v ATP-vazeb-
ném misté neni pravdépodobna. Tento nazor byl prekonan zejména odhalenim selektivnich syntetickych inhibitord kinazy
c-Abl, tyrosinkinazy receptoru epidermalniho riistového faktoru, a koneéné purinovych inhibitori cyklin-dependentnich
kinaz (CDK). K objevu a vyvoji inhibitord CDK vyznamné pfispéla spoluprace mezi ¢eskymi a francouzskymi autory.
Klicova slova: proteinkinazy, cyklin-dependentni kinazy, imatinib (Glivec), gefitinib (Iressa), olomoucin, roscovitin.

TEN YEARS OF EFFICIENT ATP SITE-DIRECTED COMPETITIVE INHIBITION OF PROTEINKINASES

A brief survey on the development of the first synthetic selective inibitors that competitively inhibit proteinkinases in their
ATP-binding pocket is presented. Until 1990s, selective inhibition of this kind was considered improbable. The reason for
such a belief was the high degree of homology existing between proteinkinase ATP-binding domains. The small synthetic
molecules inhibiting c-Abl kinase, epidermal growth factor receptor kinase, and cyclin-dependent kinases (CDKs) were the
first selective ATP-competitive inhibitors to have been described about ten years ago. French and Czech scientists made
an important contribution in this field by discovering lead purine inhibitor olomoucine that competitively targets the CDK

catalytic domain.
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Uvod

V' bunéénych regulacich hraji kli¢ovou
Ulohu procesy fosforylace. Spo€ivaji v pfenosu
fosfore¢né skupiny z ATP na jiné molekuly —
akceptory. Pfenos skupiny od ATP k akceptoru
uskute¢nuji enzymy, které dokazou navazat na
svém povrchu v t8sné blizkosti vedle sebe ATP
a pfisludny akceptor. Mezi akceptory fosforec-
né skupiny nejsou jen malé chemické molekuly,
ale i velké molekuly bunécnych protein(. Enzy-
my, které katalyzuji pfenos fosfore¢né skupiny
z ATP na proteiny, se nazyvaji proteinkinazy.
Jsou vyznamnymi ¢lanky bunéénych signal-
nich cest. Z vysledkl projektu Lidsky genom
(1) vime, Ze v lidském genetickém materidlu je
zakédovano na 600 proteinkindz. V jednotli-
vych burkach je ¢innych kolem 100 ¢lend této
velké enzymové rodiny.

Aminokyselinové sekvence, které vytvare-
ji vazebna mista pro ATP, obsahuiji evoluéné
konzervované katalytické skupiny, a proto jsou
navzajem vysoce homologni. Z tohoto dlivodu
panovalo do doby, o niZ bude fe¢, tj. pfiblizné
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do poloviny devadesétych let minulého stole-
ti, v biochemii a enzymologii pfesvédceni, ze
nalézt syntetickou latku, inhibitor, ktery by se
mohl selektivné vazat, a tim selektivné inhi-
bovat (blokovat) jen nékolik vybranych, nebo
dokonce jen jednu z proteinkindz, je krajné
nepravdépodobné. To vyrazné brzdilo pokrok,
uvazime-li, ze inhibitory jinych enzym( byly uz
davno vyuzivany v prdmyslu i v mediciné. PFi-
tom z praktického hlediska pfedstavovala inhi-
bice proteinkindz nesmirné atraktivni oblast.
Pokroky v molekularni patofyziologii nadord
napf. ukazovaly, Ze pravé proteinkindzy jsou
kliovymi Elanky bunéénych signélnich drah,
které zprostfedkuiji uCinky pozitivnich a nega-
tivnich onkogend.

NiZze je struéné popséna historie vyvo-
je prvnich selektivnich inhibitor( pdsobicich
kompetitivné v ATP-vazebnych mistech tfi
proteinkindz — kindzy c-Abl, kindzy receptoru
epidermalniho rlstového faktoru (EGF-R) a
cyklin-dependentnich kindz (CDK). Historie
téchto novych smérll protinadorové terapie

se zaCala pfiblizné na pfelomu osmdesatych
a devadesatych let minulého stoleti. Téma uz
bylo podrobné zpracovano v fadé obsahlych
pojednéni v zahrani¢ni literatufe.

1. Syntetické inhibitory
kinazy c-Abl

Pfedni farmaceutiéti producenti zacali
s cilenym vyvojem preparattl proti bunéénym
signalnim drahdm asi pfed 10-15 lety. Inhibi-
tory zpocatku postradaly potfebnou U¢innost
a specifiCnost. Prvni zprdva o vyznamnéjsi
selektivni kompetitivni inhibici v ATP-vazeb-
ném misté enzymu ze skupiny proteinkindz
byla zfejmé publikovana v r. 1992 v souvislosti
s inhibici kindzy v-Abl viru Abelsonovy mysi
leukémie (2).

S kindzou v-Abl je homologni savéi pro-
teinkindza c-Abl. Jeji gen se nachazi na chro-
mozomu 9. Je dobfe znamo, Ze pii reciprocni
translokaci mezi chromozomy 9 a 22 jsou po-
¢atecni Useky genu c-Abl nahrazeny sekven-
cemi genu Bcr. Vznika tzv. Filadelfsky (Ph-)
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chromozom. Na takto vniklém fuznim genu
se nasledné syntetizuji rdzné fuzni (chimérni)
Bcer-Abl proteiny. Ve vétsiné pfipadl chronické
myeloidni leukémie a u ¢asti Ph-pozitivnich pa-
cient trpicich akutni lymfoblastickou leukémii
se vyskytuji tfi hlavni verze Ber-Abl chimér. Po-
kud se kindza c-Abl syntetizuje fyziologicky, pl-
ni funkci uzlu na kfizovatce nékolika signalnich
cest a neustéle migruje mezi cytoplazmou a
jadrem. Patologicky fuzni protein Ber-Abl v8ak
trvale z(stava v cytoplazmé, coz vede ke vzni-
ku zhoubného fenotypu. Navic se c-Abl mize
dostat i pod kontrolu jinych gent (3, 4).

Farmakologicka u¢inna latka STI571 byla
jako inhibitor patologicky aktivni c-Abl vyvi-
nuta postupnymi chemickymi modifikacemi,
jejichz pocateénim cilem bylo diverzifikovat
nespecifické inhibitory jiné proteinkindzy, a
sice proteinkinazy C (5). Latka STI571 je po
chemické strance slouceninou ze skupiny fe-
nylaminopyrimidind. Postupné byla dotaZena
do klinické praxe pod generickym ndzvem
imatinib (obchodni pfipravek Gleevec™ ane-
bo Glivec® Novartis) v letech 1996-7. Inhibuje
kindzu c-Abl v jejim ATP-vazebném misté a
kromé c-Abl inhibuje také receptor rlistového
faktoru odvozeného z desti¢ek. Je tedy dudl-
nim kompetitivnim inhibitorem (3, 4).

2. Syntetické inhibitory
receptoru epidermdalmiho
rustového faktoru

Podobné jako c-Abl byly mezi prvnimi
ddkladnéji prostudovanymi  komponentami
signalnich drah také receptor epidermalniho
rustového faktoru (EGF-R) a jeho extracelu-
larni ligand EGF. Dnes jsou jednim z nejlépe
charakterizovanych signalnich pard i po klinic-
ké strance. EGF-R, rovnéz oznacovany jako
ErbB1, je ¢lenem rodiny protein-tyrosinkindzo-
vych receptor(, k niz dale patfi ErbB2 (HER2),
ErbB3 (HER3) a ErbB4 (Her4). EGF-R s nimi
mize vytvafet heterodimery a sdili s nimi li-
gandy. Vazba ligandu aktivuje intracelularni
enzymovou doménu receptoru. Nadmérna
aktivita EGF-R je zpdsobena bodovymi mu-
tacemi nebo genovou amplifikaci samotného
receptoru anebo nadprodukci jeho extracelu-
larnich ligand(. Mezi pfiblizné 30 receptoro-
vymi protein-tyrosinkindzami, jejichZ poruchy
zpUsobuiji lidské nadory, pati mutace EGF-R
mezi nejCastéjsi (6). Nadmérna aktivita EGF-R
provézi nadory prsu, ovarii, plic, mo¢ového mé-
chyfe, skvamdznich karcinom( a glioblastom0.
EGF-R je dllezitym markerem vyuzivanym
v onkologické praxi, ale mize byt pfedmétem
zajmu i pfi 1éCbé jinych hyperproliferativnich
onemocnéni, napf. psoridzy. Z téchto diivodu
se farmaceutické koncerny zaméfily na drahu
EGF-R uz na samém pocatku vyvoje preparatd
proti bunéénym signalnim drahém (3, 4, 7).

Pokud jde o prvni syntetické inhibitory
EGF-R, byly ziskany v prvni poloviné 90. let mi-
nulého stoleti. Zprava o inhibici EGF-R v jeho
ATP-vazebném misté byla zfejmé poprvé pub-
likovana v r. 1994 (8). Jednotlivé vidéi slouce-
niny pak byly postupné dovedeny az k terape-
uticky pouZitelnym variantdm. V poloviné roku
2003 bylo registrovano Ié¢ivo gefitinib (Iressa,
latka ZD1839, AstraZeneca) ze skupiny anili-
nochinazolind. V pokrocilém stadiu zkouSek
je rovnéz anilinochinazolin erlotinib (Tarceva,
latka OSI-774, Roche/Genetech/OSI) (3,9).

3. Syntetické purinové
inhibitory CDK

Historie vyvoje inhibitord CDK je dzce
svazana s molekularnimi objevy dotykajicimi
se samych zakladl regulace bunécného cyk-
lu. Pfiblizné v poloviné 80. let minulého stoleti
nastalo ,velké sjednoceni®, kdyz se zjistilo, Ze
produkty genli cdc2/CDC28, znémych z ge-
netickych studii kvasinek, jsou totozné s tzv.
maturacnim promo¢nim faktorem (MPF) cha-
rakterizovanym do té doby pouze biochemic-
ky ve vajickach bezobratlych. Ukazalo se, Ze
MPF mé stejné jako produkt p34°® aktivitu
specifické proteinkindzy. Tim zacala védecka
éra enzymd ovladajicich bunéény cyklus — cyk-
lin-dependentnich proteinkinaz (CDK) (10).

K pocatecnimu vyvoji selektivnich inhi-
bitorl CDK pfispéla i eska enzymologie vy-
zkumem, ktery se uskutecnil pfi spolupréci s
laboratofi francouzského biologa L. Meijera ze
Station Biologique, CNRS, Roscoff. L. Meijer
byl mezi prvnimi badateli, ktefi ve druhé po-
loviné 80. let minulého stoleti dokézali iden-
tifikovat a izolovat komponenty kindzy p34cc?
(CDK1). Své zkuSenosti pak obratem vloZil
do praktické aplikace, kdyZ spolu s V. Ria-
letovou provedli prioritni screening nékolika
purind, mezi nimiz byl zahrnut také rostlinny
hormon izopentenyladenin. Cilem screeningu
bylo odhalit latky, které by dokdzaly inhibovat
zivo€iSnou CDK1, a tim bunécné déleni (11).
Jejich publikaci zachytil v Olomouci autor to-
hoto ¢lanku na jafe r. 1992 pfi literarni reSersi.
L. Meijer uz tehdy spravné pfedvidal, Ze latky
s inhibi¢nimi t¢inky na CDK by mohly byt vy-
hledové pouZity v protinddoroveé 1é¢bé, a v me-
zinarodnim méfitku je proto pravé tento ba-
datel zapsan jako prioritni tvlirce praktickych
vyzkumnych aplikaci zaméfenych na hledani
novych potencidlnich protinddorovych IéCiv
prostfednictvim testovani enzymovych inhibi-
tor( s CDK (11,12). Enzymova inhibice davala
dvousubstratové kinetiky, kterou autor ¢lanku
ziskal pfi praci na dizertaci v laboratofi M. Cer-
nocha na Ustavu Iékafské chemie a biochemie
LF UP v Olomouci. Citovana publikace (11) tak
otevfela cestu ke kontaktu s tymem v Roscoffu

a vyustila ve spole¢ny projekt a v pfijeti k pra-
covnimu pobytu.

V ndvaznosti na zminéné testovani pfiro-
zeného cytokininu izopentenyladeninu (11) za-
Cala préce v Roscoffu screeningem rostlinnych
cytokinin{ pochazejicich z pracovisté UEB AV
CR v Olomouci vedeného tehdy J. Vagerou.
Uz prvni experimentalni vysledky ukazaly
jak na nutnost korigovat plvodni pfedpokla-
dy projektu, tak na potfebu podstatné rozsifit
spektrum studovanych purinovych struktur.
Toto rozsifeni vedlo k odhaleni synteticke, ko-
meréné dostupné purinové slouceniny 2-(hyd-
roxyetylamino)-6-benzylamino-9-metylpurinu,
ktera zfetelné inhibovala CDK1. Slou¢enina se
od roku 1986 rutinné pouzivala v botanickém
vyzkumu (13) a poté, co byla v Roscoffu rozpo-
znana jako inhibitor CDK, byla pfejmenovana
na olomoucin (se souhlasem autor(i syntézy
(13)). Screening cytokinin, ktery byl dokon-
¢en v souladu s pQvodnim planem projektu,
naproti tomu nepfinesl zadna nova zjisténi,
coz zaroven dostate¢né charakterizuje nghod-
né aspekty objevu.

V' nasledujicim, systematickém stupni
zkoumani nové objevenych inhibi¢nich ucink
bylo prvnim dkolem zjistit, nakolik je plsobeni
slou¢eniny na CDK1 selektivni. Tento problém
byl v Roscoffu feSen testovanim interakci té-
méf se Ctyficeti daldimi enzymy, pfevazné
proteinkindzami (14). Poté se klasickou dvou-
substratovou kinetickou studii podafilo objas-

Obrazek 1. Schéma ATP-vazebné kapsy CDK
s navazanym ATP. Kapsa se otevira do okoli
hydrofobnim kanalem. ATP se v ném vazebné
neuplatiuje, interaguje zde ale olomoucin,
ktery se oproti ATP véze v purinovém okrsku
v dvakrat prevracené pozici: 1. Olomoucin
se oproti ATP preklapi podél pficné osy
purinového skeletu. Svym substituentem
na C2-atomu se pak olomoucin neorientuje
k oblasti vodikovych mistki jako ATP, nybrz
do vazebného mista pro pentézu, kam se
normalné poklada N9-substituent ATP. Tam
nachazi vazebné interakce. 2. Olomoucin se
zaroven preklapi podél podélné osy puri-
nového skeletu. Substituent na C6-atomu
olomoucinu pak nesméfuje do hydrofobni
kapsy, jako u ATP, nybrz do hydrofobniho
kanalu, tj. ven, do okoli mimo vazebné misto
ATP. Pravé tam nachazi vazebné interakce,
které jsou specifické. Do hydrofobni kapsy
se olomoucin obraci substituentem na N9.
Podle praci (3, 15)

Hydrofobni
kanal

Vodikové
mistky
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nit povahu této inhibice. Pfestoze $lo o purin
(stejné jako ATP), ukézalo se pfekvapivé, Ze
inhibice je selektivni a kompetitivni v ATP va-
zebném misté CDK1. Opakované experimenty
pak doplnily tento zavér priikazem nekompe-
titivni inhibice v0éi substratu-akceptoru histo-
nu (vlastni nepublikované vysledky autora).
L. Meijer tak mohl jesté pfed odeslanim ru-
kopisu do tisku (14) kontaktovat skupinu pra-
covnikll v Berkeley v Kalifornii, kde v kratké
dobé rentgenostrukturni analyzou potvrdili, ze
olomoucin se skute¢né vaze v kapse urCené
pro ATP (15) (viz obrazek 1).

Vyznam vysledkd z Roscoffu shrnutych
v pracich (14, 15) spociva v tom, ze $lo, za pr-
Vé, o prioritné jednoznacné prokdzanou uzce
selektivni  ATP-kompetitivni inhibici enzymu
purinem. Tento zavér byl vzépéti potvrzen
rentgenovou difrakci. Za druhé, specificnost
studovaného inhibitoru byla prokdzéna testo-
vanim s mimofadné obsahlym panelem dal-
Sich enzym(. Za tfeti, uvedené molekuldrni
vysledky byly navic pfesvédcivé dotazeny za-
vére¢nou cytologickou studii az na bunécnou
Uroven, kdyz se prokazalo, Ze selektivni inhi-
bice CDK olomoucinem - ve shodé s pfedpo-
klady — skute¢né zpUsobi z&stavu bunééného
cyklu. To v8e, za Ctvrté, ucinilo z olomoucinu
v(idéi slouceninu nové tidy inhibitord CDK a
antiproliferacnich latek, zajistilo vysoky ohlas
obou praci (14, 15) a dalo praci v Roscoffu cha-
rakter objevu (12).

Prakticky souc¢asné s vysledky z Roscoffu
byly publikovany i vysledky dal$ich laboratofi,
jejichz pracovnici nezévisle prokdzali kompe-
titivni inhibici v ATP-vazebném misté, kdyz
studovali jiné (nepurinové) inhibitory (17, 19)
anebo jiné proteinkindzy (3, 4, 7). Roky 1992—
1995 Ize proto z hlediska odhaleni selektivni
kompetitivni inhibice v ATP-vazebném misté
enzymi povazovat za pfelomoveé.

Na vysledky z Roscoffu pak plynule na-
vézaly svymi syntézami desitky laboratofi
v celém svété. NejznaméjSimi dosud synte-
tizovanymi inhibitory CDK olomoucinového
typu jsou roscovitin — syntetizovany L. Havli¢-
kem z Izotopové laboratofe AV CR a 1. LF UK
v Praze - a purvalanol. V lednu r. 2004 firma
Cyclacel (Dundee, UK) oznamila, ze zminény
roscovitin (latka Cyc202), ktery tam po sérii
studii ve své laboratofi uved! L. Meijer, Uspés-
né proSel druhou fazi klinickych zkou$ek (16).
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| kdyZ je vhodné mit na paméti Siroké mezina-
rodni souvislosti feSeni dané problematiky, je
namisté uvést, ze na AV CR v Praze mezitim
L. Havlicek a J. Hanu$ se spolupracovniky
Uspésné pokracovali v syntézéch odvozenych
sloucenin. Tyto slou¢eniny byly fundované tes-
tovany — pfes problémy s boheminem - také
na pracovistich UP v Olomouci. Vklad V. Krys-
tofa, M. Hajducha a dalSich by vydal na dalsi
¢lanek. Lze se jim jen omluvit, Ze vzhledem
k zaméfeni tohoto kratkého prehledu nejsou
uvedeni.

Vedle purinového inhibitoru roscovitinu
jsou v klinickych zkouskach i nepurinové inhi-
bitory CDK flavopiridol (Aventis) a chloroindo-
lylsulfonamid E7070 (Eisai) (17, 18). Antipro-
liferaéni a potencidlni pfiznivé klinické ucinky
flavopiridolu byly napfiklad plivodné odvozeny
z pokust na bunécénych liniich a jeho ATP-

-kompetitivni pdsobeni na CDK bylo dodateg-
né odhaleno v r. 1996 (17).

Zavér

Viyvoj novych potencidlné ucinnych farma-
kologickych latek cestou cileného screeningu
proti definovanym bunécnym komponentam
poskytuje nebyvalou moznost minimalizovat
jejich vedlejsi ucinky. Zaroven vSak dosavadni
zkuSenosti se vSemi vySe uvedenymi prepara-
ty ukazuji, Ze nddorové buriky dovedou vyvi-
nout rezistenci i proti nejnovéjsim farmaceutic-
kym produktim. Dlouhodobd terapie nadoru
tedy nejspiSe bude i v nejbliz§i budoucnosti
nadale zalozena na strategii kombinaci latek,
které dovedou ucinné zasahnout vétsi pocet
bunécnych cild. Lze oCekavat, ze v tom budou
mit své misto i selektivni enzymové inhibitory
inhibujici ve vazebném misté pro ATP.
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