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Uvod: Komplexy cyklin-dependentnich kindz (CDK) s cyklinem spousti rizna stadia bunééného cyklu eukaryotické buiiky tim, ze fosfory-
luji specifické cilové proteiny. Syntetické inhibitory cyklin-dependentnich kinaz (CDKI) jako je olomoucin (OC), bohemin (BOH), R-rosko-
vitin (ROSC, seliciclib, CYC202) atd., jsou typickymi pfedstaviteli IéCiv, které mizeme vyuzit ke kontrole bunécné proliferace a ke klinické
1é¢bé nadord.

Ugel studie: Zamérem studie bylo stanovit cytotoxickou aktivitu syntetického CDKI boheminu na lidskych primarnich nadorovych burikach
a porovnat ji s klasickymi protinadorovymi lé€ivy.

Metody: Nadorové buriky byly ziskany gradientovou centrifugaci po mechanickém rozmélnéni vzorku tumoru a natraveni enzymy. Nado-
rova populace byla inkubovana se vzestupnou koncentraci BOH a tradicnich protinadorovych Ié¢iv s cilem zjistit koncentraci cytostatika,
jez usmrti 50 % nadorové populace (TCS, ). Hodnoty TCS, byly vzajemné korelovany pro zji§téni podobnosti/rozdilu v mechanizmu Géinku
a/nebo lékové rezistence.

Vysledky: V pribéhu studie bylo tispésné vysetfeno 112 nador riizného histogenetického piivodu. Nase studie naznacuje tendenci vyssi
senzitivity malignich ve srovnani s benignimi tumory (20.94/51.57 pM, p=0.162). Hodnota medianu TCS, pro BOH u hematologickych/so-
lidnich nadord (16.7/23.05 uM) poukazuje na vyssi sensitivitu hematologickych malignit (p=0,0159).

Zavér: Pouze 20 pacientl se ukazalo rezistentnich viéi BOH ve srovnani s tradiénimi protinadorovymi lé¢ivy. Porovnani mechanizmu uéin-
ku/rezistence s ostatnimi cytostatiky prokazalo: 1. asociaci in vitro G¢innosti BOH s tG¢innosti antimetabolitll pravdépodobné v disledku
spoleéného mechanizmu rezistence s ohledem na jejich strukturalni podobnost, 2. korelaci efektivity BOH s latkami vyvolavajici DNA
poskozeni (topotekan, cisplatina, daunorubicin, mitoxantron) a/nebo inhibitory RNA transkripce (aktinomycin D), ktera zjevné souvisi s in-
hibici DNA reparace a aktivacni fosforylace RNA polymerazy Il cyklin-dependentnimi kinazami 7 a 9, které jsou BOH piimo inhibovany.
Klicova slova: syntetické inhibitory cyklin-dependentnich kinaz, bohemin, lidské primarni nadorové buriky.

BOHEMINE IN VITRO CYTOTOXIC ACTIVITY IN PRIMARY TUMOUR CELLS

Background: Cyclin dependent kinases complexed with cyclins trigger eukaryotic cell cycle proliferation by phosphorylation of specific tar-
get protein. Synthetic inhibitors of cyclin dependent kinases (CDKIs) as olomoucine (OC), bohemine (BOH), R-roscovitine (ROSC, seliciclib,
CYC202) etc., are typical representatives of drugs, which can be used for control of cellular proliferation and clinical treatment of tumours.
Aim: The purpose of this study was to assess the cytotoxic activity of the synthetic CDKI, bohemine, on human primary tumour cells and
compare its potency with classic anti-cancer drugs.

Methods: Malignant cells were isolated, after mechanical and enzymatic digestion of tumour tissues, by gradient centrifugation. The cells
were then incubated with ascendant concentrations of BOH or classical anti-cancer drugs in order to determine the concentrations lethal
to 50% of tumour cells (TCS, ). TCS, values were then mutually correlated in order to determine similarities/dissimilarities in the mecha-
nism of action and/or drug resistance.

Results: In the course of study we have successfully analyzed 112 primary tumour samples for drug sensitivity to BOH. Our study showed
a tendency for a higher sensitivity of the malignant versus the benignant tumours (20.94/51.57 uM, p=0.162). The median value of BOH
TCS,, in haematological/solid tumours (16.7/23.05 uM) indicates higher sensitivity of haematological malignancies (p=0.0159).
Conclusion: There were only 20 BOH resistant patients compared to the resistance of classical anti-cancer drugs. Comparison of mechanism
of action/resistance with other anti-cancer drugs revealed: 1. an association of BOH activity with antimetabolites, probably signifying com-
mon mechanisms of resistance due to their structural similarity, 2. a correlation of efficiency of BOH with drugs targeting RNA transcription
(actinomycin D) and/or compounds causing DNA damage (topotecan, cisplatin, daunorubicin, mitoxantrone), which is evidently connected
with BOH mediated inhibition of DNA repair and/or activating fosforylation of RNA polymerase Il mediated by CDK7 and CDKS9.

Key words: synthetic inhibitors of cyclin dependent kinases, bohemine, primary human tumour cells.
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Uvod

Podle poznatkli z poslednich let odpovidaji za
regulaci bunééného cyklu a za organizované pre-
chody z jedné jeho faze do druhé specidini protei-
nové komplexy slozené miniméainé ze dvou druhd
podjednotek: cyklini a cyklin-dependentnich kinaz

(1). Somatické bunky postupné prochdazeji pfi své
reprodukci Ctyfmi fazemi: obdobim syntézy DNA, tj.
S-fazi, obdobim bunééného déleni, tj. M-fazi, rliz-
né dlouhym mezidobim mezi fazi M a S, tj. G,-fazi
a mezidobim mezi fazi S a M, tj. G-fazi. V G -fazi
bunécného cyklu plisobi pfedevsim cykliny D tvofici

4 /2006 KLINICKA FARMAKOLOGIE A FARMACIE / www.klinickafarmakologie.cz

funkéni komplexy s CDK4 a CDK®6 a dale cyklin C
interaguijici s CDK8. Na stimulaci pfechodu G,/S bu-
nécného cyklu se rovnéz podili cyklin E ve spojeni
s CDK2. Pribéh S-faze je pak kontrolovan cyklinem
A, vytvafejicim komplex s CDK2, ktera je uvolnéna
ze vzajemné interakce s cyklinem E po G/S pfe-
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chodu. Mezi mitotické cykliny patfi pfedevsim cyk-
liny A a B pUsobici v komplexu s CDK1 (pozndmka:
starsi oznaceni cdc2). Takto vytvofené komplexy se
podileji na fosforylaci celé fady proteini nezbytnych
pro G,/M pfechod véetné strukturnich proteind po-
tfebnych k vystavbé mitotického aparatu (2, 3).

Na regulaci CDK se vyznamné podili skupina
proteinii nazyvanych jako inhibitory CDK (zkratka
CDKI), které maji schopnost inaktivovat cyklin/CDK
komplexy a navodit zastaveni bunécného cyklu v G,/
S nebo G,/M kontrolnim bodé. Tyto CDKI hraji kli-
¢ovou Ulohu nejen v regulaci bunééného cyklu, ale
i v mnoha dal$ich procesech v burce, jako je dife-
renciace, starnuti nebo apoptéza. Vétsina lidskych
nadorl ma inaktivované nékteré z pfirozenych CDKI
a diky tomu maji vysokou CDK aktivitu, zvySenou
proliferaci a snizenou proapoptotickou aktivitu.
Inhibitory jsou rozdélovany do dvou skupin podle
jejich aminokyselinové sekvence a biochemickych
mechanizmt U¢inku: do prvni, tzv. INK4 rodiny CDKI
jsou zafazovany proteiny p16™™a, pi5inkéc - p1gnkéc
a p19"d, do druhé, tzv. Cip/Kip rodiny CDKI patfi
protein p21WAFICIPT 3 s nim pifibuzné proteiny p274"
ap57'2 (2, 4).

Mezi adeninovymi derivéty cytokinind byla obje-
vena latka 6-(benzylamino)-2-[(2-hydroxyethyl)ami-
nol-9-methylpurin, u které se prokézala specificka
inhibice nékterych cyklin-dependentnich kindz v mi-
kromolarni koncentraci. Tato slou¢enina byla pojme-
novana olomoucin (OC). Pouze 5 z 35 testovanych
protein kinaz bylo signifikantné inhibovano OC, kon-
krétné se jedna o CDK2/cyklin A, CDK2/cyklin E,
CDKi/cyklin B, CDK5 a MAP kinazu. Je zajimavou
skutecnosti, Ze strukturalné méné podobné CDK4
a CDK® kindzy v komplexu cyklinG D nejsou OC in-
hibovany (6, 7).

Bylo prokézano, ze OC in vitro inhibuje M-fazo-
vy komplex, interfazni DNA syntézu vajicek Xenopus
a pfechod G,/M u vajecnych zarode¢nych bunék
hvézdice (6, 13). V souladu s inhibi¢nim efektem na
interfazni a mitotické kindzy, OC zastavuje bunécny
cyklus jak na G/S tak G,/M rozhrani a spousti apop-
tézu v nadorovych burikéch (6, 13, 15, 18). Na druhé
strané, OC inhibuje apoptézu v diferencovanych ner-
vovych burikdch po odstranéni nervového rlistového
faktoru a naznacuje tak rozdilnou aktivitu na diferen-
cované verzus maligni tkané (16). Ackoliv je OC rela-
tivné slaby CDK inhibitor, byla prokdzana dostatecna
ucinnost tohoto 1éCiva na indukci apoptdzy (8, 12, 14)
a dale regresi tumoru po jeho in vivo aplikaci v pfipa-
dé spontanniho maligniho melanomu psa (12).

Naprosty nedostatek inhibi¢niho efektu OC na
hlavni bunééné kinazy jako je CAMP- a cGMP- de-
pendentni kinaza, protein kindza C atd. naznacuje,
Ze OC muze byt uzite¢nym néstrojem pro studium
bunécného cyklu (6). Struktura a inhibiéni aktivita

198

Obrazek 1. Chemicka struktura syntetickych inhibitori CDK: olomoucinu, boheminu a roskovitinu
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OC byla déle zdokonalena modifikaci substituentt
v poloze 2,6 a 9, které kontroluji vazbu k CDKs. To
vedlo k objevu novych specifickych CDK inhibitord,
napf. bohemin (BOH), 2-(3-hydroxypropylamino)-6-
benzylamino-9-isopropylpurin a roskovitin (ROSC),
2-(R)-(1-ethyl-2-hydroxyethylamino)-6-benzylami-
no-9-isopropylpurine (CYC 202, seliciclib) (obra-
zek 1) (5, 6).

U boheminu se prokdzala silnd cytotoxicita
k mnoha nédorovym buné&nym liniim in vitro a rov-
néz byl tcinny za in vivo podminek. Ackoli toto |¢i-
vo nebylo Uspésné in vitro ve snizeni CDK4 aktivity,
CDK4 byla inhibovana za in vivo podminek pro-
stfednictvim pfimé blokddy CDK7 (20). CDK?7 totiz
zajistuje na CDKs aktivacni fosforylaci na T160/161
(9). Jelikoz CDK7 a CDK9 jsou kindzy aktivujici RNA
transkripci pres fosforylaci COOH-konce RNA-poly-
merazy |l Ize oCekdvat Ucinnost CDK inhibitor(i na
nadorech preferenéné vnimavych k inhibici RNA-
syntézy.

Cilem této studie byla analyza in vitro sensiti-
vity BOH na primarnich n&dorovych bunkach a to
ve vztahu k (ne)ucinnosti standardnich protinadoro-
vych 1&€iv.

Metodicka cast
Primdrni nadory

Vzorky resekovanych primarnich nadord byly
ziskany od pacientt béhem obvyklych chirurgickych
zékrok( na zakladé informovaného souhlasu. Po
jejich odebrani byly okamzité umistény do transport-
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niho média (RPMI-1640, 2mM glutamin, 100 ug/ml
streptomycin, 20 U/ml heparin, 15% fetdini teleci sé-
rum a hydrogenuhli¢itan sodny). Takto zabezpeCeny
vzorek byl dorucen do laboratofe béhem 8 hodin od
operace.

Primarni nadorové buriky byly vyizolovény z tka-
né za pouziti mechanické i enzymatické disociace.
Nadory byly rozmélinény na malé kousky (pfiblizné
1-2mm) a protlaceny pfes 0,5mm sitko. Suspenze
nadorovych agregatu byla vystavena enzymatické-
mu $tépeni kolagendzou (20U/ml) a DNA-azou |
(10U/ml) pfi 37 °C az do uvolnéni nadorovych bunék.
Vitalni nadorové bunky byly izolovany pomoci hustot-
ni centrifugace na sterilnim Ficoll-Metatrizodtovém
gradientu (hustota 1,077 g/ml; Pharmacia, Svédsko)
a nasledné dvakrat promyty v RPMI-1640 s 2mM
glutaminem, hydrogenuhli¢itanem sodnym, penicili-
nem (100 U/ml) a streptomycinem (100 pg/ml). Pokud
neni uvedeno jinak, vSechny chemikalie byly ziskany
z Sigma-Aldrich Co. (Praha, Ceské republika).

Cytotoxicky MTT test

Pro stanoveni senzitivity nadorovych bunék na
protinadorova léciva in vitro byl pouzit tfidenni MTT
test. Nadorové buriky byly suspendovany v kultiva¢-
nim médiu (RPMI-1640, 2mM glutamin, hydroge-
nuhli¢itan sodny, penicilin (100 U/ml), streptomycin
(100 ug/ml), 15% fetalni teleci sérum (Biocom, s.r.0.,
Ceska republika), 5 pg/ml inzulin, 5 pg/ml transferin)
na vyslednou koncentraci 0,5-0,8x10% bunék/ml.
Alikvotni ¢ast (80 pl) bunétné suspenze byla pfidana
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Obrazek 2. Protinadorova u¢innost boheminu na rozdilnych typech nadorovych onemocnéni - statis-
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do 96jamkového mikrokultivacniho panelu ke 20l
roztoku léciva. Protinddorova IéCiva byla ziskana
z lékarny, bohemin byl syntetizovan z 2,6-dichlorpu-
rinu, jak bylo popsano dfive (5). Kazdé vySetfované
protinddorové 1é¢ivo bylo zfedéno do 6 koncentraci
vzdy v dubletu. V kontrolnich jamkéch byly kultivo-
véany nadorové buriky bez pfitomnosti Ié¢iva. Panely
byly ponechany v termostatu pfi 37°C po dobu 3
dn(. Na zavér tfidenni kultivace bylo do kazdé jamky
napipetovano 10pl roztoku MTT (5mg/ml) a panely
byly inkubovany dalsich 6 hodin. Zivé buiiky reduko-
valy Zlutou tetrazéliovou sdl MTT na tmavé modré
krystaly formazanu. Krystaly byly rozpustény 100 pl
10% dodecyl sulfatem sodnym (SDS; pH=5,0) pfi
37°C béhem 12 hodin. Optickd hustota se méfila
pfi 540nm za pomoci fotometru iIEMS Reader MF
(Labsystem, UK). PreZiti nadorovych bunék (tumor
cell survival, TCS) bylo vypocteno podle vzorce:
TCS=(0OD jamek s léc¢ivem/primérna OD kontrol-
nich jamek) x 100%. Hodnota TCS, je koncentrace
léCiva, ktera smrti 50% nadorové populace, byla
spocitana z kfivek davkové zavislosti.

Statistickd analyza
Ke statistickému vyhodnoceni byly pouzity
Mann-Whitneyho test a Pearsonova korelaéni ana-

lyza. Mann-Whitneyho testem byla ovéfovana pfed-
nostni senzitivita nddord rizného histogenetického
plvodu k boheminu. Pearsonovou korelaéni analy-
zou (Statistica, verze 7.0, StatSoft CR, Praha, Ceska
republika) byla provedena korelacni analyza aktivity
boheminu a dalSich 23 standardnich protinadoro-
vych Ié€iv in vitro.

Vysledky

Vzorky primarnich tumord byly vy$etfeny na vni-
mavost k BOH a dal$im cytostatikim dle odpovidajici
diagndzy. V priibéhu studie bylo ispésné vysetfeno
112 nédorovych vzorkd rozdilnych histopatologic-
kych diagndz. Vzorky lidskych nadord, ziskanych
maligni nebo benigni (65 solidnich tumord, 58 %)
a ddle na hematologické malignity (47 nadorovych
vzork(, 42%). Hematologické malignity zahrnovaly
akutni lymfoblastickou leukémii (ALL — dospéla i dét-
skd) s poGtem 32 vzork( (28,6 %), dale akutni mye-
loidni leukémii (AML — dospéla i détska) s poctem
12 vzorkl (10,7%) a HodgkinQv i non-Hodgkindv
lymfom (dospéli i déti) zahrnujici 3 vzorky (2,7 %).
Soubor solidnich nador(i zahrnoval primarni nema-
lobunééné karcinomy plic (NSCLC) éitajici 16 vzorku
(14,3 %), kolorektalni karcinomy (3; 2,7 %), zhoubné

nadory mozku (glioblastoma multiforme, astrocyto-
my/gliomy stadia IlI-IV; 6 vzorkd, 5,4 %), ostatni ma-
ligni nddory (karcinomy prsu, ovdria, sarkomy, mela-
nom, neuroblastom, histiocytom, atd.) zahrnujici 33
vzorkl (29,5 %) a benigni nadory (adenom, adipom,
karcinoid atd.) ¢itajici 7 vzorka (6,3 %).

Kazda skupina byla charakterizovana zakladni-
mi parametry deskriptivni statistiky, pfedevsim pak
medianovou hodnotou souboru (tabulka 1). Hodnoty
TCS,, byly vzéjemné korelovany pro zjisténi po-
dobnosti/rozdilu v mechanizmu ucinnosti Ci lékové
rezistence. NaSe studie naznaCuje tendenci k vySsi
senzitivité hematologickych malignit k BOH ve srov-
nani se solidnimi tumory. Hodnota TCS, pro BOH
u hematologickych/solidnich nadorti se pohybovala
v rozpéti 0d 2.95/2.38 do 266.7/266.7 M s mediano-
vou hodnotou 16.7/23.05 uM (p=0,0159) (obrazek 2,
tabulka 1). NaSe studie také prokdzala preferenéni
aktivitu BOH k malignim verzus benignim tumor(im.
Hodnota TCS,; pro maligni solidni tumory byla pfi-
blizné 2,5x nizsi nez pro benigni solidni nadory, ten-
to rozdil vSak nebyl signifikantni (tabulka 1).

Dale jsme zjistovali statisticky vyznamné rozdily
v odpovédi na bohemin napfi¢ histologickymi dia-
gndzami. Ve Etyfech pfipadech jsme nalezli vysoce
vyznamné rozdily. Napfiklad, hematologické ma-
lignity jsou vnimavéj$i na BOH nez solidni benigni
nadory (p=0,0033). Signifikantni rozdily mezi jed-
notlivymi nadorovymi diagndzami ve vnimavosti na
bohemin jsou znazornény na obrazku 2.

Rovnéz jsme provedli Pearsonovu korelacni
analyzu cytotoxické aktivity BOH in vitro a 23 tra-
di€nich protinadorovych IéCiv (tabulka 2). Nalezli
jsme 11 statisticky vyznamnych korelaci. Z korelaéni
analyzy vyplyva signifikantni pozitivni korelace
ucinnosti BOH s 6-thioguaninem (6-TG; r=0,5584;
p<10¥), aktinomycinem D (ACT-D; r=0,5469;
p<10%), cytosinarabinosidem (ARA-C; r=0,4790;
p<104), cisplatinou (DDP; r=0,4464; p<10+),
daunorubicinem (DNR; r=0,3424; p<10#), fluda-
rabinem (FLUD; r=0,4089; p=0,025), gemcitabi-
nem (GMC; r=0,4271; p=0,006), mitoxantronem

Tabulka 1. Vnimavost jednotlivych skupin nadort dle diagnéz k boheminu v in vitro podminkach - deskriptivni statistika (kvantilova hranice 25 % a 75 %)

BOH Hematologické malignity ALL AML Lymfomy Solidni nadory Maligni solidni tumory
n 47 32 12 3 67 60

median 16,700 20,535 5,700 12,680 23,050 20,940

25% 7,270 10,700 4,855 4,630 14,160 13,200

75% 29,060 29,870 22,960 20,210 69,420 60,995

BOH NSCLC Kolorektalni karcinom Maligni tumory mozku Ostatni maligni nadory Solidni benigni nadory

n 16 3 6 34 7

median 13,835 28,330 20,940 23,880 51,570

25% 8,375 7,440 19,020 16,810 30,760

75% 26,415 46,350 69,420 80,990 74,810

n - pocet méfeni
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Tabulka 2. Pfehled korelaénich koeficientli cytotoxické aktivity mezi boheminem a jednotlivymi protinadorovymi Ié¢ivy v primarnich nadorovych buiikach in vitro

5FU  6-TG  ACT-D
r 02945  0,5584  0,5469

BOH n 24 58 54
p 0162  p<10* p<10*
GMC LEU  mIT-C
r 04271 01357 01577

BOH n 40 29 44
p 0,006 0483 0307

ARA-C BLEO CBDCA DDP DTIC
0,4790  0,0041 0,2804 04464  0,2564
52 26 48 84 30

p<10+* 0,984 0,054 p<10+ 0,171
MIX PRED TAX TOPO TXR
0,3465  -0,0472  0,0182 0,5140 0,1864
42 51 59 48 29
0,025 0,742 0,891 p<10+ 0,333

r- korelaéni koeficient, n — po¢et méfeni, p — hladina statistické vyznamnosti

(MIX; r=0,3465; p=0,025), topotekanem (TOPO;
r=0,5140; p<10*%), etopozidem (VP; r=0,2785;
p=0,005) a vinorelbinem (NVB; r=0,4719; p=0,01).
Asociace boheminu s Ucinnosti antimetabolitl
6-thioguaninu, gemcitabinu, cytosinarabinosidu
a fludarabinu pravdépodobné svédéi pro spolecny
mechanizmus lékové rezistence v souvislosti se
strukturalni podobnosti.

Diskuze

Neuspokojivé vysledky IéCby malignich nadoro-
vych onemocnéni nas stale motivuji k hledani no-
vych protinddorovych Ié¢iv. Tato Ié€iva jsou obvykle
namifena proti novym cilim, o kterych se domniva-
me, Ze hraji vyznamnou roli v maligni transformaci
somatické buriky. Cyklin-dependentni kindzy jsou
typickymi predstaviteli takovychto cild, nebot u vét-
Siny nddorovych bunék dochazi k jejich patologické
aktivaci. Syntetické inhibitory cyklin-dependentnich
kindz jsou povazovany za potencidlni protinadoro-
va |éCiva a svoji Ucinnost jiz prokézaly v Klinickych
zkouskach. Roku 1994 byl popsan olomoucin jako
prvni synteticky CDK inhibitor ze skupiny trisubstitu-
ovanych purind. Od néj bylo déle odvozeno a nasyn-
tetizovéno velké mnozstvi dalSich derivatd véetné
roskovitinu (6, 13) a boheminu (6, 9).

Vysledky ziskané z nasi in vitro cytotoxické stu-
die naznacuji pfednostni vnimavost boheminu k he-
matologickym malignitdm ve srovnani se solidnimi
tumory (obrdzek 2). Koncentrace cytostatika, ktera
usmrti 50% nadorové populace, byla vyhodnocena
u hematologickych malignit/vSech solidnich tumor(
v rozmezi od 2.95/2.38 do 266.7/266.7 uM s media-
novou hodnotou 16.7/23.05 M.

Patrani po specifické aktivité boheminu svéd¢i
pro preferenéni cytotoxicitu u hematologickych ma-
lignit (tabulka 1; obrazek 2), ktera je nicméné typic-
ké pro vétsinu IéCiv vzhledem k vysoké pfirozené
chemosenzitivité téchto nadorl. Pro srovnéni, me-
dianové hodnota TCS,; pro daunorubicin u akutni
détské lymfoblastické leukémie, karcinomu prsu, ko-
lorekta, jicnu a zaludku je 0.12, 1.40, 1.90, 0.52 M,
pro vinkristin pak 2.8, 7.9, 50.0 a 25.4uM (23, 24).
Z uvedeného srovnani je ziejmé, ze fada protinado-
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rovych léCiv vykazuje vyssi ucinnost u hematologic-
kych malignit. Nase pozorovani také svéd¢i pro vys-
§i specificitu boheminu véi maligni tkani (tabulka 1;
obrazek 2), jelikoz medidnova hodnota vnimavosti
benignich verzus malignich nadorli k boheminu
(tabulka 1) byla u nadeho souboru 51.57/20.94 uM,
tento rozdil vSak nebyl signifikantni. Tendence vys$si
senzitivity boheminu k malignim proti benignim na-
dorlim v podstaté odpovida preferenéni citlivosti na-
dorovych bunék k syntetickym CDK inhibitorim ve
srovnani s nenadorovou populaci a také pfiznivému
toxikologickému profilu téchto latek (10, 11, 17).

NaSe vysledky vybizeji ke srovnani s praci
Raynauda a spol., ktefi provedli testovani boheminu
na celé Skdle lidskych nadorovych bunéénych linii.
Priméma hodnota IC, pro bohemin napfi¢ panelem
¢inila 27 uM (20). Naproti tomu v nasich vysledcich
¢inila medianova hodnota IC,, pro bohemin u 65 so-
lidnich tumord 23,05uM a bez zahmuti 7 benignich
solidnich tumor(i byla hodnota IC,; 20,9uM. Vy3si
Ucinnost preparatu na primarnich nadorech nez na
bunécnych liniich podtrhuje vyznam tohoto pfistupu
v rdmi preklinického vyvoje protinddorovych IéCiv.

Signifikantni asociace boheminu s U¢innosti
antimetabolitd 6-thioguaninem, fludarabinem, gem-
citabinem a cytosinarabinosidem (tabulka 2) v in
vitro testech pravdépodobné svédc¢i pro spolecny
mechanizmus Iékové rezistence, coz ziejmé souvisi
i se strukturalni podobnosti téchto molekul.

Antimetabolity tfidime podle substratd, na je-
jichz urovni jsou biosyntetické reakce inhibovany
na purinova (6-thioguanin, fludarabin) nebo pyri-
midinova analoga (gemcitabin, cytosinarabinosid),
pfipadné podle cilového enzymu, ktery je antime-
tabolitem blokovan (dihydrofolatreduktaza, tymidy-
latsyntetaza). Je potfeba zdlraznit, Zze déleni ma
jen orientaCni a didakticky vyznam, ve skute¢nosti
je ucinek kazdého antimetabolitu mnohostranny, na
riznych Urovnich biosyntézy nukleovych kyselin.
Napfiklad, ve formé nukleotidmonofosfatu inhibuji
purinova analoga mechanizmem zpétné vazby syn-
tézu purinl ,de novo®, ve formé nukleotidtrifosfatu
jsou inkorporovany do DNA jako takzvané ,fale$né
prekurzory*.

DNR DEX DOXO0 FLUD
0,342 0,115 -0,0933  0,4089
102 ol 28 30
p<10+* 0,418 0,637 0,025
VCR VP NVB
0,122 0,2785 0,4719
101 101 29
0,224 0,005 0,010

Pozorovali jsme také signifikantni korelaci cyto-
toxicity boheminu a cisplatiny, kterd se mechaniz-
mem U¢inku podoba alkylacnim latkam. Cisplatina
(DDP) vytvafi vazbu s dusikem purinovych a pyrimi-
dinovych bézi v molekule DNA. Podobnost ucinku
s alkylaénimi latkami vyplyva i ze zkfizené rezisten-
ce s témito cytostatiky. Alkylace ma kromé cytoto-
xického Ucinku téz Ucinek mutagenni, s nimz nepo-
chybné souvisi téz U¢inek kancerogenni. Alkylace
DNA je jednim z nejcastéjSich mechanizm0 d¢inku
cytostatik.

Déle jsme nalezli pozitivni korelaci boheminu
s inhibitorem topoizomerazy | topotekanem a inhi-
bitorem topoizomerdzy Il etopozidem (tabulka 2).
Topoizomerazy jsou nuklearni enzymy objevené po-
¢éatkem 70. let, které maji zasadni vyznam pro hlad-
ky pribéh replikace. Obé topoizomerdzy ovliviuji
tzv. topologii DNA. Pfi blokédé jejich funkce nedojde
k opétovnému spojeni rozstépenych fetézcl a tyto
zlomy v DNA maji pro dalsi osud buriky letalni dci-
nek. Topotekan ma synergni Ucinek s etopozidem,
coz je fazové specifické cytostatikum s maximalnim
ucinkem ve fazi G,.

Vlyznamné je takeé zjisténi signifikantni korelace
aktivity boheminu s vinorelbinem (tabulka 2). Jeho
mechanizmem protinadorového Ucinku je inhibice
mitdzy v metafdzi. Blokada mitézy v metafazi puso-
bend vinca alkaloidy (vinorelbin) je dlsledkem blo-
kady polymerizace tubulinu.

Dalsi nalezena pozitivni korelace boheminu
byla s interkala¢nimi latkami daunorubicinem, ak-
tinomycinem D a mitoxantronem (tabulka 2). Bylo
zjisténo, ze antracyklinova antibiotika (daunoru-
bicin, mitoxantron) mohou omezovat bunécnou
proliferaci, kromé interkalace, téz svym inhibi¢nim
¢inkem na topoizomerdzy Il (tvorba zlomd v DNA)
a déle tvorbou volnych semichinonovych radikald.
Tyto radikaly vytvareji s kyslikem reaktivni peroxi-
dy, které poskozuiji bunécné membrany a jsou od-
povédné téz za kardiotoxické Ucinky antracyklind.
Mitoxantron patfi mezi nespecifickd cytostatika,
s uritou pfevahou inhibice ve fazi G,. Na rozdil
od ostatnich antracyklint nepGsobi tvorbu kysliko-
vych radikald.
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Spoleénym jmenovatelem pro protinddorova Ié-
Civa vykazuijici pozitivni korelaci U¢innosti s bohemi-
nem je skutecnost, Ze tyto latky indukuiji v nadorech
DNA po8kozeni at uz pfimou alkylaci DNA, inhibici
topoizomerdz, DNA interkalaci, ¢i inhibici mitdzy.
Syntetické inhibitory CDK vykazuiji také vyznamny
radiosenzibilizujici a chemosenzibilizujici ucinek
a zvysuji biologickou Uéinnost ionizujiciho zafeni
i nékterych cytostatik (21, 22, 25). Bylo rovnéz po-
psano, ze ROSC je U¢innym inhibitorem DNA repa-
race (10), coz pravdépodobné vysvétluje vyznamny
radiosenzibilizujici i chemosenzibilizujici u¢inek CDK
inhibitor(i a také jejich korelaci s U¢inkem klasickych
cytostatik indukujicich DNA poSkozeni. Déle byla
prokazana inhibi¢ni aktivita olomoucinu, roskovitinu
a boheminu na kindzy CDK7 a CDKO9, které zpro-
stfedkovavaji aktivacni fosforylaci RNA polymeréazy
I1(20) a kontroluji uCinnost RNA transkripce. Vysoce
signifikantni korelace cytotoxické aktivity aktinomy-
cinu D s boheminem pozorovana v nasi studii (tabul-
ka 2) je v naprostém souladu s timto pozorovanim.

Kli€ovym indikétorem G¢innosti CDK inhibitord
na nadorovych burkach bude ziejmé kontrola G,/S
pfechodu a stav RB proteinu. Olomoucin, bohemin
a R-roskovitin redukuiji RB fosforylaci ve farmakolo-
gicky vyznamnych koncentracich, coz inhibuje bu-
nécny rast ve tkafové kultufe (20). Ackoliv funkéni
RB protein neni potfebny pro antiproliferacni efekt,
pfesto byla RB fosforylace cennym indikatorem CDK
aktivity v burice a mliZe byt prospé$na pro monitoro-
vani miry inhibice cyklin-dependentnich kindz v kli-
nickych studiich.

Rozdily v CDK inhibiénim potenciélu mezi tfemi
purinovymi analogy se odrazeji do jejich inhibicni
aktivity nadorovych bunék. R-roskovitin (CYC202) je
mirné ucinnéjsi nez bohemin, ktery je o fad ucinngj-
§i nez olomoucin. R-roskovitin ma vSak vyhodnéjsi
farmakologicky profil a prochéazi ispésné klinickym
zkouSenim faze llb v nadorovych i nenddorovych
indikacich.

Zaveér

Provedena studie potvrdila, ze bohemin vykazu-
je vyznamnou in vitro cytotoxickou aktivitu na bun-
kdch ziskanych z lidskych primarnich nador0 (19).
Vysledky ziskané z nadi in vitro cytotoxické studie
naznaCuji pfednostni vnimavost boheminu k he-
matologickym malignitdm ve srovnani se solidnimi
tumory. Koncentrace cytostatika, ktera usmrti 50 %
nadorové populace, byla vyhodnocena u hematolo-
gickych malignit/vSech solidnich tumord v rozmezi
od 2,95/2,38 do 266,7/266,7uM s medianovou
hodnotou 16,7/23,05uM (p=0,0159). Pouze mald
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¢ést pacientll vykazovala rezistenci k boheminu

ve srovnani s rezistenci na klasicka protinadorova

léCiva. Srovnani s dal$imi protinddorovymi IéCivy
naznaduje:

1. asociaci aktivity BOH s antimetabolity 6-thio-
guaninem, fludarabinem, gemcitabinem a cyto-
sinarabinosidem, ktera pravdépodobné svédci
pro spolecny mechanizmus Iékové rezistence
v souvislosti se strukturalni podobnosti

2. signifikantni pozitivni korelaci BOH s cytostatiky
vinorelbinem, cisplatinou, topotekanem, vepe-
sidem a daunorubicinem, ktera zpGsobuji DNA
poskozeni a

poskytuji racionalni podklad pro dalsi klinické
studie trisubstituovanych purinovych CDK inhi-
bitord.

Podékovani: Autofi dékuji ing. Sergeyi Kuzminovi
za cennou technickou spolupraci.
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3. asociaci cytotoxicity BOH s inhibitorem RNA
transkripce, aktinomycinem D. Na$e vysledky
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