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Cíle práce 

Cílem p�edkládané práce bylo podat p�ehled o struktu�e a funkcích CDK s d�razem 

na jejich deregulaci u mnoha nádorových onemocn�ní. Pravd�podobn� nejjednodušším 

a nejefektivn�jším zp�sobem potla�ení aktivity t�chto enzym� je aplikace 

nízkomolekulárních inhibitor�, a proto bylo dalším zám�rem této disertace shrnout 

historii jejich vývoje od prvotních substancí izolovaných z p�írodních materiál� až 

po nové p�evážn� um�le vytvo�ené slou�eniny. Z praktického hlediska bylo cílem 

otestovat nové trisubstituované pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny na n�kolika nádorových 

bun��ných liniích a lidských neutrofilech, popsat vztahy mezi jejich strukturou 

a aktivitou a prostudovat mechanismus jejich bun��ných ú�ink�. 

� �
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1. Úvod 

Nádorová onemocn�ní pat�ící k nejobtížn�ji lé�itelným chorobám jsou zárove� jednou 

z nej�ast�jších p�í�in úmrtí a staví se celosv�tov� do centra zájmu mnoha v�deckých 

skupin. První poznatky o existenci t�chto onemocn�ní se datují do konce 18. století, kdy 

byla popsána rakovina šourku u kominík� a byla též nazna�ena souvislost jejího vzniku 

s výskytem toxických látek v sazích.1 Objev rentgenového zá�ení v následujícím století 

a jeho nadm�rné užívání vyvolalo rakovinu u n�kolika v�dc�, mezi které pat�ila z�ejm�

i Marie Curie-Skłodowska.2 Mezi další raný, avšak z genetického hlediska velmi cenný 

objev, se �adí identifikace viru vyvolávajícího vznik sarkom� u ku�at.3 B�hem minulého 

století byla identifikována celá škála dalších nádorových onemocn�ní a byly nazna�eny 

možné p�í�iny jejich vzniku. Komplexnímu porozum�ní molekulárních mechanism�

maligní transformace však napomohly až moderní biologické p�ístupy a nové 

technologie, které stojí také za výrazným pokrokem v lé�b� t�chto p�vodn� obskurních 

chorob. 

 Tumorigeneze p�edstavuje �asto mnohostup�ový proces, kdy díky akumulaci 

genetických zm�n podporujících r�st dochází k progresivní p�em�n� normální bu�ky 

v nádorovou. Sled a kombinace t�chto mutací jsou náhodné, což vysv�tluje nezm�rnou 

rozmanitost nádorových onemocn�ní. V �asovém m��ítku se jedná p�evážn�

o dlouhotrvající d�j, o �emž sv�d�í i vysoká incidence zhoubných chorob u starších lidí. 

A�koli m�že tumorigeneze postihnout prakticky jakoukoli tká�, lze u všech typ� nádor�

vysledovat n�kolik spole�ných znak�. Podle teorie jsou maligní bu�ky nezávislé 

na p�íjmu r�stových signál� z okolního prost�edí, necitlivé k signál�m blokujícím r�st, 

nepodléhají programované bun��né smrti, neboli apoptose, mají neomezený replika�ní 

potenciál, podporují angiogenezi a tvo�í metastázy.4 A�koli díky t�mto vlastnostem 

získávají nov� transformované bu�ky onkogenní potenciál, lze využít práv� tyto 

atributy b�hem lé�by pro selektivní zacílení.  

Po�átky terapií nádor� spo�ívaly v chirurgickém zásahu a aplikaci ionizujícího 

zá�ení �i chemoterapeutik. T�ebaže jsou tyto p�ístupy stále hojn� využívány a mohou 

být efektivní u v�asn� diagnostikovaných malignit, zdá se nezbytné hledat nové 

ú�inn�jší p�ístupy, které specificky postihnou dané onemocn�ní a budou mít mén�

vedlejších ú�ink�. Identifikace deregulovaných bun��ných proces� a jejich komponent 

poskytuje cenné informace sloužící jako templát pro design nových efektivních 

biologických terapií. Pomocí nízkomolekulárních látek lze zasáhnout poškozené 
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kontrolní mechanismy a vyvolat apoptosu nádorových bun�k. Jedním z takových cíl�

jsou cyklin-dependentní kinasy (CDK) známé jako regulátory bun��ného cyklu, které 

budou detailn�ji popsány v hlavní �ásti této práce. Inhibice jejich aktivity byla 

prokázána jako velmi ú�inná protinádorová strategie a b�hem posledních 25 let bylo 

nasyntetizováno mnoho slou�enin s inhibi�ním potenciálem v��i CDK. N�kolik látek 

dokonce postoupilo do klinických zkoušek, kde jsou aplikovány na r�zná nádorová 

onemocn�ní jak monoterapeuticky tak v kombinaci s klasickými cytostatiky. Laborato�

r�stových regulátor� stála jakožto mate�ské pracovišt� za objevem klinicky testovaného 

CDK inhibitoru s názvem roskovitin a stále se, krom� jiných v�deckých zam��ení, 

intenzivn� v�nuje vývoji CDK inhibitor� a jejich uplatn�ní v lé�b� maligních 

onemocn�ní. P�edkládaná práce popisuje potenciální využití derivát� roskovitinu p�i 

lé�b� n�kterých malignit, p�i�emž se opírá i o experimentální zjišt�ní. 

Inhibice CDK aktivity m�že být ovšem využita v širším spektru chorob. Bylo 

zjišt�no, že za vznikem a rozvojem chronických zán�tlivých a autoimunitních 

onemocn�ní stojí extrémn� dlouhé p�ežívání neutrofil�, které jsou nadm�rn� aktivovány 

a reagují v��i antigen�m t�lu vlastním. V kone�ném d�sledku pak dochází 

k nevratnému poškození tkání a v extrémních p�ípadech jsou tato onemocn�ní 

i smrtelná. N�kolik studií prokázalo, že viabilita neutrofil� m�že být snížena aplikací 

nízkomolekulárních CDK inhibitor�, což podnítilo i naše snahy o nové uplatn�ní 

derivát� roskovitinu.5-7 Ve spolupráci s britskou skupinou prof. Janet Lord (University 

of Birmingham) se nám poda�ilo objasnit mechanismus ú�inku CDK inhibitor�

v indukci apoptosy neutrofil� izolovaných z krve zdravých dárc� a neutrofil�, u kterých 

byl simulován patologický stav.    
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2. Cyklin-dependentní kinasy (CDK) 

CDK se obecn� �adí do t�ídy enzym� nazývaných transferasy, které katalyzují 

fosforylaci protein�, což m�že vést ke zm�n� jejich lokalizace, enzymové aktivity �i 

interakce s jinými biomolekulami. Jedná se tudíž o klí�ové signální molekuly, jejichž 

zm�ny ve struktu�e jakožto i v množství �asto zp�sobují maligní transformaci. 

V lidském genomu je celkov� obsaženo 518 proteinkinas, z nichž bylo 21 

identifikováno práv� jako CDK, a navíc bylo popsáno dalších 5 gen� kódujících CDKL 

(CDK-like kinase).8 A�koli byly CDK zpo�átku popsány jako regulátory bun��ného 

r�stu a d�lení, jejich funkce jsou daleko obšírn�jší. Kontrolují totiž celou �adu dalších 

biologických proces� v�etn� transkripce, metabolismu nebo diferenciace neuron�.   

2.1. Regulace bun��ného cyklu 

B�hem pr�chodu bun��ným cyklem dochází k sekven�ní aktivaci n�kolika typ� CDK, 

a to CDK1, CDK2, CDK3, CDK4 a CDK6. Vzhledem ke konstantní expresi všech typ�

CDK b�hem bun��ného d�lení je z�ejmé, že správné na�asování aktivace jednotlivých 

CDK musí být zajišt�no jiným mechanismem. Jedná se o interakci s proteinovými 

podjednotkami, které jsou pravideln� syntetizovány a degradovány pouze v ur�itých 

fázích cyklu, a dostaly tudíž název cykliny. U dormantních �i termináln�

diferencovaných bun�k v G0 fázi je vstup do G1 �ízen komplexem CDK3/cyklin C, 

který fosforyluje Ser807/Ser811 pRb (retinoblastoma protein).9 Mitogenní signály 

z okolí posléze zapínají expresi cyklin� D (1,2,3) stimulujících po vazb�

na CDK4/CDK6 další fosforylaci pRb vedoucí k �áste�né inaktivaci jeho funkce jako 

transkrip�ního represoru a rekonformaci transkrip�ního faktoru E2F.10 Jedním 

z následn� transkribovaných protein� je cyklin E aktivující CDK2, která poté 

hyperfosforyluje pRb, což má za následek kompletní uvoln�ní E2F a jeho maximální 

p�sobení jako transkrip�ního faktoru. V tomto tzv. restrik�ním bod� p�estávají být 

bu�ky závislé na mitogenních signálech a postupují do S fáze, kde se komplex 

CDK2/cyklin E ú�astní replikace DNA, duplikace a maturace centrosomu a fosforyluje 

též proteiny modifikující histony. Po zahájení replikace je cyklin E rychle degradován 

a CDK2 interaguje s nov� exprimovaným cyklinem A, který se pozd�ji váže i na CDK1. 

Oba komplexy se podílejí na ukon�ení S fáze, p�i�emž v G2 fázi je cyklin A degradován 

a nahrazen nov� syntetizovanými cykliny B (1,2,3). Do p�echodu mezi G2 a M fází 
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se zapojuje CDK10 s cyklinem M, a to prost�ednictvím fosforylace Ets2 (v-ets avian 

erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 2), který je posléze degradován 

proteasomem.11,12 V d�sledku dochází ke snižování exprese n�kolika regulátor� mitosy, 

v�etn� AURKA (Aurora kinase A) a AURKB.13 Komplex CDK10/cyklin M tak slouží 

jako nádorový supresor, který brání vzniku aberací v po�tu centrosom� a následn�

defekt�m v bun��ném d�lení.14 V M fázi �ídí jednotlivé B cykliny ve spojení s CDK1 

rozpad jaderné membrány, kondenzaci chromosom� i tvorbu mitotického v�eténka. 

Cykliny B jsou poté ubiquitinylovány APC/C (anaphase-promoting 

complex/cyclosome) a degradovány v proteasomu.  

Pom�rn� nedávno bylo zjišt�no, že CDK14 (PFTK1) interagující s cyklinem Y 

a tzv. 14-3-3 proteiny reguluje Wnt (wingless/int-1) signalizaci, jejíž funkce ovliv�uje 

pr�chod bun��ným cyklem.15,16 CDK14 totiž fosforyluje LRP6 (low-density lipoprotein 

receptor-related protein 6) podílející se na tvorb� mitotického v�eténka prost�ednictvím 

proteinu Dvl2 (Dishevelled 2) a nádorového supresoru APC (adenomatous polyposis 

coli), který zajiš�uje napojení mikrotubul� na kinetochory.17,18 Wnt signalizace je 

ovšem klí�ová též b�hem G1 fáze, kdy její aktivita blokuje funkci GSK3 (glycogen 

synthase kinase 3), a tím podporuje transkripci c-myc (v-myc avian myelocytomatosis 

viral oncogene homolog) závislou na 	-cateninu.19 C-Myc jakožto transkrip�ní faktor 

indukuje expresi cyklinu D a zárove� potla�uje produkci p�irozených inhibitor� CDK 

p21 a p27 (viz. dále), �ímž podn�cuje bun��né d�lení.20-22    

2.2. Regulace transkripce 

Krom� regulace bun��ného d�lení kontrolují CDK též transkrip�ní proces, a to 

prost�ednictvím regulace enzymové aktivity RNAPII (RNA polymerase II), která 

jakožto jeho úst�ední složka zajiš�uje p�epis DNA na mRNA a n�které snRNA. Ze 

strukturního hlediska �ítá RNAPII v základní podob� 12 podjednotek ozna�ovaných 

jako Rpb1-12 (DNA-directed RNA polymerase II subunits), z nichž nejv�tší Rpb1 hraje 

hlavní roli v kontrole RNAPII. Její sou�ástí je tzv. CTD (C-terminal domain), jejíž 

aminokyselinové složení je pom�rn� unikátní.23 Základním motivem je totiž 

heptapeptidová sekvence Tyr1-Ser2-Pro3-Thr4-Ser5-Pro6-Ser7 opakující se v �ad�

za sebou. Množství repetic se pohybuje od 26, typických pro kvasinky, po 52 

vyskytujících se u obratlovc�.24 V p�ípad� obratlovc� je 21 opakování identických, 
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zatímco zbývajících 31 obsahuje jednu nebo více substitucí v pozici 2, 4, 5 a 7.25-27 Tyr1 

a Pro6 se nachází ve všech repeticích, oproti Ser7, který byl identifikován jen u 26 

opakování.24 Výjime�nost této struktury ovšem spo�ívá p�edevším ve vysokém po�tu 

potencionálních fosforyla�ních míst, jež jsou cílem n�kolika typ� CDK.  

Na za�átku transkrip�ního procesu dochází k fosforylaci Ser5 a Ser7 

prost�ednictvím CDK7 ve spojení s cyklinem H a MAT1 (ménage à trois), které jsou 

sou�ástí TFIIH (transcription factor IIH).28-30 Fosforylace Ser7 je klí�ová pro navázání 

speciálního integra�ního komplexu na t�lo RNAPII a transkripci snRNA.31 Fosforylace 

Ser5 pak slouží jako dokovací místo pro vazbu enzym� modifikujících 5´ konec 

vznikající mRNA 7-methylguanosinem.32 Po syntéze 20-40 nukleotid� dochází 

k zastavení transkripce pomocí protein� DSIF (DRB sensitivity inducing factor, DRB 

= 5,6-dichloro-1-	-ribofuranosyl-benzimidazole), složeného z protein� Spt4 a Spt5, 

a NELF (negative elongation factor).33 Takto vzniklá prodleva umož�uje navázání 

elonga�ních faktor� a dalších protein� modifikujících vznikající transkript 

na RNAPII.34 P�echod do elonga�ní fáze zajiš�uje P-TEFb (positive transcriptional 

elongation factor b) a jeho složka CDK9 spole�n� s cyklinem T fosforylující NELF 

spole�n� s Spt5.28 Na rozdíl od NELF, který disociuje z t�la RNAPII, Spt5 z�stává 

nadále navázaný na transkrip�ní mašinerii a p�epíná se z negativního módu do role 

pozitivního regulátoru následné elongace.35,36 CDK9 navíc fosforyluje též další rezidua 

v CTD, a to Ser2 a Thr4, což p�ispívá ke spušt�ní elonga�ního procesu.37 P�ed�asnému 

ukon�ení transkripce v pr�b�hu elonga�ní fáze brání fosforylace Tyr1 prost�ednictvím 

c-Abl (Abelson tyrosine kinase).38,39 Zatímco fosfatasy SSU72, Rtr1 (RPAP2) a FCP1 

postupn� odstra�ují fosfáty ze Ser5, do fosforylace Ser2 se zapojují komplexy 

CDK12/cyklin K a CDK13/cyklin K, jejichž aktivita je nejvyšší u 3´ konce 

transkriptu.40-42 CDK12/cyklin K jsou v transkrip�ním procesu d�ležité zejména 

pro expresi dlouhých gen� s velkým po�tem exon�, kam pat�í geny kódující regulátory 

genomové stability, v�etn� BRCA1 (breast cancer 1), ATR (ataxia telangiectasia and 

Rad3-related protein)��FANC1 (Fanconi anemia complementation group 1) a FANCD2 

(Fanconi anemia group D2 protein).43 Po dokon�ení celého procesu fosfatasy odstraní 

všechny fosfáty, �ímž je umožn�na regenerace RNAPII a další kolo transkrip�ního 

cyklu.  

Krom� zmín�ných CDK jsou do regulace transkripce zapojeny další typy CDK. 

Cisek a Corden (1989) jako první ukázali, že CDK1 fosforyluje serinová rezidua 

v CTD.44 Toto zjišt�ní bylo pozd�ji podpo�eno studií, která ukázala, že CDK1/cyklin B 
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Obrázek 1� Funkce CDK. A Zapojení CDK do transkrip�ního procesu. B Regulace 

bun��ného cyklu pomocí CDK. 

ve spolupráci s  Pin1 (peptidyl-prolyl cis/trans isomerase 1) hyperfosforyluje CTD v M 

fázi bun��ného cyklu (isoforma se pak ozna�uje jako RNAPIIOO), p�i�emž tato 

modifikace inhibuje aktivitu RNAPII, a p�ispívá tak k mitotickému uml�ení gen�.45

Další kinasou s fosforyla�ním potenciálem v��i CTD je CDK8 (Rickert et al 1996).46

Význam t�chto modifikací nebyl ovšem doposud popsán. CDK8/cyklin C jakožto 

sou�ást mediátoru negativn� ovliv�uje progresi transkrip�ním cyklem, nebo�

fosforyluje cyklin H, což vede k jeho degradaci, a tím inaktivaci CDK7.47

CDK11/cyklin L jsou pak zapojeny do sest�ihu mRNA.48 

2.3. Další funkce CDK 

A�koli jsou CDK stimulovány již vazbou p�íslušných cyklin�, k jejich maximální 

aktivaci je nutná fosforylace v tzv. aktiva�ní smy�ce (též nazývána jako T-smy�ka), 

kterou zprost�edkovává CDK7 ve spojení s cyklinem H a interak�ním partnerem MAT1 

(komplex je nazýván jako CAK, CDK-activating kinase). Tento fakt byl potvrzen 
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dv�ma nezávislými experimenty. V prvním byla inaktivována CDK7 u Drosophila 

melanogaster, což zp�sobilo pokles fosforylace T-smy�ky CDK1, následn� zablokování 

mitosy u zárode�né linie a také embryonální a larvální letalitu.49 Teplotn� podmín�ná 

mutace v cdk7 u Caenorhabditis elegans vedla k redukci transkripce a uml�ení CDK7 

prost�ednictvím RNA interference zastavení bun��ného cyklu.50 Strukturní podstata 

tohoto mechanismu bude popsána níže.  

  A�koli je CDK5 strukturn� podobná ostatním �len�m CDK rodiny, její funkce 

jsou velmi specifické. Bylo prokázáno, že b�hem embryogeneze je její aktivita 

nepostradatelná pro normální vývoj mozku.51 U dosp�lých lidí pak reguluje p�ežívání 

neuron�, synaptickou plasticitu a je zapojena do proces� u�ení, drogové závislosti, 

signalizace bolesti aj.52-54 Oproti ostatním CDK je aktivita CDK5 kontrolována 

odlišnými mechanismy, které zahrnují vazbu regula�ních podjednotek p35 a p39 

a autoinhibici prost�ednictvím fosforylace p35 a její následné degradace.55-57   

CDK16 (PCTK1) exprimovaná postmitotickými bu�kami mozku reguluje 

spole�n� s CDK5 cytoskeletální uspo�ádání b�hem migrace neuron� a zárove�

kontroluje r�st neurit�.58 Molekulární mechanismy t�chto proces� nejsou ovšem 

doposud detailn� prostudovány. Krom� cerebrální exprese byla detekována proteinová 

hladina též ve varlatech, kde hraje CDK16 ve spojení cyklinem Y esenciální roli 

ve spermatogenezi.59 Spermatické bu�ky izolované z nadvarlat CDK16 deficientních 

myší totiž vykazovaly sníženou pohyblivost a navíc m�ly deformované hlavi�ky, což 

nazna�uje, že je CDK16 d�ležitá p�i spermiaci. CDK16 má také promyogenní ú�inky, 

jelikož reguluje migraci a fúzi myoblast�.60       

Mezi málo prozkoumané CDK pat�í CDK15 (ALS2CR7), u které byl pozorován 

onkogenní potenciál. P�i sledování rezistence nádorových bun�k k lé�b� pomocí TRAIL 

(tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand) bylo prokázáno, že CDK15 

interaguje s proteinem survivinem a fosforyluje jej na Thr34.61 Tato posttransla�ní 

modifikace následn� stabilizuje survivin, a podporuje tak p�ežívání bu�ky. 

2.4. Struktura CDK a regulace jejich aktivity 

Poté co byly CDK popsány jako klí�ové molekuly �ídící nejr�zn�jší bun��né pochody 

a jejich deregulace byla pozorována u mnoha nádorových onemocn�ní, za�aly se mnohé 

v�decké skupiny v�novat studiu jejich proteinové struktury a regulace aktivity s cílem 

poskytnout bázi pro vývoj nízkomolekulárních inhibitor�. Jelikož byla nejintenzivn�ji 
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zkoumána struktura CDK2, bude následující text založen na poznatcích týkajících 

se jejího uspo�ádání. Ostatní CDK pat�ící do stejné kinasové rodiny pak sdílí prakticky 

stejnou konformaci pouze s jemnými rozdíly.  

CDK2 je tvo�ena 2 poddoménami, nazývanými též laloky, p�i�emž menší 

N-koncová �ást je bohatá na 	-skládaný list a v�tší C-koncová poddoména je p�evážn�

helikální.62 Ob� �ásti jsou propojeny polypeptidovým �et�zcem, který slouží jako pant, 

kolem n�hož mohou ob� �ásti rotovat. Sou�ástí N-koncového laloku je jediný 
-helix 

(C-helix) obsahující sekvenci Pro-Ser-Thr-Ala-Ile-Arg-Glu, jež hraje d�ležitou roli p�i 

interakci CDK s cyklinem, a inhibi�ní segment bohatý na glycin nazývaný G-smy�ka.63

Její sou�ástí jsou Thr14 a Tyr15, jejichž fosforylace blokuje aktivitu kinasy. Klí�ovým 

elementem karboxyterminální poddomény je pak T-smy�ka zapojující se též 

do regulace aktivity CDK. Katalytické místo, do n�hož se váže ATP, je zasazeno 

hluboko uvnit� enzymu mezi ob�ma poddoménami a leží pod vysoce flexibilní 

G-smy�kou. 

Správné na�asování a souslednost aktivit jednotlivých CDK je zajišt�no celou 

škálou regula�ních mechanism�. V�tšina �len� CDK rodiny je závislá na vazb� již 

zmín�ných cyklin�. P�i studiu interakce CDK2 s cyklinem A bylo zjišt�no, že b�hem 

vazby dochází ke konforma�ním zm�nám v oblasti C-helixu a p�emíst�ní postranního 

�et�zce Glu51 do aktivního místa, kde vytvá�í solný m�stek s Lys33, který kotví 
 a 	

fosfátové skupiny ATP.62 Ve volné form� je karboxyl Glu51 vystaven na povrchu 

molekuly, zatímco Glu33 vytvá�í solný m�stek s další d�ležitou aminokyselinou 

Asp145, která v komplexu váže Mg2+. K dalším strukturním reorganizacím dochází 

v míst� aktiva�ní smy�ky. U volné CDK2 formují rezidua Gly147-Gly153 
L12 helix 

zasahující do katalytického místa, a znemož�ující tak kontakt ATP se substrátem. 

U CDK2/cyklin A se m�ní jeho konformace na 	-skládaný list, což vede k vychýlení 

T-smy�ky z p�vodní pozice, zp�ístupn�ní aktivního místa a odkrytí Thr160, jehož 

fosforylace prost�ednictvím CAK ústí v plnou aktivaci kinasy.  

I když v�tšina CDK podléhá stejnému dvoustup�ovému procesu aktivace, 

existuje zde výjimka, a tou je CDK5. Její funkci totiž �ídí proteiny p35 a p39, které 

nevykazují sekven�ní podobnost s žádným typem cyklinu a neinteragují ani s dalšími 

CDK.64 Rozdíl mezi ob�ma proteiny tkví v místn� specifické expresi, kdy p35 je 

exprimována v cerebrálním kortexu vyvíjejícího se mozku, zatímco p39 je typická 

pro zadní mozek embryí i dosp�lých lidí a také postnatální cerebrální kortex.65-67

Jedine�nost CDK5 spo�ívá také v její schopnosti regulovat svou vlastní aktivitu 
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prost�ednictvím fosforylace p35 na Ser8 a Thr138.68 Fosforylace Ser8 z�stává 

konstantní b�hem vývoje mozku, zatímco fosforylace Thr138 b�hem n�j postupn�

klesá, což je pravd�podobn� dáno p�sobením proteinfosfatasy 1 �i proteinfosfatasy 2A. 

Bun��ná lokalizace p35 je díky myristoylaci vázaná na membrány a bylo prokázáno, že 

fosforylace Ser8 je d�ležitá pro udržení proteinu v cytoplasm�.69 Fosforylace Thr138 

pak brání št�pení p35 kalpainem, tím vzniku neurotoxického produktu p25 a zárove�

zp�sobuje zvýšenou degradaci p35 proteasomem.68,70 Podobný zp�sob regulace byl 

pozorován u již d�íve zmín�né CDK14, která je schopná kontrolovat vlastní aktivitu 

prost�ednictvím fosforylace svého partnera cyklinu Y na Ser71 a Ser73.71 Takto 

modifikované aminokyseliny vytvá�í fosfodegron podporující asociaci cyklinu Y s SCF 

komplexem (Skp, Cullin, F-box containing complex), který následn� katalyzuje 

ubiquitinylaci cyklinu Y a jeho degradaci proteasomem. Krom� p35 a p39 byla 

prokázána interakce CDK5 s cykliny E a D, které inhibují aktivitu CDK5, a cyklinem I, 

což vede k expresi antiapoptotických protein� Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) a Bcl-XL 

(B-cell lymphoma-extra large).72-74     

 Krom� aktiva�ní CDK7 jsou známé též inhibi�ní kinasy Wee1 a Myt1, které 

fosforylací Thr14 a Tyr15 v CDK2 blokují její aktivitu, a tím chrání bu�ku 

p�ed p�ed�asnou mitosou.75,76 Kinetické a krystalografické analýzy prokázaly, že 

posttransla�ní modifikace Thr14 a Tyr15 stéricky brání vazb� proteinového substrátu.77

Po fosforylaci Tyr15 v CDK2 sice nedochází ke zm�n� KM pro ATP, ovšem následná 

modifikace Thr14 znemož�uje vytvo�ení vhodné konfigurace ATP pro další fosforylaci 

substrátu. Princip inhibi�ních fosforylací je zachován prakticky u všech �len� CDK 

rodiny, s výjimkou CDK5, u které fosforylace ekvivalentního Tyr15 prost�ednictvím 

c-Abl ústí v její aktivaci.78 K pr�chodu bun��ným cyklem je nutné inhibi�ní fosfáty 

odstranit, p�i�emž tuto funkci plní rodina cdc25 fosfatas (a,b,c).79 P-Thr14 i P-Tyr15 

z�stávají po celou dobu vystaveny na povrchu proteinu, a jsou tudíž neustále p�ístupné 

Wee1/Myt1 i cdc25 fosfatasám.77    

V ur�itých situacích, kdy nap�íklad bu�ka nemá dostatek mitogenních signál�, 

podléhá diferenciaci �i senescenci, je aktivita CDK blokována pomocí p�irozených 

CDK inhibitor�. Proteiny INK4 rodiny (p15, p16, p18 a p19) se mohou vázat jak 

na monomerní CDK4/CDK6, �ímž brání jejich interakci s cykliny D, tak 

na CDK/cyklin, což vede k tvorb� inaktivního komplexu.80-83 Podle krystalové struktury 

CDK6/cyklin D (virový)/p18 je z�ejmé, že p18 vychyluje katalytická rezidua z jejich 

p�vodní pozice a deformuje ATP i cyklin vazebná místa.84 Stejný princip blokování 
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CDK funguje i u ostatních INK4 inhibitor�. p21, p27 a p57, které jsou sou�ástí Cip/Kip 

rodiny, pak potla�ují aktivitu CDK vazbou na CDK/cyklin komplex.85,86 Krystalová 

struktura ternárního komplexu CDK2/cyklin A/ p27 ukázala, že p27 interaguje s ob�ma 

proteiny, p�i�emž reorganizuje N-koncový lalok CDK2, a navíc zasahuje 

do katalytického místa, kde mimikuje ATP.87
� U ostatních �len� Cip/Kip je op�t 

p�edpokládán podobný mechanismus inhibice CDK. �

2.5. Deregulace CDK 

A�koli se m�že zdát, že faktory ovliv�ující aktivitu CDK jsou natolik abundantní 

a spletité, že dokonale kontrolují správné na�asování funkcí CDK, stávají se práv� tyto 

vlastnosti nevýhodné z d�vodu možnosti vzniku �etných poškození, které vedou �asto 

ke vzniku nejr�zn�jších onemocn�ní v�etn� nádorových. Nejhojn�ji dochází 

ke zvyšování exprese cyklin�. P�íkladem m�že být elevace cyklinu D 

u nemalobun��ného karcinomu plic, rakoviny prsu, slinivky b�išní nebo jícnu.95-98

Pom�rn� unikátním zp�sobem maligní transformace je proteolytické št�pení cyklinu E 

za vzniku jeho zkrácené formy, která vykazuje výrazn� vyšší CDK aktiva�ní 

schopnost.88 U n�kterých typ� nádor� byly prokázány mutace (delece, uml�ení, bodové 

mutace) gen� kódujících p�irozené inhibitory CDK. V jistých p�ípadech m�že být 

hyperaktivita zp�sobena i zvýšenou expresí samotného genu kódujícího danou CDK. 

Byly ovšem identifikovány i p�ípady, kdy bodové mutace v CDK brání vazb�

p�irozených inhibitor� CDK. U melanomu byla detekována Arg24Cys substituce CDK4 

zp�sobující sníženou citlivost k inhibici prost�ednictvím p16 a zárove� ponechávající 

interak�ní potenciál s cyklinem D.136 V neposlední �ad� pak m�že dojít i ke zvýšené 

expresi cdc25 fosfatas. Jak již bylo nazna�eno výše, n�které CDK vykazují nádorov�

supresorové vlastnosti, a není tedy p�ekvapením, že jejich snížená produkce �i mutace 

potla�ující kinasovou funkci zp�sobuje tumorigenezi. K takovým kinasam se �adí 

CDK12, jejíž mutace znemož�ují interakci s cyklinem K, což vede k poklesu hladin 

protein� zapojených do opravy DNA dvou�et�zcových zlom�, prohlubování genomové 

nestability a vzniku nádor� vaje�ník�.137  

A� už je p�í�ina hyperaktivace CDK jakákoli, d�sledky jsou si velmi podobné. 

Trvale aktivní CDK totiž nadm�rn� fosforylují své substráty, a umož�ují tak bu�kám 

projít bun��ným cyklem navzdory nep�íznivým intra- �i extracelulárním podmínkám, 

a to i v p�ípadech, kdy je  poškozena  DNA.  Strategie  jak  potla�it  hyperaktivaci  CDK  
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Tabulka 1 Aberace CDK a jejich regulátor� vedoucí ke vzniku nádorových 

onemocn�ní  

zvýšená 
exprese 

cyklin A 
AML, rakovina prsu,  
ledvin, štítné žlázy 

89-92 

cyklin B rakovina kolorekta, prsu 93,94 

cyklin D 
nemalobun��ný karcinom plic,  

rakovina prsu, slinivky b�išní, jícnu 
95-98 

cyklin E osteosarkom, rakovina vaje�ník�, žaludku 99-101 
CDK1 difúzní velkobun��ný B-lymfom,  102 
CDK2 rakovina vaje�ník�, prsu, hrtanu 103,104 
CDK3 glioblastom, rakovina prsu 105,106 

CDK4 
melanom, glioblastom, osteosarkom, 

rakovina plic 
107-110 

CDK5 rakovina prostaty, slinivky b�išní, prsu 111-113 

CDK6 
T-bun��ný lymfom, meduloblastom,  

rakovina mo�ového m�chý�e 
114-116 

CDK8 rakovina kolorekta 117 
CDK11 osteosarkom, rakovina prsu 118,119 
CDK13 hepatocelulární karcinom 120 
CDK14 hepatocelulární karcinom, rakovina jícnu 121,122 
CDK18 rakovina jícnu 122 

cdc25 
rakovina prsu, vulvální,  

hepatocelulární karcinom 
123-125 

snížená 
exprese 

CDK7 rakovina jícnu 122 
CDK10 rakovina prsu, žlu�níku 126,127 
CDK19 lymfom, leukémie 128 
p15INK4 rakovina mo�ového m�chý�e 129 
p16INK4 rakovina prsu, hrdla a hltanu 130,131 

p21Cip1/Waf1 rakovina hrtanu 132 
p27 Cip1/Waf1 rakovina prostaty, úst 133,134 

mutace 
CDK2 glioblastom (P45K) 135 
CDK4 melanom (R24C) 136 

CDK12 rakovina vaje�ník� 137 

u nádorových onemocn�ní jsou v principu dv�. Jednak lze nep�ímo manipulovat 

regula�ními drahami, které ovliv�ují aktivitu CDK, nebo p�ímo zablokovat funkce CDK 

prost�ednictvím nízkomolekulárních inhibitor�. V prvním p�ípad� se m�že jednat 

o zm�nu exprese a syntézy cyklin�, p�irozených inhibitor� CDK �i modulaci 

fosforyla�ního stavu CDK ovlivn�ním proteinkinas nebo fosfatas odpov�dných za tyto 

posttransla�ní modifikace, ale také o regulaci proteolytického aparátu, který degraduje 

cykliny nebo regulátory CDK. V posledních letech ovšem došlo k výraznému pokroku 

ve vývoji nízkomolekulárních inhibitor� a jejich potenciál v lé�b� mnoha onemocn�ní 
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bude popsán níže, stejn� jako strategie k zacílení malignit vyzna�ujících se deregulací 

nádorov� supresorových CDK.     

2.6. Inhibice CDK 

Studium molekulárních mechanism� maligní transformace a popsání deregulace CDK 

b�hem tohoto procesu vzbudilo zájem mnoha v�deckých skupin o vývoj slou�enin, 

které by zablokovaly aktivitu CDK. B�hem 90. let 20. století byly objeveny první 

nízkomolekulární CDK inhibitory s terapeutickým potenciálem v��i �ad� chorob, což 

následn� vedlo k intenzivn�jšímu výzkumu a syntéze ješt� ú�inn�jších látek, z nichž je 

v sou�asnosti n�kolik v r�zných fázích klinických test� (Tabulka 2, Obrázek 2).138-140  

  

2.6.1. Po�átky vývoje CDK inhibitor�

P�vod prvních nízkomolekulárních CDK inhibitor� je p�evážn� p�írodní, jelikož valná 

v�tšina aktivních substancí byla izolována z bakterií, hub �i rostlin. Mechanismus 

protinádorových ú�ink� objevených slou�enin, jenž byl zprvu neznámý, pomohly 

odhalit následné biochemické studie, které ukázaly, že se jedná o látky kompetující 

s ATP o aktivní místo CDK. Ze strukturního hlediska jde pak �asto o planární 

polycyklické heteroaromatické molekuly. 

Staurosporin (AM-2282), bisindolový alkaloid izolovaný v roce 1977 

ze Streptomyces staurosporeus, byl p�vodn� používán jako antimykotikum, p�i�emž 

jeho ú�inky byly p�isuzovány inhibici PKC (protein kinase C) (IC50 2,7 nM).141,142

Pozd�ji bylo zjišt�no, že se jedná o širokospektrý kinasový inhibitor blokující 

p�i vyšších koncentracích (160 nM) normální i transformované bu�ky v G2 fázi.143,144

Kinasou odpov�dnou za tento efekt byla poté identifikována CDK1, kterou staurosporin 

inhiboval s IC50 4-5 nM.144 Práv� nedostatek specifity jej však vy�adil z kandidát�

pro klinické testování.   

B�hem screeningu CDK1 inhibitor� v médiu s bakteriální kulturou Aspergillus 

terreus byl objeven metabolit butyrolakton I, který krom� CDK1 blokoval též CDK2.145

Oproti staurosporinu byl ovšem výrazn� specifi�t�jší. Testováním na bun��ných liniích 

odvozených od malobun��ného a nemalobun��ného karcinomu plic se potvrdily 

p�edchozí   zjišt�ní,   jelikož    butyrolakton    I    blokoval    bu�ky    v    G2/M    fázi.146   
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Tabulka 2 Vybrané klinicky testované CDK inhibitory (zdroj www.clinicaltrials.gov).  

název 
CDK 

preference 
fáze 
test�

Onemocn�ní 

AT-7519 1,2,4,6,9 I/II 
pokro�ilé metastazující solidní tumory, non-

Hodgkin�v lymfom, mnoho�etný myelom, lymfom 
pláš�ových bun�k, chronická myeloidní leukémie 

AZD5438 1,2,9 I pokro�ilé solidní malignity 

dinaciclib / 
SCH-727965 

1,2,5,9 I/II 
solidní tumory, mnoho�etný myelom, non-Hodgkin�v 

lymfom, melanom, rakovina prsu, NSCLC 

flavopiridol / 
alvocidib 

1,2,4,6,7,9 I/II Hematologické malignity 

P276-00 1,4,9 I/II mnoho�etný myelom, melanom, rakovina hlavy a krku

PD-0332991 4,6 I/II 
lymfom pláš�ových bun�k, pokro�ilý hepatocelulární 

karcinom, glioblastom 

milciclib  / 
PHA-848125 

1,2,4 I/II solidní tumory, rakovina brzlíku 

R547 1,2,4 I pokro�ilé solidní tumory 

roskovitin / 
seliciclib /  
CYC-202 

2,5,7,9 II Cushing�v syndrom 

SNS-032 2,7,9 I 
pokro�ilé solidní tumory, pokro�ilé B-lymfoidní 

malignity 

U pankreatických nádorových linií indukoval expresi proteinu Bax (Bcl-2-associated X 

protein), což následn� vedlo k apoptose.147 Jeho protinádorové ú�inky jsou však zna�n�

omezeny nízkou permeabilitou p�es cytoplasmatickou membránu.146  

B�hem studia bentických organism� žijících v oblasti McMurdo Sound 

v Antarktid� byly identifikovány houby, které byly toxické pro okolní ryby.148 Pozd�ji 

se ukázalo, že extrakt jedné z nich (Kirkpatrickia varialosa) vykazuje antileukemické 

ú�inky a následn� byly vyizolovány jeho bioaktivní složky, jimž byl dán název 

varioliny.149 Nejú�inn�jší molekulou byl stanoven variolin B, p�i�emž krystalografická 

analýza odhalila, že se jedná o pyridopyrrolopyrimidin, který má navíc i antivirální 

efekt. U n�kolika nádorových linií byl prokázán blok bun��ného cyklu v G1 i G2 

fázích, za n�jž je zodpov�dná inhibice CDK1 a CDK2.150 Strukturn� blízkými 
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Obrázek 2 Chemické struktury vybraných klinicky testovaných CDK inhibitor�.

slou�eninami jsou meridianiny, indolové alkaloidy izolované z jihoatlantické sumky 

Aplidium  meridianum,  které  rovn�ž  vykázaly   protinádorovou   aktivitu   spojenou   

s inhibicí CDK.151 Varioliny a meridianiny pak daly základ nové �ist� chemické t�íd�

látek, tzv. meriolin�m.152 Oproti variolinu B i meridianin�m vykázaly merioliny 

zvýšenou specifitu a ú�innost v��i CDK a zárove� antiprolifera�ní vlastnosti. 

U neuroblastomové linie byl pak objasn�n mechanismus ú�inku meriolinu 3, kdy došlo 

k rapidnímu poklesu hladiny proteinu Mcl-1 (myeloid cell leukemia 1), uvoln�ní 

cytochromu c do cytoplasmy a aktivaci kaspas.      

Tradi�ní �ínská medicína se stala p�edm�tem zájmu n�kolika v�deckých skupin, 

p�i�emž jedné z nich se poda�ilo identifikovat aktivní ingredienci Danggui Longhui 

Wan, což je sm�s bylin používaná p�i lé�b� chronických onemocn�ní. Je jí indirubin, 

3,2-bisindol, který je ú�inným inhibitorem CDK a potla�uje proliferaci bun�k 

prost�ednictvím G2/M bloku.153 Podobnou, avšak um�le vytvo�enou slou�eninou, je 

SU9516, jenž je selektivním inhibitorem CDK2.154 U n�kolika nádorových linií 

blokoval fosforylaci pRb, indukoval G1 a G2/M blok a zp�sobil aktivaci kaspasy 3. 
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Krystalografická analýza odhalila jeho vazbu na Leu83 CDK2, což je klí�ová interakce 

spole�ná pro všechny ú�inné ATP-kompetitivní inhibitory.155 Zda byl SU9516 

inspirován strukturou indirubinu lze pouze spekulovat, i když podoba je více než 

z�etelná.   

B�hem screeningu aromatických cytokinin� v��i inhibici CDK1 byl 

identifikován purin, jenž krom� CDK1, kterou blokoval nejú�inn�ji ze všech 

testovaných slou�enin (IC50 7 µM), inhiboval rovn�ž CDK2 a CDK5 (IC50 7; 3 µM).156

Tato látka byla pojmenována podle m�sta svého p�vodu jako olomoucin a stala 

se mate�skou slou�eninou pro následn� vyvinuté inhibitory. Strukturní modifikací byl 

nap�íklad získán 2,6,9-trisubstituovaný purin roskovitin (CYC-202, seliciclib), jehož 

CDK inhibi�ní ú�inky daleko p�ed�ily efekty samotného olomoucinu.157 A�koli 

roskovitin vykazoval podobnou selektivitu pro CDK jako olomoucin, blokoval aktivitu 

CDK1, CDK2 a CDK5 p�i 10x nižších koncentracích (IC50 0,65; 0,7 a 0,2 µM). V��i 

CDK4 a CDK6 byl pak prakticky neú�inný (IC50 > 100 µM). Na základ� výsledk�

z preklinických studií byl roskovitin podroben klinickému testování proti 

nemalobun��nému karcinomu plic a karcinomu nosohltanu, ve kterém ovšem selhal 

(www.clinicaltrials.gov, identifier NCT00372073). Jednou z možných p�í�in m�že být 

jeho rychlá in vivo p�em�na na metabolit s oxidovanou hydroxyskupinou na C2 

postranním �et�zci, �ímž je potla�ena CDK inhibi�ní ú�innost, a tím i terapeutický 

efekt.158    

Strukturn� odlišným CDK inhibitorem je flavopiridol (alvocidib), 

semisyntetický derivát alkaloidu izolovaného z indické rostliny Dysoxylum 

binectariferum. V prvních preklinických studiích bylo zjišt�no, že zp�sobuje 

zablokování bun��ného cyklu u linií odvozených od nádor� prsu a plic, což bylo 

následn� od�vodn�no schopností flavopiridolu inhibovat CDK1, CDK2 a CDK4.159-161

V dalších studiích se ukázalo, že je flavopiridol schopný potla�it r�st lidských 

nádorových xenograft� a navíc zesiluje ú�inky radiace i klasických chemoterapeutik.162-

167 A�koli jeho uvedení do klinických test� prob�hlo úsp�šn�, v dalších fázích 

se ukázalo, že jako monoterapeutikum nevykazuje aktivitu, je toxický v závislosti 

na množství a není ú�inný ani v kombinaci s jinými používanými lé�ivy.168-174  

Zpo�átku byly protinádorové ú�inky zmín�ných CDK inhibitor� p�i�ítány 

schopnosti daných molekul blokovat CDK regulující bun��ný cyklus, ovšem pozd�ji 

se ukázalo, že za jejich biologickými ú�inky stojí též inhibice transkrip�ních CDK. 

Látky, které vykazují takové vlastnosti, se pak ozna�ují jako panselektivní. Terapie 
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založené na principu inhibice transkripce mohou být výhodné p�edevším u onemocn�ní, 

která jsou závislá na expresi onkogen� s krátkým polo�asem rozpadu. Jedná se �asto 

o antiapoptotické proteiny Bcl-2, Mcl-1, cIAP-1 (cellular inhibitor of apoptosis 1), 

survivin �i XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis). Kup�íkladu flavopiridol, který je 

ú�inným inhibitorem CDK7 a CDK9 (IC50 110-300 nM resp. Ki 3 nM), potla�il 

fosforylaci Ser2 a Ser5 CTD RNAPII u bun�k chronické lymfoidní leukémie, což vedlo 

k poklesu Mcl-1 a XIAP, a tím k indukci apoptosy.161,175,176 U roskovitinu byla také 

prokázána CDK7 a CDK9 inhibi�ní ú�innost (0,6; 0,6 µM) a n�kolik preklinických 

studií potvrdilo stejný mechanismus ú�inku jako u flavopiridolu.177 U mnoho�etného 

myelomu zabránil fosforylaci Ser2 a Ser5 CTD RNAPII vedoucí k poklesu Mcl-1 a 

iniciaci apoptosy.178-180 U chronické lymfoidní leukémie dokonce zp�sobil 

downregulaci TFIIB, TFIID, TFIIE	 a eukaryotních inicia�ních faktor� eiF-2
, � a eiF-

4.181

Inhibice transkripce se krom� p�edchozích d�sledk� odráží i na stabilizaci 

a aktivaci nádorového supresoru p53, který jakožto transkrip�ní faktor reguluje 

odpov�� bu�ky na r�zné typy stresu. Za normálních podmínek protein Mdm2 (mouse 

double minute 2) ubiquitinyluje p53, a to vede k jeho následné degradaci proteasomem. 

P�i použití flavopiridolu �i roskovitinu však klesá hladina Mdm2, p�i�emž dochází 

k p53 indukované expresi p21 a proapoptotických protein� Bax a Puma (p53 

upregulated modulator of apoptosis).182,183 P�i použití transkrip�ních inhibitor� lze navíc 

dosáhnout potla�ení angiogeneze sníženou produkcí VEGF (vascular endothelial 

growth factor), jehož syntéza je rovn�ž blokována v d�sledku CDK9 inhibice.184

Po�áte�ní úsp�ch zmín�ných CDK inhibitor� inspiroval mnoho v�deckých 

skupin k syntéze podobných látek, které by p�ekonaly protinádorové ú�inky mate�ských 

slou�enin. Selhání flavopiridolu a roskovitinu v klinických testech se pak stává výzvou 

k vytvo�ení molekul, u kterých by došlo ke zlepšení farmakokinetických vlastností, 

a navíc je �ím dál z�ejm�jší, že pro terapii nádor� pomocí CDK inhibitor� bude nutné 

znát p�esné genetické pozadí daného onemocn�ní. 

2.6.2. CDK inhibitory druhé generace 

I když první CDK inhibitory vykazovaly v preklinických studiích slibné protinádorové 

vlastnosti, jejich nespecifita nazna�ovala, že by mohly mít p�i p�ípadných terapiích 

závažné vedlejší ú�inky. �asto se navíc jedná o slou�eniny, které nejsou metabolicky 
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stabilní a navíc mají nízkou biodostupnost. P�esto všechno byl díky nim položen základ 

pro vývoj ješt� ú�inn�jších slou�enin, jež tvo�í v�tšinu sou�asn� klinicky testovaných 

CDK inhibitor�.  

2.6.2.1. Roskovitin a jeho analoga  

Selektivita, inhibi�ní potenciál a biologické ú�inky roskovitinu stály za rozsáhlým 

výzkumem, jehož cílem bylo a stále je vytvo�it siln�jší inhibitory. Cílem modifikací 

se staly jednak substituce v 2,6 a 9 pozicích a dále množství i poloha dusíkových atom�

samotného purinového skeletu.185 Kombinací obou p�ístup� je pak vytvo�eno široké 

pole pro design velkého množství slou�enin.  

Pomocí první strategie byl vytvo�en nap�íklad purinový derivát roskovitinu 

olomoucin II, který je selektivní v��i CDK2, CDK7 a CDK9.186 Olomoucin II byl 

testován na panelu nádorových linií, p�i�emž efektivn� blokoval jejich proliferaci 

s preferencí pro bu�ky exprimující wild-type p53. Hlavním mechanismem ú�inku této 

látky se jeví inhibice transkripce. Purin CVT313 blokoval aktivitu CDK2 s IC50 0,5 µM, 

to se v bun��ném systému projevilo potla�ením fosforylace pRb a zablokováním 

bun��ného cyklu v G1/S.187 Dalším roskovitinovým analogem je látka CR8.188 Mezi 

108 testovanými kinasami byla stanovena její preference pro CDK1, CDK2, CDK3, 

CDK5, CDK7 a CDK9, které inhibovala 2-4x siln�ji než samotný roskovitin. U 25 

bun��ných linií byla po ovlivn�ní CR8 sledována mnohonásobn� vyšší indukce 

apoptosy než p�i použití roskovitinu.   

Druhým p�ístupem lze získat tzv. bioisostery, p�i�emž již byla nasyntetizována 

�ada takových slou�enin.185 U n�kterých byly zachovány vlastnosti purinu, n�které ale 

zase ztratily CDK inhibi�ní potenciál. Zárove� byly vyvinuty molekuly, u nichž došlo 

k nár�stu CDK inhibi�ní aktivity. Jedná se o pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny, 

pyrazolo[1,5-a]pyrimidiny a pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triaziny.189-191 Obm�nou substituent�

pak byl dán vznik mnoha látkám, z nichž se již jedna dostala do klinického testování.  

3,7-disubstituované pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny se ukázaly jako silné inhibitory 

CDK1 s protinádorovým potenciálem v��i leukemické linii K562.189 Další substituce 

v poloze 5 poskytla slou�eninu LGR1406, která byla schopná potla�it proliferaci bun�k 

hladkého svalstva prost�ednictvím bloku bun��ného cyklu v G1, a to p�ibližn� 5x 

ú�inn�ji než roskovitin.192 LGR1406 by tak mohla být využita u pacient� trpících 

restenosou, což je jev charakterizovaný znovuzúžením tepny, nap�íklad 
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po angioplastice. Dalším testovaným pyrazolo[4,3-d]pyrimidinem je látka E2GG, která 

je bioisosterem mikrotubulárního inhibitoru myoseverinu.193 Oproti myoseverinu sice 

E2GG ztrácí schopnost blokovat tvorbu mikrotubul�, vykazuje ovšem inhibi�ní ú�inky 

v��i CDK1, CDK2 a CDK7. Biologické ú�inky výše zmín�ného purinu CR8 nás 

motivovaly k syntéze látek se zlepšenými protinádorovými vlastnostmi. Poda�ilo se nám 

vytvo�it a charakterizovat �adu jeho pyrazolo[4,3-d]pyrimidinových analog�, které 

se liší v substituentu v poloze 5.194 Nejú�inn�jší derivát byl asi 7x siln�jším CDK2 

inhibitorem než CR8. U linie HCT116 indukoval G1 a G2/M blok s následnou aktivací 

apoptosy. Vzhledem k podobnosti ATP-vazebného místa CDK2 s CDK5 nebylo 

p�ekvapením, že blokoval i její aktivitu, což bylo spojené s poklesem fosforylace FAK 

(focal adhesion kinase), substrátu CDK5. A�koli se zatím jedná pouze o spekulaci, je 

možné, že CDK5 inhibitory mohou práv� díky inhibici FAK potla�it metastatický 

potenciál nádor�.         

Pyrazolo[1,5-a]pyrimidinové jádro se rovn�ž ukázalo jako vhodný základ 

pro design ú�inných CDK inhibitor�.190 Bromovaný derivát s tímto skeletem se projevil 

jako silný a zárove� selektivní inhibitor CDK2, který je navíc i oráln� dostupný. 

Vhodnou kombinací postranních substituent� byla získána slou�enina SCH 727965, 

známá spíše jako dinaciclib.195 Dinaciclib blokoval CDK2, CDK5, CDK1 a CDK9 již 

v nanomolárních koncentracích (IC50 1, 1, 3 a 4 nM), indukoval apoptosu v mnoha 

nádorových liniích a zp�sobil regresi nádor� v �ad� myších model�. V sou�asné dob� je 

klinicky testován v��i melanomu, nádor�m prsu a plic a n�kolika hematologickým 

onemocn�ním, v�etn� mnoho�etného myelomu a chronické lymfoidní leukemie 

(www.clinicaltrials.gov, identifiers NCT01026324 NCT00871663). Dalším 

pyrazolo[1,5-a]pyrimidinem s unikátními vlastnostmi je látka BS-181, jejíž ú�inky 

budou popsány níže.   

Pyrazolo[1,5-a]pyridin N-&-N1 byl testován v��i inhibici CDK1, CDK2, 

CDK5, CDK7 a CDK9, které blokoval ve srovnání s roskovitinem 3-5x siln�ji.191

Následn� byly sledovány ú�inky N-&-N1 na panelu 60 nádorových linií, kde bioisoster 

roskovitinu inhiboval proliferaci v pr�m�ru 14x efektivn�ji než samotný roskovitin. 

Obzvlášt� pak melanomové linie byly velmi senzitivní k indukci bun��né smrti, což 

m�že být dáno jejich závislostí na aktivit� CDK2.196 Protinádorové vlastnosti N-&-N1 

byly zkoumány též na myším xenograftu Ewingova sarkomu, u n�hož 2x nižší 

koncentrace N-&-N1 vyvolala stejné ú�inky jako roskovitin.  
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Obrázek 3 Chemické struktury n�kterých preklinicky testovaných CDK inhibitor�.  

P�edchozí poznatky byly komplexn� studovány z hlediska biologické aktivity 

jednotlivých molekul a zárove� jejím vztahem ke struktu�e daných látek. Spojením dat 

s výsledky z krystalografických studií pak byly získány cenné poznatky, které mohou 

posloužit p�i vývoji nových slou�enin. P�i zkoumání vazebného módu purin�

do aktivního místa CDK2 se ukázalo, že velkou roli p�i interakci hraje p�ti�lenný kruh, 

který je v p�ímém kontaktu s pantovou oblastí kinasy.197 Pro ú�innou inhibici je dále 

nezbytná p�ítomnost atomu dusíku v poloze 7, jelikož vytvá�í vodíkovou vazbu 

s aminoskupinou Leu83. Zavedením atomu dusíku do pozice 5 pak dochází ke zvýšení 

bazicity skeletu, což má za následek zesílení vodíkové vazby s Leu83 a zvýšení afinity 

k CDK.191 Naopak rozložení i po�et atom� dusíku v šesti�lenném kruhu není tolik 

zásadní.   

2.6.2.2. Od panselektivních inhibitor� ke specifickým slou�eninám

Krom� vývoje nových panselektivních inhibitor� se zájem medicinálních chemik� upírá 

též sm�rem k syntéze látek, které specificky zablokují funkce pouze jedné kinasy. 
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Vzhledem k p�íbuznosti CDK, a tudíž velké podobnosti jejich aktivních center, je 

pon�kud obtížné takové molekuly navrhnout a syntetizovat.198 To je pravd�podobn�

také d�vodem, pro� bylo doposud vytvo�eno jen n�kolik monospecifických inhibitor�. 

Na základ� znalostí interakce CDK se známými inhibitory a rovn�ž díky molekulárnímu 

modelování je však možné zachytit jemné rozdíly ve vazebných místech jednotlivých 

CDK a vyvíjet selektivní slou�eniny.   

P�íkladem monospecifického inhibitoru m�že být již d�íve zmín�ná látka 

BS-181, což je vysoce specifický CDK7 inhibitor, jehož pyrazolo[1,5-a]pyrimidinové 

jádro bylo odvozeno od roskovitinu.199 Biologická data ukazují, že BS-181 zp�sobuje 

zablokování bun��ného cyklu, apoptosu nádorových linií a vykazuje i protinádorové 

ú�inky in vivo. Další selektivní slou�eninou je EXEL-8647, který blokuje aktivitu 

CDK9, a to 100x ú�inn�ji než CDK1, CDK2, CDK4 a CDK7.200 P�i jeho použití 

dochází k zastavení proliferace a indukci apoptosy nádorových bun�k jak in vitro, tak 

in vivo. Za zmínku pak stojí také látka LDC000067 selektivn� inhibující CDK9 (IC50 44 

nM), jež podle p�edpokladu potla�ila fosforylaci Ser2 CDK9 s následnou stabilizací 

a aktivací p53.201 
   

2.7. Charakterizace funkcí  CDK pomocí genetických model�

V�tšina doposud vytvo�ených inhibitor� vykazuje již d�íve zmín�nou panselektivitu, 

která m�že stát za vznikem vedlejších ú�ink� p�i jejich p�ípadném použití v klinickém 

testování. Na základ� genetických studií navíc za�íná být �ím dál z�ejm�jší, že bude 

výhodn�jší vyvíjet slou�eniny specifické v��i jedné kinase. Co by v této strategii mohlo 

ztížit situaci, je vzájemná kompenzovatelnost n�kterých typ� CDK, která se dá vy�ešit 

kombinací monospecifických inhibitor�. 

 Bylo prokázáno, že p�i uml�ení CDK2, CDK4 �i CDK6 u myší není postižena 

jejich životaschopnost, což je pravd�podobn� dáno práv� schopností jejich vzájemné 

kompenzace. Pro n�které typy bun�k jsou však tyto genetické zm�ny fatální.202-204

Nap�íklad delece CDK4 u myší zp�sobila vznik diabetu kv�li redukci po�tu 	-bun�k 

pankreatu, a u sami�ek navíc i neplodnost.203 Za sterilitou stojí potla�ená tvorba 

laktotrof� hypofýzy produkujících prolaktin, což je hormon ovliv�ující sekreci 

progesteronu, který zajiš�uje implantaci vají�ka.205 Delece CDK6 zp�sobuje pokles 

erytrocyt� v periferní krvi, a navíc i snížení po�tu krevních bun�k v brzlíku a slezin�.203

Uml�ení CDK2 vedlo podobn� jako u CDK4 k neplodnosti, a to z d�vodu nezbytnosti 
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CDK2 pro ukon�ení profáze I b�hem meiosy.202 V p�ípad� zablokování CDK2 

p�i nádorové terapii m�že být tudíž ovlivn�na plodnost, p�i�emž p�i jejím p�erušení je 

pravd�podobné, že dojde k obnovení zrání pohlavních bun�k. Stejn� tak b�hem aplikace 

CDK4 specifického inhibitoru by byla znemožn�na p�ípadná gravidita, b�hem níž 

dochází k proliferaci laktotrof�. K rozvoji diabetu by ovšem dojít nem�lo, jelikož 

	-bu�ky vykazují dlouhou životnost.206  

Kombinovaná uml�ení CDK2, CDK4 a CDK6 pomohla zjistit, které kinasy jsou 

schopné vzájemné kompenzace. Myší embryonální fibroblasty (MEF) se spole�n�

uml�enou CDK4 a CDK6 normáln� proliferovaly, b�hem sérové deprivace p�ešly 

do G0 fáze a po mitogenní stimulaci byly schopné znovu projít bun��ným cyklem.204

Vzhledem ke schopnosti interakce CDK2 s cykliny D a inhibici proliferace CDK4-/-

CDK6-/- mutantních MEF po uml�ení CDK2 pomocí shRNA ve srovnání s normálními 

MEF je z�ejmé, že za kompenzací funkcí CDK4 a CDK6 stojí práv� CDK2.207 B�hem 

embryonálního vývoje ovšem vznikají u CDK4-/- CDK6-/- mutantních myší defekty 

v hematopoese, které vedou až k letalit�.204 B�hem protinádorové terapie pomocí CDK4 

a CDK6 specifických inhibitor� je tudíž nutné po�ítat s p�ípadným negativním 

ovlivn�ním krvetvorby. PD 0332991 jakožto první klinicky schválený CDK inhibitor je 

práv� takovým inhibitorem a jeho použití je skute�n� spojeno se vznikem neutropénie, 

trombocytopénie a anémie.208 Relativní postradatelnost CDK2, krom� již zmín�né 

funkce p�i meiose, není zp�sobena jejím zastoupením CDK4 �i CDK6, ale CDK1.209,210    

 U dalších CDK bu� doposud nebyla prokázána kompenzovatelnost, nebo se o ní 

zatím jen spekuluje. Mitotická CDK1 je schopná zastoupit funkce CDK2, CDK3, 

CDK4 i CDK6, ovšem její samotné uml�ení je pro bu�ky letální.211 Myší CDK1-/-

embrya pak odumírají ješt� p�ed vznikem moruly. Podobné d�sledky mají i delece 

cyklinu A2 a B1, vazebných partner� CDK1, které vedou též k rané embryonální 

letalit�.212,213 Dále bylo prokázáno, že ablace CDK11 u myší indukovala mitotických 

blok a apoptosu bun�k blastocysty.214 Podobn� vy�azení CDK7 zp�sobilo embryonální 

letalitu v d�sledku poškození fosforylace T-smy�ek ostatních CDK, avšak bez dopadu 

na transkripci, což nazna�uje, že funkce CDK7 jsou v transkrip�ním procesu 

kompenzovány jinými kinasami.215 Mohou jimi být CDK1, CDK2 �i kinasy, u nichž byl 

výše popsán transkrip�ní potenciál.216,217 Ztráta exprese CDK7 u proliferujících tkání 

dosp�lc� sice nepostihla jejich bun��nou obm�nu, nicmén� došlo k oslabení rezerv 

kmenových bun�k, zkracování telomer, p�ed�asnému stárnutí a smrti.215 Výjime�nost 

CDK5 už sama o sob� nazna�uje, že jsou její funkce nezastupitelné a její uml�ení m�že 
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poškodit mozkovou aktivitu. Bylo totiž prokázáno, že je CDK5 esenciální 

pro neurogenezi hipokampu dosp�lých myší.218 Kompletní vy�azení t�chto kinas by 

na základ� daných fakt� mohlo mít pom�rn� vážné vedlejší ú�inky, se kterými je nutné 

po�ítat p�i p�ípadné protinádorové terapii. 

 A�koli by se na základ� p�edchozích fakt� mohlo zdát, že využití inhibitor�

specifických v��i n�kterým CDK v klinické praxi by m�lo zna�ný negativní dopad 

na zdraví pacienta, existuje nová strategie, pomocí níž by m�ly být potla�eny vedlejší 

ú�inky zp�sobené danými látkami. Koncept tohoto p�ístupu a jeho využití budou 

popsány níže. 

3. Využití syntetické letality pro optimalizaci protinádorových 
terapií 

I když došlo b�hem posledních let k výraznému pokroku v odhalování mechanism�

molekulární transformace, v pop�edí protinádorových terapií se neustále drží klasická 

chemoterapie založená p�evážn� na inhibici funkce mitotického v�eténka, blokování 

syntézy DNA �i vyvolání DNA poškození. Jejím cílem je postižení nekontrolovatelného 

d�lení, tedy typické vlastnosti nádorových bun�k, a to bez ohledu na normální d�lící 

se bu�ky, kterými jsou nap�íklad hematopoetické prekurzory, bu�ky vlasových vá�k� �i 

epiteliální bu�ky gastrointestinální sliznice.219 D�sledkem t�chto lé�ebných p�ístup�

jsou �asté vedlejší ú�inky spojené s oslabením rezerv bun�k kostní d�en�, vypadáváním 

vlas� nebo nevolností. Zájem v�dc� se proto v sou�asné dob� soust�edí na vývoj lék�, 

které budou mít oproti konven�ní terapii vyšší terapeutický index, tzn. široké 

koncentra�ní rozmezí, v n�mž zni�í nádorové bu�ky, aniž by poškodily zdravou tká�.220

Klasickým p�íkladem takových lé�iv jsou antibiotika a antimykotika, jejichž cíle 

se u lidí nevyskytují. Otázkou je, zda se i v nádorových bu�kách nachází molekuly 

nep�ítomné v normální tkáni. Onkogenní bodové mutace n�kterých signálních protein�

by mohly takovým p�ípadem, ovšem design látek selektivn� blokujících pouze tyto cíle 

bez ovlivn�ní jejich nemutovaných prot�jšk� je extrémn� složitý. Jednodušším 

zp�sobem jak zvýšit selektivitu protinádorových lé�iv je vysledovat kvantitativní zm�ny 

dané onkogenní molekuly u nádorových bun�k a tuto pak ovlivnit. 

�adu let bylo velkým otazníkem, pro� n�kte�í pacienti odpovídají na danou 

lé�bu lépe než druzí, p�i�emž nové genetické technologie pomáhají tento problém 

rozluštit. Pro úsp�šnou terapii je totiž nutné znát krom� onkogenního cíle též genetické 
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pozadí pacienta. Základy konceptu, který odhaluje genové interakce a m�že posloužit 

k selekci vhodných skupin pacient�, byly položeny už ve 20. letech minulého století 

a postupn� zdokonalovány až do sou�asnosti. P�i studiu mutací u Drosophila 

melanogaster sledoval Calvin Bridges, že mají jisté kombinace letální ú�inky.221 Název 

syntetická letalita dodal tomuto jevu Theodore Dobzhansky roku 1946.222 V principu 

se jedná o stav, kdy p�ítomnost jednoho genu umož�uje bu�ce tolerovat genetické 

zm�ny v druhém genu. Pokud je ovšem mutován i gen první, pufrovací kapacita 

systému mizí, což je pro bu�ku letální (Obrázek 4a,b). Pomocí tohoto konceptu by 

se dala vy�ešit dlouhotrvající problematika terapií nádor� s potla�enou �i zcela 

redukovanou expresí nádorových supresor�. Prakticky jedinou možností lé�by daných 

onemocn�ní byly doposud genové terapie, které jsou pon�kud složité, a navíc se �asto 

nedostavuje kýžený efekt. Synteticky letální interakce jsou ale zcela b�žné též mezi 

geny se zvýšenou expresí, a mohou být tedy univerzáln� využity pro personalizovanou 

lé�bu.  

 K identifikaci SL interakcí se nejprve používaly modelové organismy. Roku 

1999 byla vytvo�ena knihovna mutant� Saccharomyces cerevisiae, u níž byl každý �tecí 

rámec nahrazen genetickým markerem a ten byl ohrani�en z obou stran specifickými 

oligonukleotidovými zna�kami (20 bazí), které sloužily jako ,,�árové kódy“ pro daný 

kmen.223 K�ížení kmen� poskytlo haploidní dvojité mutanty, což sice pomohlo k ur�ení 

SL interakcí, ale bez možnosti kvantifikace. K tomuto ú�elu posloužilo zavedení 

univerzální sekvence obklopující �árové kódy, které umožnily jeho amplifikaci pomocí 

PCR.224 A�koli byly takto odhaleny mnohé SL interakce, bylo nutné využít pro studium 

složit�jší organismy, a to p�edevším kv�li absenci �etných lidských ortolog� u kvasinek. 

Z toho d�vodu se za�aly provád�t genetické experimenty též na Caenorhabditis 

elegans, Drosophila melanogaster �i Mus musculus, které navíc usnadnily aplikaci 

RNA interference. Vzhledem ke komplikacím spojeným s antivirální odpov�dí sav�ích 

bun�k na transfekci siRNA, byla tato molekula nahrazena shRNA zakódovanou 

v plasmidovém nebo virálním vektoru.225,226 Dnešní genetika už ke studiu používá 

p�ímo lidské bun��né linie. Existují zde pak dva základní p�ístupy, kdy první je založen 

na experimentech s r�znými liniemi charakterizovanými sledovanou mutací a druhý 

pracující s isogenním párem, který byl um�le vytvo�en mutací objektu zájmu. Ob�

strategie mají ovšem jisté nedostatky. Pomocí isogenních linií lze sice p�esn�

identifikovat SL interakci, ale pouze u daného genotypu. Samotná RNA interferen�ní 

strategie se navíc jeví mnohdy nedokonalá z d�vodu nekompletního uml�ení 
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studovaného genu a �astých vedlejších cíl�. P�ípadná protinádorová lé�ba tudíž 

vyžaduje pe�livou validaci odhalených SL interakcí v nezávislých modelech. Koncept 

syntetické letality byl následn� rozší�en použitím inhibitor� sledovaných makromolekul, 

které jsou aplikovány na panel linií s mutacemi celé škály gen�.227 Kombinace mutace 

a inhibitoru ústící v bun��nou smrt pak sv�d�í o SL vztahu.  

  Úsp�ch olaparibu �i iniparibu v lé�b� prsních nádor� s delecí BRCA-1 (breast 

cancer 1) nebo BRCA-2 je pravd�podobn� nejznám�jším p�íkladem syntetické letality. 

B�hem opravy jedno�et�zcových zlom� v DNA dochází k autopolyribosylaci PARP-1 

(poly(ADP-ribose) polymerase-1), kdy se takto modifikovaná molekula stává 

dokovacím místem pro vazbu dalších protein� zapojených do opravy poškozené DNA. 

V p�ípad� inhibice PARP-1 pomocí olaparibu resp. iniparibu se tvo�í mnoho 

jedno�et�zcových zlom�, které mají v míst� replika�ních vidli�ek za následek vznik 

dvou�et�zcových zlom�. Bu�ky s normální funkcí BRCA-1 a BRCA-2 jsou schopné 

opravit tato poškození prost�ednictvím homologní rekombinace. Pokud ovšem dané 

proteiny chybí, anomálie bývá opravena nehomologním spojováním konc�, což vede 

ke zkracování DNA a následn� k bun��né smrti. Podobným p�íkladem SL interakce je 

vztah mezi BRCA-2 a Rad52.228 Rad52 je zapojen do rozpoznání a opravy zlom�

v DNA, pokud je ovšem deletován u BRCA-2 deficientních bun�k, dochází ke vzniku 

rozsáhlých chromosomálních aberací s následnou bun��nou smrtí. Jiným �asto 

mutovaným genem je myc, jehož nadm�rná exprese byla sledována u mnoha 

nádorových onemocn�ní. Bylo prokázáno, že bu�ky se zvýšenou hladinou tohoto 

proteinu jsou letáln� citlivé k aplikaci agonist� DR5, receptoru pro TRAIL (tumour 

necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand).229 Jak se v poslední dob� ukazuje, SL 

interakce jsou velmi �asté a jejich odhalování má mimo�ádný význam pro ú�inn�jší 

lé�bu nádorových onemocn�ní.     

3.1. CDK jako synteticky letální partne�i jiných gen�

Jak již bylo zmín�no d�íve, aplikace klasických protinádorových terapií má velmi �asto 

neblahé ú�inky, které mohou být potla�eny kombinací konven�ních cytostatik 

s nízkomolekulárními inhibitory CDK. Klinické studie pak ukazují, že ob� složky dané 

lé�by synergicky zesilují svoje ú�inky, a to i v nižších koncentracích než 

p�i monoterapii. P�íklad� takových kombinací je celá �ada, kterou jsme zpracovali 

v našem p�ehledném �lánku (viz P�íloha 1).230 Flavopiridol jakožto nejvíce studovaný 
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inhibitor CDK byl testován s mnoha látkami v�etn� docetaxelu, paclitaxelu �i SN-38, 

p�i�emž za synergickými ú�inky stojí nejspíše potla�ení opravy DNA poškození 

v d�sledku zacílení CDK regulujících tento proces. 164,231,232 Ovlivn�ní mechanism�

kontrolujících genomovou integritu se tudíž jeví jako velmi ú�inná strategie. 

 Co se tý�e syntetické letality s CDK, doposud bylo odhaleno n�kolik 

potencionáln� klinicky využitelných interakcí. Na základ� úsp�chu PARP inhibitor�

v lé�b� prsních nádor� byly sledovány další interakce s proteiny zapojenými 

do odpov�di na DNA poškození. Mezi nov� identifikovanými geny byla objevena 

CDK5, jejíž uml�ení u bun�k HeLa ošet�ených PARP inhibitorem KU0058948 vyvolalo 

fosforylaci �H2AX, nár�st RAD51 ohnisek, což vedlo k selhání opravy 

jedno�et�zcových zlom� s následnou bun��nou smrtí.233 Tato studie navíc odhalila 

doposud nepopsanou funkci CDK5 jakožto kontrolního bodu S fáze, který v p�ípad�

DNA poškození p�edchází mitose. O p�esném mechanismu p�sobení není zatím p�íliš 

známo, a�koli se spekuluje o interakci s kinasami reagujícími na poškození DNA �i 

napojení na SCF ubiquitinligasu. Dále se ukázalo, že v SL vztahu s PARP je i CDK12, 

jejíž deficience zp�sobila u bun�k odvozených od rakoviny vaje�ník� po aplikaci 

olaparibu selhání homologní rekombinace, a to pravd�podobn� v d�sledku potla�ené 

exprese BRCA1, FANCI, FANCD2 a ATR.234  

 Mezi �asto mutované nádorové supresory se �adí VHL (Von Hippel Lindau), 

jehož snížená produkce byla sledována mezi jinými i u nádor� ledvin. P�i normální 

koncentraci kyslíku dochází k hydroxylaci HIF-
 (hypoxia-inducible factor 
), kdy 

modifikované aminokyseliny slouží jako vazebné místo pro VHL, který následn�

polyubiquitinyluje HIF-
, �ímž ho ozna�uje k degradaci. Nedostatek kyslíku naopak 

vede k akumulaci HIF-
, jenž interaguje s HIF-	, a takto vzniklý heterodimer p�sobí 

jako transkrip�ní faktor n�kolika gen� v�etn� VEGF, PDGF-B (platelet derived growth 

factor B), TGF� (transforming growth factor 
) �i EPO (erythropoietin).235 S využitím 

isogenních linií odvozených práv� od nádor� ledvin byla pomocí siRNA strategie mezi 

jinými detekována CDK6 jako SL partner s VHL.236 Tato interakce byla následn�

potvrzena použitím CDK4/CDK6 inhibitoru CAS 546102-60-7, který blokoval pouze 

r�st VHL-/- bun�k.   

 Vzhledem k vysoké incidenci mutací K-Ras (Kirsten rat sarcoma viral oncogene 

homolog) a jeho obtížnému farmakologickému zablokování byly rovn�ž zkoumány SL 

interak�ní vztahy, p�i�emž se skute�n� poda�ilo objevit protein, jehož inhibice potla�uje 

r�st nádor� se zvýšenou hladinou K-Ras. Jelikož je K-Ras sou�ástí mitogenní 
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signalizace, nebylo p�ekvapením, že se nov� identifikovanou SL molekulou stala 

CDK4.237 Nádorové linie s nadm�rnou expresí byly totiž citlivé k uml�ení CDK4, 

a navíc se ukázalo, že indukce exprese K-Ras u myších xenograft� se ztrátou CDK4 

vedla k redukci nádor�.  

 N�kolik SL vztah� s CDK bylo objeveno i u onkogen� rodiny Myc. U linií 

odvozených od nádor� prsu s nadm�rnou produkcí Myc, které neodpovídají 

na hormonální terapii (trojit� negativní v��i receptoru pro estrogen, progesteron 

a HER2) došlo po uml�ení CDK1 k indukci apoptosy, a navíc byl potla�en i r�st myších 

xenograft�.238 Aplikace purvalanolu A a dinaciclibu pak m�la stejný dopad na viabilitu 

trojit� negativních linií se zvýšenou expresí Myc jakožto i myších xenograft�.239

Za mechanismem ú�inku pravd�podobn� stojí potla�ená fosforylace antiapoptotického 

proteinu survivinu v d�sledku inhibice CDK1.240,241 Krom� CDK1 byl potvrzen SL 

vztah též mezi CDK2 a MYCN.242 Uml�ení CDK2 totiž indukovalo apoptosu 

u neuroblastomových linií se zvýšenou produkcí MYCN, kdy simultánní uml�ení 

CDK2 a MYCN nem�lo vliv na bun��nou viabilitu. K SL partner�m Myc v neposlední 

�ad� pat�í CDK9, jejíž farmakologická inhibice stejn� jako genetické uml�ení m�ly 

protinádorové ú�inky u linií odvozených od hepatocelulárního karcinomu s nadm�rnou 

hladinou Myc.243

 SL s CDK by mohla být využita také p�i terapii doposud obtížn� lé�itelného 

glioblastomu. Ukázalo se totiž, že imidazopyridin PIK-75, jenž byl p�vodn� považován 

p�edevším za inhibitor PI3K (phosphoinositide 3-kinase), blokuje též CDK1 a CDK2, 

a u linií odvozených od glioblastomu s normální funkcí PTEN indukuje apoptosu.244

P�i genetickém uml�ování se ukázalo, že samotná inhibice CDK1 �i CDK2 po použití 

PI3K inhibitoru neovliv�uje viabilitu glioblastomových bun�k s normální funkcí PTEN, 

což sv�d�í o vzájemné kompenzaci obou kinas, zatímco simultánní uml�ení CDK1 

a CDK2 výrazn� indukuje apoptosu bun�k ovlivn�ných PI3K inhibitorem.        

V posledních letech byla vyvinuta celá �ada CDK inhibitor�, i když jejich 

uplatn�ní v lé�b� nádorových onemocn�ní bylo zatím rozporuplné. Na základ�

popsaných p�íklad� SL vztah� je však z�ejmé, že medicinální chemie zam��ená 

na syntézu nových CDK inhibitor� má význam. Pro optimální terapii bude ale nutné 

identifikovat nové genové interakce a zárove� znát genetické pozadí daných chorob. 
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Obrázek 4 Koncept syntetické letality a p�íklady synteticky letálních vztah� s CDK 

(p�evzato z Vym�talová & Kryštof 2016). 

4. Protein Mcl-1, regulátor apoptosy  

Jak se ukázalo, p�i lé�b� mnoha onemocn�ní vyzna�ujících se nadm�rnou proliferací 

ur�itého typu bun�k, se jeví velmi vhodnou strategií indukovat jejich apoptosu. Jednou 

z klí�ových molekul �ídících tento proces je antiapoptotický protein Mcl-1, jehož �astá 

deregulace zd�raz�uje pot�ebu objevení p�ístupu, který pom�že potla�it jeho hladinu. 

Pro efektivní zp�sob zacílení je pak nutné znát strukturu a stejn� tak i funkce tohoto 

proteinu. 

Mcl-1 byl p�vodn� identifikován jako raný gen exprimovaný b�hem diferenciace 

bun�k myeloidní linie ML-1 a zárove� byla prokázána sekven�ní podobnost 

s antiapoptotickým proteinem Bcl-2, který je sou�ástí rodiny protein� regulujících 

apoptotické procesy.245 Její �leny lze na základ� funkcí a p�ítomnosti Bcl-2 

homologních domén (BH) rozd�lit do t�í skupin. Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W (Bcl-2-like 

protein 2) a Bcl2A1 (Bcl-2-related protein A1) obsahují BH1-4 domény v�etn�

transmembránové (TM) sekvence a vykazují antiapoptotickou aktivitu. Bax, Bak (Bcl-2 

homologous antagonist killer) a Bok (Bcl-2 related ovarian killer) mají podobnou 

strukturu, a�koli postrádají BH4 doménu a podporují apoptosu formováním pór�

ve vn�jší mitochondriální membrán�, které propouští cytochrom c do cytosolárního 

prostoru, kde dochází k tvorb� apoptosomu a aktivaci kaspas. Poslední a zárove�

nejv�tší skupina je prezentována proteiny pouze s BH3 doménou, a to Bik 
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(Bcl-2-interacting killer), Hrk (harakiri, Bcl-2-interacting protein), Bim 

(Bcl-2-interacting mediator of cell death), Bad (Bcl-2-associated death promoter), Bid 

(BH3-interacting domain death agonist), Puma, Noxa (lat. zni�ení, phorbol-12-

myristate-13-acetate-induced protein 1) a Bmf (Bcl-2 modifying factor), jejichž vazba 

na Bax, Bak �i Bok vede k formaci pór�, ale jsou také schopné zablokovat funkce 

antiapoptotických protein� vazbou BH3 helikální �ásti do hydrofobní kapsy tvo�ené 

BH1-3 doménami.246 Je tedy z�ejmé, že pom�r mezi jednotlivými �leny rodiny �ídí 

viabilitu bun�k a narušení rovnováhy vede ke vzniku nejr�zn�jších onemocn�ní. 

Mcl-1 je umíst�n na chromosomu 1q21, p�i�emž obsahuje 3 exony a nejmén� 2 

polyadenyla�ní místa. B�hem sest�ihu mRNA mohou vzniknout 3 r�zné varianty, 

a to Mcl-1L kódující protein s 350 aminokyselinami (AK), TM a BH1-3 doménami, 

dále Mcl-1S s 271 AK postrádající BH1,2 a TM a Mcl-1ES se 197 AK rovn�ž 

bez BH1,2 a TM Kim et al 2009).247,248 Krátké formy se podobají protein�m s BH3 

doménou, a jsou tudíž schopné vykonávat proapoptotické funkce vazbou k Mcl-1L. 

Všechny varianty Mcl-1 se liší od ostatních �len� Bcl-2 rodiny obsahem specifických 

sekvencí bohatých na Pro, Glu, Ser a Thr (PEST) na N-konci, které jsou typické 

pro proteiny s krátkým polo�asem rozpadu (u Mcl-1 mén� než 1 h).249

Mcl-1 je cílem �etných posttransla�ních modifikací �ídících p�edevším jeho 

stabilitu. Úst�ední roli hraje pravd�podobn� fosforylace Thr163 prost�ednictvím ERK-1 

(extracellular signal-regulated kinase 1) �i JNK (c-Jun N-terminal kinase).250-252

Následná fosforylace Thr92 a kontakt s Pin1 vede ke zvýšené stabilit�, stejn� jako 

fosforylace Ser121 pomocí JNK. Thr163 ovšem slouží také jako základ dalších 

fosforylací Ser155 a Ser159 prost�ednictvím GSK3	, které mají za následek ozna�ení 

proteinu  	-TrCP (	-transducin repeat containing E3 ubiquitin protein ligase) a jeho 

degradaci v 26S proteasomu (Obrázek 5). Krom� fosforyla�n� závislého odbourávání 

je Mcl-1 konstitutivn� odstra�ován u neovlivn�ných i stresovaných bun�k pomocí Mule 

(Mcl-1 ubiquitin ligase), která interaguje s BH3 hydrofóbní vazebnou kapsou 

Mcl-1.253,254 

Jednou z nejd�ležit�jších funkcí Mcl-1L je vazba proapoptotických protein� Bak 

a Bax. Po zahájení apoptosy Bik, Noxa a tBid vyt�sní a nahradí oba proteiny, 

což umožní jejich oligomerizaci a další apoptotické kroky.255-257 Aktivace kaspasy 3 

navíc vede ke št�pení Mcl-1L za Asp127 resp. Asp157, kdy vzniká C-proapoptotický 

fragment.258 Mcl-1 je také schopný interagovat s PCNA (proliferating cell nuclear 

antigen), což má za následek zablokování bun��ného cyklu v S-fázi.259 Vazba 
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Obrázek 5 Posttransla�ní modifikace Mcl-1. A Souhrn modifikovatelných míst. B

Kinasy �ídí osud Mcl-1. 

proteolytického fragmentu Mcl-1 k CDK1 vede k její snížené aktivit� a zastavení 

v G2/M fázi a interakce s CHK1 (check kinase 1) zase k akumulaci bun�k v G2 fázi 

v závislosti na fosforylaci CHK1 pomocí ATR.260,261

Komplexní funkce Mcl-1 v rámci celého organismu byla zkoumána pomocí 

podmín�ných mutací, kdy Mcl-1 deficientní myši vykázaly již periimplanta�ní 

letalitu.262 Delece Mcl-1 b�hem rané diferenciace lymfocyt� zastavila jejich vývoj 

a zárove� u nich indukovala apoptosu, která byla detekována i u zralých B a T bun�k 

s Mcl-1 deficiencí.263 Mcl-1 delece u raných hematopoetických progenitor� zase 

zp�sobila ztrátu kostní d�en�, což prokázalo, že je Mcl-1 kritický regulátor udržující 

homeostázu hematopoetických kmenových bun�k.264  

B�hem posledních let byl prokázán mimo�ádný význam Mcl-1 exprese u mnoha 

nádorových onemocn�ní v�etn� chronické myeloidní leukémie, B-bun��ného lymfomu, 

chronické lymfoidní leukémie, lymfomu pláš�ových bun�k, mnoho�etného myelomu, 
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hepatocelulárního, pankreatického a testikulárního karcinomu, rakoviny d�ložního 

�ípku, melanomu a nemalobun��ného karcinomu plic.265-275 Ke zvýšené expresi Mcl-1 

�asto p�ispívá vliv nejr�zn�jších cytokin� a r�stových faktor�, které aktivují �etné 

signální dráhy zahrnující MAPK (mitogen-activated protein kinase)/ERK, PI3K �i  Jak 

(Janus kinase)/STAT (signal transducer and activator of transcription).276 IL-6 

(interleukin 6) aktivoval u linie odvozené od mnoho�etného myelomu a bun�k 

cholangiokarcinomu STAT3, jehož konstitutivní aktivace byla esenciální i pro p�ežívání 

diferencovaných makrofág�.277-279 zase ukázali, že IL-3 zapíná signalizaci 

PI3K/proteinkinasa B/CREB (c-AMP response element-binding protein) resp. 

p38MAPK/PU.1 vedoucí k nadm�rné produkci Mcl-1.280,281 Popsání zapojení Mcl-1 

v nádorové transformaci vedlo ke snaze eliminovat práv� tuto molekulu a pom�rn�

efektivní se jeví potla�ení její transkripce pomocí CDK inhibitor�.152,178,179,282 Naše 

studie prokázala, že potla�ení jeho exprese prost�ednictvím nízkomolekulárních 

transkrip�ních inhibitor� vede k rapidnímu poklesu viability a indukci apoptosy 

u mnoho�etného myelomu (nepublikované výsledky).  

A�koli se mnoho let pouze spekulovalo o spojení mezi rakovinou a zán�tem, 

mnohé epidemiologické studie tuto myšlenku potvrdily, a navíc se ukázalo, že zán�tlivé 

složky jsou p�ítomné v mikroprost�edí v�tšiny neoplastických tkání.283 Genetické 

zm�ny vedoucí ke vzniku nádor� jednak samy o sob� podn�cují prozán�tlivé procesy, 

jejichž mediátory ješt� více prohlubují genetickou nestabilitu, ale je též prokázáno, že 

chronické zán�ty v�etn� infekcí �i autoimunitních onemocn�ní zp�sobují vznik mnoha 

malignit. Zasažení imunitní odpov�di m�že být tudíž využitelné i p�i lé�b� rakoviny. 

Neutrofily, které jsou sou�ástí p�irozené imunitní odpov�di, by se mohly stát jedním 

z cíl� takových terapií. Vznik zán�tlivých �i autoimunitních onemocn�ní je totiž �asto 

spojen s inhibicí jejich apoptosy a nadm�rnou aktivací n�kterých funkcí. Jelikož je pro 

udržování životaschopnosti neutrofil� klí�ový práv� Mcl-1, mohly by CDK inhibitory 

indukovat jejich apoptosu. Naše nov� syntetizované CDK inhibitory skute�n� snižovaly 

viabilitu neutrofil� izolovaných z krve zdravých dárc� v d�sledku snížené exprese 

Mcl-1, potla�ovaly ú�inky GM-CSF (granulocyte-macrophage  colony-stimulating 

factor) a blokovaly tvorbu ROS (reactive oxygen species) (Vym�talová et al v p�íprav�, 

P�íloha 3).  
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5. Neutrofily, základní složky imunitní odpov�di 

Zán�t jakožto proces p�edstavuje klí�ový prvek antimikrobiálního imunitního systému, 

který byl pe�liv� st�ežen b�hem evoluce v pr�b�hu milion� let. Tato základní bun��ná 

obrana byla zárove� nep�etržit� zdokonalována díky mikroorganism�m napadajícím 

lidské t�lo a také mechanism�m, jež dané patogeny vyvíjely p�i snaze uniknout imunitní 

obran�. Za normálních podmínek nejr�zn�jší imunitní elementy navzájem spolupracují 

p�i odhalování nežádoucích mikrob�, jako jsou bakterie, houby �i viry, a zajiš�ují jejich 

eliminaci p�ed p�ípadným zmnožením, ší�ením a poškozením jiných �ástí lidského t�la. 

V kone�né fázi je pak nutné, aby aktivované zán�tlivé bu�ky podlehly apoptose a byly 

odstran�ny z místa zán�tu, což vede k návratu k p�vodnímu po�tu imunitních �initel�

a obnovení tká�ové homeostasy.284

5.1. Zrání, mobilizace a aktivace neutrofil�

Granulocyty p�edstavují první bun��né typy, které jsou p�itahovány do infikovaných 

oblastí v obrovském množství, kde poté využívají sv�j obranný materiál 

p�i odstra�ování nežádoucích podn�t�. Neutrofily, známé též pod názvem 

polymorfonukleární leukocyty, tvo�í nejpo�etn�jší populaci bílých krvinek 

(2,0-7,5×109/l). Jejich název byl odvozen od zbarvení histologických preparát�

p�i použití hematoxylinu a eosinu. Na rozdíl od basofil� a eosinofil�, které se barví 

mod�e resp. �erven�, neutrofilní komponenty z�stávají neutráln� r�žové. Neutrofily 

se vyvíjí v kostní d�eni z CD34+ pluripotentních kmenových bun�k v dráze zahrnující 

následující  fáze:  myeloblast,  promyelocyt,  myelocyt a metamyelocyt, a to v závislosti

na �ad� faktor� jako IL-3, G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor) nebo 

GM-CSF.285,286 Pod vlivem chemotaktických signál�, jakými jsou nap�íklad LPS 

(lipopolysaccharide), fMLP (N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine), TNF-
 (tumor 

necrosis factor 
), IL-1	 nebo IL-17, produkovaných v místech zán�tu jsou neutrofily 

vychytávány endoteliálními bu�kami z cévního �e�išt� prost�ednictvím interakce mezi 

P- a E-selektiny na povrchu endotelu a PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand-1) 

a L-selektinu konstitutivn� exprimovaných neutrofily.287-289 B�hem následného kutálení 

po endotelu dochází k aktivaci signálních kaskád zahrnujících Src (proto-oncogene 

tyrosine-protein kinase), Syk (spleen tyrosine kinase), PI3K a MAPK, což vede 

v d�sledku k expresi 	2 integrin�, které zakotví neutrofil po vazb� na ICAM-1 
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(intercellular adhesion molecule 1) v jednom míst�.290-292 Následn� dochází 

k transmigraci neutrofilu podél endoteliálních spoj�, vysunutí lamelipodia a další 

chemotaxi ke zdroji signálu. 

5.2. Eliminace škodlivých faktor�

Vzhledem k rozmanitosti patogenních druh� a nespo�tu jejich toxických efekt�

vyvinuly neutrofily pestrou škálu antimikrobiálních prost�edk�, které se znateln� liší 

v mechanismech ú�inku tak, že jsou schopny postihnout nejr�zn�jší procesy nezbytné 

pro vznik, rozvoj a ší�ení infekce.  

Jako zástupci granulocyt� obsahují neutrofily 3 základní typy granulových 

struktur, jmenovit� azurofilní (primární), specifické (sekundární) a terciární nazývané 

také jako gelatinové. Navíc se v jejich cytoplasm� nachází tzv. sekre�ní granule, které 

na rozdíl od p�edešlých organel nevznikají odšt�pením z Golgiho aparátu, nýbrž 

endocytosou.293 Tyto vá�ky slouží jako rezervoár membránových receptor�, které jsou 

po fúzi granulí s cytoplasmatickou membránou aktivovány interakcí s cílovými 

molekulami, což vede k mobilizaci terciárních granulí obsahujících metaloproteasy jako 

je gelatinasa nebo leukolysin, jejichž aktivace napomáhá pr�niku neutrofilu p�es bazální 

membránu.294,295 V míst� infekce pak dochází k uvoln�ní obsahu specifických 

a azurofilních granulí do extracelulárního �i fagosomálního prostoru. Specifické vá�ky 

jsou jednak zdrojem mnoha antimikrobiálních slou�enin v�etn� laktoferinu, lysozymu 

nebo NGAL (neutrophil gelatinase-associated lipocalin), ale v jejich membrán� je navíc 

ukotvena d�ležitá komponenta NADPH oxidasy flavocytochrom b558 zajiš�ující 

iniciaci oxidativního vzplanutí (viz níže).296,297 Mobilizace azurofilních granulí vede 

kone�n� k uvoln�ní kompletního toxického materiálu v�etn� defensin�, lysozymu, 

neutrofilní elastasy, proteinasy 3, katepsinu G nebo MPO (myeloperoxidase).298

Oxidativní vzplanutí a tvorba ROS p�edstavuje další obrannou strategii proti 

nežádoucím patogen�m. B�hem degranulace dochází k formování NADPH oxidasy 

katalyzující p�enos elektronu na molekulární kyslík za vzniku superoxidu, který podléhá 

rapidní p�em�n� na peroxid vodíku nebo reaguje s oxidem dusnatým p�i tvorb� ješt�

agresivn�jšího peroxynitritu. Uvnit� fagosomu MPO katalyzuje produkci kyseliny 

chlorovodíkové v reakci chloridového iontu s peroxidem vodíku.298 Antimikrobiální 

ú�inky HCl se následn� projeví v p�ímé reakci s patogenem a zárove� nep�ímo 

po modifikaci aminových skupin protein� na chloraminy, které mají rovn�ž toxické 

vlastnosti.299  
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Obrázek 6 Odstran�ní nežádoucích patogen� neutrofily.  

Pro uplatn�ní zmín�ných strategií je nutný bezprost�ední kontakt neutrofilu 

s p�vodcem infekce, který je zajišt�n dv�ma zp�soby. Pokud je mikroorganismus

dostate�n� malý, m�že být pohlcen p�i tzv. fagocytose. Po vytvo�ení fagosomu za�íná 

mobilizace specifických a primárních granulí, tyto fúzují s fagosomální membránou,

a jejich obsah tak kone�n� p�ichází do kontaktu s patogenem. Navíc se na membrán�

formuje NADPH  oxidasový komplex produkující ROS. Fagocytosa také napomáhá 

iniciaci apoptosy neutrofilu v procesu nazývaném PICD (phagocytosis-induced cell 

death).300 Druhým zp�sobem interakce s patogenem je tvorba NET (neutrophil 

extracellular traps).301 Jedná se o vláknité struktury složené z dekondenzovaného 

chromatinu, histon� a granulárních protein�, které zachycují nejr�zn�jší 

mikroorganismy, a vystavují je tak vysoké koncentraci toxických látek (Obrázek 6).298

  

5.3. Kone�ná fáze zán�tlivé reakce 

V posledním stádiu imunitní odpov�di probíhá nejen odstran�ní apoptotických 

a nekrotických neutrofil�, �ímž se vyrovnává jejich p�vodní hladina, ale dochází 

i k produkci protizán�tlivých faktor�, které napomáhají ustavení tká�ové rovnováhy. 
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 Jakmile neutrofil splní svou obrannou funkci, podléhá bun��né smrti a zárove�

vysílá signály sloužící jako atraktanty makrofág�. Nejznám�jšími zástupci t�chto 

molekul jsou EMAPII (endothelial-monocyte activating polypeptide II), trombospondin 

1, LPC (lysophosphatidylcholine) a S1P (sphingosine-1-phosphate).302 Specifické 

rozpoznání nekrotických a apoptotických bun�k je pak zajišt�no pomocí interakce 

makrofágových receptor� s ligandy v cytoplasmatické membrán� neutrofilu, p�ípadn�

využívají další rozpustné molekuly jako prost�edníky t�chto kontakt�.303 B�hem 

n�kolika posledních let bylo identifikováno mnoho takových signál�, ovšem nejvíce 

prostudovanou molekulou zodpov�dnou za odstran�ní odumírajícího neutrofilu se stal 

fosfatidylserin, který je p�i apoptose vystaven ve vn�jší vrstv� cytoplasmatické 

membrány. U živých bun�k je jeho pozice ve vnit�ní vrstv� udržována pomocí 

aminofosfolipidtranslokasy, jejíž aktivita b�hem bun��né smrti klesá.304,305

Po zachycení neutrofilu dochází k aktivaci signálních drah zahrnujících rodinu Rho 

(Ras homology) GTPas ovliv�ujících zm�nu cytoskeletálního uspo�ádání, následnou 

tvorbu fagosomu a rozšt�pení jeho obsahu na základní elementy.303

   Na rozdíl od po�áte�ní fáze imunitní reakce, kdy neutrofily sekretují zán�tlivé 

lipidové molekuly typu prostaglandin� a leukotrien�, v záv�re�ném stádiu p�epínají sv�j 

expresní profil a produkují lipoxiny, resolviny a protektiny.298 Tyto slou�eniny blokují 

další p�íliv neutrofil� i jejich p�ípadnou aktivaci, a navíc podporují fagocytosu 

prost�ednictvím makrofág�, které následn� syntetizují protizán�tlivé cytokiny jako je 

TGF-	 a IL-10.306,307    

5.4. Patologická aktivita neutrofil� u n�kterých zán�tlivých 
onemocn�ní 

Zán�tlivé choroby postihují nejr�zn�jší �ásti lidského t�la a vznikají v d�sledku �ady 

imunitních defekt�. �asto dochází k nadm�rným a dlouhotrvajícím obranným reakcím 

v situaci, kdy není organismus schopen eliminovat patogen nebo jinou cizorodou 

�ástici, což poté vede k poškození tkán�. V jiných p�ípadech byla prokázána imunitní 

reakce v��i antigen�m t�lu vlastním. V následujícím p�ehledu budou popsány p�í�iny 

a následky vzniku n�kterých zán�tlivých onemocn�ní spojených s nesprávnou funkcí 

�i prodlouženou životností neutrofil�. 

Vaskulitida je používána jako souhrnný název pro n�kolik r�zných onemocn�ní 

zp�sobených produkcí protilátek v��i MPO (p-ANCA) a proteinase 3 (c-ANCA) 
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neutrofil�.308 Vytvo�ené imunitní komplexy aktivují neutrofily, které podléhají 

degranulaci, dochází k produkci superoxidu, zán�tlivých cytokin� a tvorb�

extracelulárních sítí.309 Nejznám�jšími onemocn�ními jsou Wegenerova granulomatosa 

napadající malé cévy v dýchacím ústrojí za tvorby granulom� a glomerulonefritida 

postihující ledviny.        

Systémový lupus erythematodes napadá �etné tkán� a orgány v�etn� k�že, 

ledvin, kloub�, srdce a dalších. Toto rovn�ž autoimunitní onemocn�ní zp�sobuje 

obranná reakce v��i jadernému chromatinu neutrofil� a antimikrobiálnímu peptidu 

katelicidinu LL37.310,311 Vzniklé imunitní komplexy stimulují tvorbu neutrofilních 

extracelulárních sítí (NETosa), které aktivují pDC (plasmacytoid dendritic cells) 

produkující IFN� (interferon �) prost�ednictvím TLR9 (Toll-like receptor 9). IFN�

podporuje další NETosu neutrofil� a celý proces se opakuje. 

V p�ípad� bulosního pemfigoidu je imunitní reakce namí�ena proti 

hemidesmosomálním protein�m BP180 a BP230, které v komplexech s protilátkami 

podporují uvoln�ní gelatinasy B degradující 
1-proteinasový inhibitor elastasy a ta 

následn� rozšt�pí BP180, p�i�emž vzniklé peptidy slouží jako atraktanty dalších 

neutrofil�.312 U pacient� s bulosním pemfigoidem se �asto vyskytují podkožní puchý�e 

objevující se zprvu na kon�etinách a následn� též na trupu. Bulosní epidermolýza je 

zase zp�sobena tvorbou protilátek proti kolagenu typu VII tvo�ící vláknité struktury, 

které zpev�ují p�echod mezi pokožkou a škárou. Bulosní epidermolýza se projevuje 

p�evážn� tvorbou puchý�� na k�ži, ale také na sliznicích. Pro vývoj tohoto onemocn�ní 

je nutná funkce NADPH oxidasy, což bylo prokázáno experimentem, kdy byl geneticky 

uml�en Ncf1 (neutrophil cytosolic factor 1), který je její podjednotkou. Myší modely 

s Ncf1 delecí byly rezistentní v��i experimentální bulosní epidermolýze, p�i�emž 

injekce Ncf1+/+ granulocyt� obnovila náchylnost k této chorob�.313

Ovšem nejznám�jším autoimunitním onemocn�ním s nejvyšší incidencí je 

revmatoidní artritida (RA). P�vodcem vzniku této choroby je tvorba protilátek proti 

n�kolika r�zným antigen�m, z nichž byly doposud prokázány následující: kolagen typu 

II, cyklické citrulinované peptidy a Fc fragmenty IgG.314 RA postihuje p�edevším 

kloubní spojení, kde neutrofily syntetizují v po�áte�ní fázi LTB4 (leukotriene B4), který 

posléze autokrinn� aktivuje BLT1 (LTB4 receptor), a tím podporuje p�íliv neutrofil�.315

Imunitní komplexy složené ze zmín�ných antigen� stimulují syntézu IL-8 neutrofily, 

což vede k jejich další masivní migraci.316 P�ítomné imunokomplexy jsou v tomto 

stádiu rovn�ž zodpov�dné za aktivaci neutrofilního Fc� receptoru, následnou 
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degranulaci a produkci ROS.317 V kone�né fázi dochází k destrukci kolagenové matrix, 

synoviální hyperplazii za vzniku ztlušt�lé membrány zvané pannus, která izoluje 

chrupavku od výživné synoviální tekutiny, odumírání chondrocyt� a v záv�ru ke kostní 

erozi.  

5.5. Lé�ba zán�tlivých a autoimunitních onemocn�ní  

Sou�asné terapie v�tšiny zán�tlivých a autoimunitních onemocn�ní jsou p�evážn�

založeny na modifikaci funkcí neutrofil�. Nejhojn�ji používanými léky se staly 

kortikosteroidy, které snižují produkci ROS, degranulaci a migraci do místa zán�tu 

a DMARD (disease-modifying antirheumatic drugs) potla�ující navíc syntézu 

chemoatraktantu LTB4.
318,319 Vzhledem k nespecifit� t�chto lék�, a tudíž �astým 

vedlejším ú�ink�m se moderní medicína intenzivn� v�nuji vývoji slou�enin, které by 

selektivn� postihly deregulované bun��né procesy.  

 Mezi prvními signálními drahami zapojenými do patogeneze RA byla 

identifikována Jak/STAT kaskáda spoušt�jící expresi zán�tlivých cytokin� a gen�

podporujících p�ežívání bu�ky.320,321 Výzkum lé�by RA se proto zam��il na vývoj 

nízkomolekulárních inhibitor� Jak, z nichž byl už jeden schválen pro terapii 

pokro�ilých stádií RA neodpovídající na aplikaci methotrexatu. Jedná 

se o pyrrolopyrimidin s názvem tofacitinib (CP-690,550), který preferen�n� blokuje 

aktivitu Jak3 a Jak1.322 Tofacitinib je oráln� dostupný a jeho polo�as rozpadu 

se pohybuje kolem 3 h. Mezi klinicky testované inhibitory se dále za�adil ruxolitinib 

(INCB018424) blokující Jak1 a Jak2.323 Krom� Jak/STAT dráhy p�ispívají ke vzniku 

a rozvoji RA také MAPKkinasová a PI3K/Akt/mTOR (mammalian target of rapamycin) 

signální dráha. N�kolik inhibitor� p38, v�etn� SCIO-469, VX-702 nebo pamapimodu, 

postoupilo až do klinických zkoušek, ve kterých se ukázalo, že i když tento typ látek 

potla�uje tvorbu C-reaktivního proteinu, v dlouhodobém m��ítku postrádá 

ú�innost.324-327 Jedním z d�vod� tohoto selhání m�že být zapojení p38 

do protizán�tlivých proces�. Za zmínku stojí též inhibitor Syk kinasy fosfamatinib 

(R-788), jehož ú�inky byly ovšem v klinických testech lé�by RA srovnatelné s ú�inky 

placeba.328 Na základ� t�chto zjišt�ní je nasnad� hledat nové p�ístupy jak zacílit 

aberantní imunitní procesy.     

Vzhledem k faktu, že u mnoha zán�tlivých onemocn�ní dochází k nep�im��ené 

proliferaci neutrofil�, se jeví mnohem ú�inn�jším zp�sobem jejich lé�by indukce 
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bun��né smrti.329 Tento p�edpoklad byl potvrzen experimentem, ve kterém injekce 

apoptotických neutrofil� ochránila myši p�ed smrtí zp�sobenou LPS.330 Pro vytvo�ení 

efektivní strategie indukce apoptosy však bylo nejprve nutné komplexní prostudování 

apoptotických pochod� neutrofil�.    

Apoptosa u neutrofil� m�že být stejn� jako u ostatních bun�k aktivována 

extracelulárními ligandy, které zapínají signální kaskádu �ízenou receptory smrti, nebo 

narušením integrity mitochondriální membrány s následnou tvorbou apoptosomu. 

Krom� t�chto dvou drah existuje u neutrofilu unikátní modifikace vn�jší apoptotické 

dráhy, kdy stárnoucí neutrofil není schopen udržet redoxní status, což vede k aktivaci 

sfingomyelinasy prost�ednictvím ROS, tvorb� ceramidu formujícího lipidové rafty, 

v nichž dochází k agregaci receptor� smrti a následn� aktivaci kaspasy 8.331

 B�hem intenzivního zkoumání apoptotických drah neutrofilu byla objevena 

zásadní funkce proteinu Mcl-1 v regulaci integrity mitochondriální membrány.  

Leuenroth et al (2000) ukázali, že množství Mcl-1 b�hem stárnutí neutrofilu postupn�

klesá, �ímž se narušuje rovnováha mezi pro- a antiapoptotickými proteiny Bcl-2 rodiny 

a následn� dochází k indukci apoptosy.332 Rovn�ž bylo prokázáno, že mnohé faktory 

podporující p�ežití (GM-CSF, LPS, butyrát sodný, IL-1	) udržují konstantn� vysoké 

hladiny Mcl-1.333 P�esné mechanismy, které zodpovídají za regulaci Mcl-1, nejsou však 

doposud detailn� známy, a�koli jsou p�edm�tem usilovného výzkumu. 

 O CDK, které byly p�vodn� považovány za regulátory bun��ného d�lení, 

se domnívalo, že by nem�ly být exprimovány termináln� diferencovanými neutrofily 

bez prolifera�ního potenciálu. Klausen et al (2004) skute�n� prokázali ztrátu exprese 

CDK1, CDK2, CDK4 a CDK6 b�hem diferenciace myeloidních progenitor�, ovšem 

v n�kolika dalších experimentech byly naopak detekovány vysoké hladiny CDK7 

a CDK9.334,7,6 B�hem stárnutí pak dochází k poklesu CDK9 aktivity a pravd�pobn�

spolu s ní i Mcl-1.7 Klí�ová funkce CDK9 v regulaci životaschopnosti neutrofilu byla 

potvrzena její farmakologickou inhibicí pomocí flavopiridolu, DRB a roskovitinu, kdy 

došlo k potla�ení exprese Mcl-1 a následn� k indukci apoptosy.6 Nedávné experimenty 

rovn�ž nazna�ily zapojení RNAPII do tohoto procesu, kdy inhibice CDK7 a CDK9 

vede k potla�ení fosforylace RNAPII, což má za následek pokles hladiny Mcl-1 a dále 

indukci apoptosy.6,7  

 P�edešlé poznatky iniciovaly testování CDK inhibitor� proti nejr�zn�jším 

zán�tlivým onemocn�ním, p�i�emž nejvíce prostudovanou slou�eninou se stal 

roskovitin. Rossi et al (2006) využili p�i experimentech hned t�i myší modely.335
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U pasivn� indukované artritidy došlo po podání roskovitinu k utlumení zán�tlivé reakce 

už p�t dn� po první injekci séra z artritické myši, což bylo prokázáno zlepšenými 

klinickými skóre. Roskovitin dále snížil celkových po�et neutrofil� u modelu plicního 

poškození indukovaného bleomycinem a zárove� redukoval komplexní poškození 

tkán�. U akutního zán�tu pohrudnice vyvolaného karagenanem došlo 

po intraperitoneálním podání roskovitinu ke snížení po�tu zán�tlivých bun�k a redukci 

edému. Roskovitin také indukoval apoptosu neutrofil� u myší s pneumokokovou 

meningitidou, a to jak in vitro, tak in vivo.336 Moriceau et al (2010) pak demonstrovali 

obnovení potla�ené apoptosy neutrofil� izolovaných z pacient� s cystickou fibrosou.337

Podrobn�jší studium mechanismu indukce apoptosy neutrofil� pomocí CDK inhibitor�

ukázalo závislost na aktivaci kaspas.335,7 CDK inhibitory byly navíc natolik ú�inné, že 

dokázaly potla�it ú�inky n�kolika faktor� (LPS, GM-CSF, db-cAMP) podporujících 

p�ežívání neutrofilu.335
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6. Metody 

6.1. Analýza bun��ného cyklu 

Po ovlivn�ní byly bu�ky nazna�eny 10 µM BrdU (5-bromo-2´-deoxyuridine) 30 min 

p�i 37°C, sklizeny trypsinizací, zcentrifugovány p�i 200 g po dobu 5 min, promyty PBS, 

zafixovány v 70% ethanolu a denaturovány v 2M HCl. Po neutralizaci byly bu�ky 

inkubovány s fluorescen�n� zna�enou protilátkou proti BrdU, promyty, obarveny 

propidium jodidem a analyzovány pomocí pr�tokového cytometru Cell Lab Quanta SC 

(Beckman Coulter).   

6.2. Imunofluorescence 

Suspenzní bu�ky byly po ovlivn�ní zcentrifugovány p�i 200 g po dobu 5 min, 

rozsuspendovány v �erstvém médiu a inkubovány se sklí�ky pokrytými polylysinem 

20 min p�i 37 °C. Poté byla sklí�ka dvakrát opláchnuta PBS a fixována ve sm�si 

methanolu a acetonu (1:1) 30 min p�i -20 °C. Sklí�ka byla dále rehydratována b�hem 

10 min v PBS, promyta médiem s 10% fetálním telecím sérem a inkubována s primární 

protilátkou 1 hod p�i pokojové teplot�. Následn� byla sklí�ka t�ikrát promyta PBS 

a inkubována s fluorescen�n� zna�enou sekundární protilátkou 1 hod op�t p�i pokojové 

teplot�. Po inkubaci byla sklí�ka t�ikrát promyta PBS, jádra byla obarvena pomocí 

DAPI (4´,6-diamino-2-phenylindole) (MP Biomedicals), naposled promyta vodou 

a zamontována na mikroskopická sklí�ka pomocí Mowiolu (Calbiochem). Fluorescence 

byla sledována na mikroskopu Olympus BX50 s digitální kamerou Olympus DP71.  

6.3. Stanovení cytotoxicity 

Cytotoxicita testovaných slou�enin po 72 hod inkubaci byla stanovena bu� pomocí 

roztoku Calcein AM (Sigma Aldrich) nebo MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide) (Sigma Aldrich). V prvním p�ípad� byl k bu�kám p�idán 

roztok Calcein AM a po hodinové inkubaci byla zm��ena fluorescence vzniklého 

produktu pomocí desti�kového readeru Fluoroscan Ascent (Labsystems) p�i 485/538 

nm. V druhém p�ípad� bylo do každé jamky p�idáno MTT (0,5 mg/ml) s následnou 

inkubací p�i 37°C po dobu 4 hod. Vzniklý produkt byl rozpušt�n ve 100 µl DMSO 

(dimethyl sulfoxide) a absorbance byla zm��ena pomocí desti�kového readeru Synergy 

H4 Hybrid Multi-mode (BioTek) p�i 570 nm. Z výsledných k�ivek byly stanoveny 

hodnoty IC50, tedy koncentrace látek letální pro 50 % bun�k.      
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6.4. Test inhibice proteinkinas 

Komplex CDK2/cyklin E byl produkován v hmyzích bu�kách Sf9 s využitím 

bakulovirální infekce a purifikován na NiNTA (nickel-nitrilotriacetic acid) (kolon�

(Qiagen). CDK5/p35 byl zakoupen od firmy ProQinase GmbH. Reak�ní kinasová sm�s 

obsahovala 1 mg/ml histonu H1, 15 �i 0,15 µM ATP pro CDK2 resp. CDK5, 0,05 µCi 

[�-33P]ATP a testovanou slou�eninu v celkovém objemu reak�ního pufru 10 µl (60 mM 

HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid)-NaOH, pH 7,5; 3 mM 

MgCl2, 3 mM MnCl2, 3 µM orthovanadát sodný, 1,2 mM DTT (dithiothreitol), 2,5 µg / 

50 µl PEG20 000 (polyethylene glycol)). Reakce byla zastavena p�ídavkem 5 µl 3% 

vodného roztoku H3PO4. Alikvoty byly pipetovány na P-81 fosfocelulosový papír 

(Whatman), t�ikrát promyty 0,5% vodným roztokem H3PO4 a vysušeny na vzduchu. 

Kinasová inhibice byla kvantifikována pomocí FLA-7000 digitálního obrazového 

analyzátoru (Fujifilm). 

6.5. SDS-PAGE a imunodetekce 

Po ovlivn�ní byly bu�ky zlyzovány ve vzorkovacím pufru Laemmli, proteiny byly 

separovány na SDS-polyakrylamidovém gelu a pomocí elektroblotingu p�eneseny 

na nitrocelulosovou membránu. Membrány byly dále blokovány v 5% roztoku 

nízkotu�ného mléka �i 3% roztoku telecího sérového albuminu (v 0,1% Tweenu 

20 v PBS, PBS-T), inkubovány s roztoky primárních protilátek p�es noc p�i 4 °C, t�ikrát 

promyty v PBS-T, inkubovány hodinu s roztoky peroxidasou zna�ených sekundárních 

protilátek a op�t t�ikrát promyty PBS-T. Peroxidasová aktivita byla detekována pomocí 

ECL reagencií (AP Biotech) a kamery LAS 4000 (Fujifilm). Intenzita proteinových 

pás� byla analyzována programem Multi-Gauge.   

6.6. Sledování aktivity kaspas 3 a 7 

Bu�ky byly po ovlivn�ní homogenizovány v extrak�ním pufru (10 mM KCl, 5 mM 

HEPES, 1 mM EDTA (ethylene diamine tetraacetic acid), 1 mM EGTA (ethylene 

glycol tetraacetic acid), 0,2 % CHAPS, inhibitory proteas, pH 7,4) na ledu 20 min. 

Homogenáty byly dále centrifugovány p�i 10 000 g a 4 °C po dobu 30 min. 

Po kvantifikaci koncentrace protein� metodou Bradfordové byly lyzáty na�ed�ny na 

stejnou koncentraci a inkubovány 3 hod se 100 µM Ac-DEVD-AMC v reak�ním pufru 

(25 mM PIPES (piperazine-N,N´-bis(2-ethanesulfonic acid), 2 mM EGTA, 2 mM 



- 48 - 
�

MgCl2, 5 mM DTT, pH 7,3). Fluorescence vzniklého produktu byla zm��ena pomocí 

desti�kového readeru Fluoroscan Ascent (Labsystems) p�i 355/460 nm.  

6.7. RNA interference 

Bu�ky byly nejprve zcentrifugovány p�i 200 g 5 min a pelet byl rozsuspendován 

v 100 µl PBS. Následn� byly k suspenzi p�idány r�zné siRNA duplexy (Dharmacon) 

a pro kontrolu úsp�šné transfekce siGLO indikátor (Dharmacon). Vzniklý roztok byl 

p�enesen do kyvety (Lonza) a elektroporován pomocí nukleofektoru (Amaxa). Poté bylo 

k suspenzi p�idáno 500 µl p�edeh�átého kultiva�ního média a celý obsah byl p�enesen 

pomocí Pasteurovy pipety (Lonza) do média v Petriho misce, kde probíhala další 

kultivace.      

6.8. M��ení RNA syntézy 

Pro ozna�ení DNA byly bu�ky 24 hod p�ed m��ením ovlivn�ny [14C]thymidinem 

(60 Bq/ml v r�stovém médiu). Sledování vznikající RNA bylo umožn�no p�idáním 

[3H]uridinu (7 × 105 Bq/ml) 30 min p�ed m��ením. Bu�ky byly následn� dvakrát 

promyty vychlazeným PBS a precipitovány 10% vychlazenou TCA (trichloroacetic 

acid). Precipitát byl poté separován pomocí kolonek s filtrem (Invitek), promyt 5% 

TCA, dH2O a nukleové kyseliny byly vymyty 1M NaOH. Množství 3H a 14C v eluátech 

bylo simultánn� kvantifikováno LS6500 kapalinovým scintila�ním po�íta�em 

(Beckman Coulter). Relativní syntéza RNA byla ur�ena pom�rem 3H/14C pro každý 

vzorek a jeho srovnáním s pom�rem u neovlivn�ných kontrolních bun�k.   

6.9. Izolace a kultivace lidských neutrofil�

Neutrofily byly izolovány z krve zdravých dárc� podle d�íve popsaného protokolu.338

Krev byla odebrána do zkumavek obsahujících EDTA, do kterých byl dále p�idán 2% 

dextran zajiš�ující sedimentaci erytrocyt�. Neutrofily byly poté izolovány ze separované 

plazmy diskontinuální centrifugací s využitím Percoll gradientu hustoty (Sigma Aldrich, 

Poole, Velká Británie) a rozsuspendovány v RPMI 1640 médiu (Sigma Aldrich) 

dopln�ným 10% teplem inaktivovaným fetálním telecím sérem (Sera Laboratories 

International, Bolney, Velká Británie), 2 mM glutaminem, 100 U/ml penicilinem 

a 100 µg/ml streptomycinem (Sigma Aldrich). Kultivace poté probíhala p�i 37 °C 

v inkubátoru s 5% CO2. 



- 49 - 
�

6.10. Stanovení tvorby ROS neutrofily 

Hladina ROS generovaná po p�íslušném ošet�ení bun�k byla detekována pomocí 

p�edešle popsaného postupu.339 Neutrofily byly nejprve zcentrifugovány p�i 250 g

po dobu 5 min p�i pokojové teplot� a poté rozsuspendovány v solném roztoku HBSS 

(Gibco). Obsah jamek byl p�enesen do nepr�hledné 96 jamkové desky (Greiner 

Bio-One GmbH) a do každé jamky byl p�idán roztok luminolu ve finální koncentraci 

100 µM. M��ení luminiscence v odpov�di na p�ídavek 2,5 µM fMLP bylo provedeno 

pomocí luminometru (Centro LB 960, Berthold Technologies, Bad Wildbad, N�mecko) 

v intervalu od 1. do 30. min.  

6.11. Sledování apoptosy neutrofil�

Ovlivn�né bu�ky v 96 jamkovém panelu byly nejprve jednou promyty PBS, 

zcentrifugovány p�i 250 g po dobu 5 min p�i 4 °C a poté rozsuspendovány ve 100 µl 

Annexin V pufru (10 mM HEPES, pH 7,4; 140 mM NaCl; 2,5 mM CaCl2). Následn�

byl p�idán 1 µl anti-Annexin V FITC (fluorescein isothiocyanate)-konjugované 

protilátky na jamku a bu�ky byly inkubovány 10 min p�i laboratorní teplot�. 

Pro sledování pozdn� apoptotických a nekrotických neutrofil� byly bu�ky po p�edchozí 

inkubaci dále obarveny propidium jodidem ve finální koncentraci 5 µg/ml. Poté byl 

obsah jamek p�enesen do FACS vialek a fluorescence byla m��ena pr�tokovým 

cytometrem (BD Accuri C6 Flow Cytometer, Accuri Cytometers Inc.). Ur�ení 

apoptotické populace bylo stanoveno jako procenta Annexin V pozitivních a zárove�

propidium jodid negativních bun�k.  

6.12. Posouzení jaderné morfologie neutrofil�

Po p�íslušném ovlivn�ní byly neutrofily zcentrifugovány na sklí�ko p�i 300 g po dobu 

5 min a obarveny pomocí komer�ního roztoku May-Grünwald-GIEMSA. Morfologie 

jader byla následn� sledována sv�telnou mikroskopií. 

6.13. Test migrace neutrofil�

Experimenty byly provedeny podle d�íve popsaného protokolu.340 Sklen�ná kapilára 

byla potažena HUVEC bu�kami (human umbilical vein endothelial cells), které byly 

aktivovány 2 h TNF
 (10 ng/ml). Aparaturou proudilo médium za podmínek 

simulujících fyziologický stav (0,1 Pa, 37 °C). Pro studium ú�ink� neutrofil� byly tyto 
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bu�ky aplikovány do systému a po�et kutálejících se, adherujících i transmigrovaných 

neutrofil� byl mikroskopicky zaznamenáván v intervalu 20 min.  
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7. Diskutované výsledky 

7.1. 5-substituované 3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-

1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny jako nové ú�inné CDK 

inhibitory s protinádorovým potenciálem 

Ve snaze vyvinout analoga roskovitinu se zlepšenými CDK inhibi�ními vlastnostmi 

a siln�jší antiprolifera�ní aktivitou jsme se zam��ili na modifikaci 

pyrazolo[4,3-d]pyrimidinového skeletu, jelikož bylo již d�íve prokázáno, že p�ekonává 

ú�inky p�íslušných purinových slou�enin.341,342 K vyšší ú�innosti daných inhibitor�

p�ispívá mj. H-vazba tvo�ená N2 pyrazolo[4,3-d]pyrimidinového skeletu a  Glu81.341

Substituenty byly zvoleny na základ� studií vztah� mezi strukturou a aktivitou purin�

a pyrazolo[1,5-a]pyrimidin�.341,190 N6 biaryl u látky CR8 se ukázal jako vhodná 

modifikace zesilující ú�inky purinového skeletu, a proto byl do pozice 7 

pyrazolo[4,3-d]pyrimidinu zaveden též [(2-pyridyl)benzyl]amin.188,343 Isopropyl byl 

ponechán na stejném míst� jako u CR8, jelikož se osv�d�il jako vhodný substituent, 

který vypl�uje malou hydrofobní kapsu hluboko v aktivním míst�.343 Do pozice 5 pak 

bylo vneseno 20 r�zných substituent�. Pro biologické a biochemické studie byly 

p�ipraveny d�íve nepopsané slou�eniny, jejichž struktury byly ov��eny NMR 

spektroskopií, ESI hmotnostní spektrometrií a elementární analýzou. �istota produkt�

byla zkontrolována HPLC-DAD analýzou. Syntézu a chemické analýzy provád�l doc. 

Ing. Libor Havlí�ek, CSc. (Ústav experimentální botaniky AV �R). 

Všech 20 slou�enin bylo následn� testováno na inhibici CDK2 a CDK5 

(Tabulka 1, P�íloha 2). Výsledky byly porovnány s referen�ní CR8, kdy v�tšina látek 

byla ú�inn�jší než CR8 s IC50 < 100 nM. Z nam��ených hodnot IC50 je navíc  patrné,  že 

Obrázek 1 Chemické struktury CR8 a slou�eniny 5b. 
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substituent v poloze 5 zna�n� p�ispívá ke zvýšené ú�innosti pyrazolo[4,3-d]pyrimidinu. 

Bylo prokázáno, že už malé substituenty s koncovou aminoskupinou zvýšují afinitu 

inhibitoru k CDK2, ovšem s rostoucí délkou alifatického �et�zce se aktivita slou�eniny 

snižuje.342 V našich experimentech jsme pozorovali podobný efekt, nebo� u látek 

s methylsulfanylem a methylsulfonylem v pozici 5 byl znatelný malý nár�st v inhibici 

CDK2 i CDK5. Nejvýhodn�jším �et�zcem se však jeví hydroxyalkylamin 

a aminoalkylamin. Toto zjišt�ní navíc podporují i p�edchozí pozorování u purin�, 

pyrazolo[1,5-a]triazin� i pyrazolo[4,3-d]pyrimidin�.188,342,344-347 U aromatických 

substituent� ve stejné poloze naopak dochází k poklesu aktivity (IC50 > 1 µM), což op�t 

koresponduje s d�ív�jšími výsledky s purinovými inhibitory.347 4-aminocyklohexyl 

ve stejné pozici u purin� byl ovšem prokázán jako velmi výhodný substituent 

interagující prost�ednictvím dvou H-vazeb s Asp145 a Thr14 CDK2.343

2-aminocyklohexyl u pyrazolo[4,3-d]pyrimidn� zvýšil afinitu inhibitoru k CDK2, ale 

oproti p�edchozí studii došlo u slou�eniny s 4-aminocyklohexylem k tém��

desetinásobnému poklesu ú�innosti.342 Tento poznatek je v rozporu s p�edchozí studií 

a z�stává otázkou, co stojí za tímto pozorovaným rozdílem. Následn� jsme porovnali 

jednu z nejaktivn�jších substancí 5b s dinaciclibem v inhibici n�kolika CDK (Tabulka 

2, P�íloha 2). Naše slou�enina 5b vykázala podobný inhibi�ní profil jako dinaciclib 

s nižší ú�inností pro CDK1. Na panelu 50 dalších proteinkinas se ukázalo, že 5b

efektivn� blokuje také PAK4 (p21 protein (Cdc42/Rac)-activated kinase 4) a CK1

(casein kinase 1), které jsou cíli jak strukturn� podobných purin� tak i dalších 

pyrazolo[4,3-d]pyrimidin� (Tabulka S1, dopl�ková data k P�íloze 2).188,192,342,348   

 U všech 20 derivát� jsme dále sledovali jejich antiprolifera�ní vlastnosti na 4 

nádorových liniích r�zného p�vodu (Tabulka 1, P�íloha 2). Význam substituce 

pyrazolo[4,3-d]pyrimidinu v poloze 5 byl z�etelný p�i srovnání IC50

3,7-disubstituovaného pyrazolo[4,3-d]pyrimidinu s CR8, kde byl sledován tém��

desetinásobný pokles cytotoxicity u 3,7-disubstituovaného pyrazolo[4,3-d]pyrimidinu 

oproti CR8. Zavedení substituce do polohy 5 pak znateln� zlepšuje protinádorové 

ú�inky dané slou�eniny, kdy hodnoty IC50 klesají od 1 µM zm��eného 

pro 3,7-disubstituovaný pyrazolo[4,3-d]pyrimidin až k nízkým nanomolárním 

koncentracím pro testovanou látku. Nejefektivn�jší byly v našich testech op�t 

slou�eniny s hydroxyalkylaminovým resp. aminoalkylovým �et�zcem, které byly až 10x 

ú�inn�jší než CR8. Stejn� tak nebylo p�ekvapením, že se hodnoty IC50

u pyrazolo[4,3-d]pyrimidin� s aromatickými �et�zci v pozici 5 pohybovaly 
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v mikromolárních koncentracích. Pom�rn� zajímavé bylo pozorování snížené aktivity 

látek s cyklickými aminy ve stejné poloze (IC50 > 100 nM), jelikož v biochemických 

testech byly nam��eny nízké nanomolární CDK inhibi�ní koncentrace. U podobného 

typu purinových slou�enin lišících se mírn� v pozicích 6 a 9 byl ovšem pozorován 

opa�ný efekt, kdy se p�i obm�n� alifatického �et�zce za cyklický razantn� zvýšila 

cytotoxicita.343

 Pro zjišt�ní mechanismu ú�inku jedné z nejú�inn�jších slou�enin celé série, 

látky 5b, jsme využili bun��ný model kolorektálního karcinomu. U linie HCT-116 

došlo p�i aplikaci zvyšující se koncentrace 5b k poklesu po�tu bun�k v S fázi a zárove�

k nár�stu subG1 populace, která sv�d�í o p�ítomnosti apoptotických bun�k (Obrázek 2, 

P�íloha 2). Navíc byl sledován blok bun��ného cyklu v pozdní S a G2/M fázích. 

Indukce G1 bloku byla z�etelná až p�i nejvyšší testované koncentraci (500 nM). Tato 

pozorování nazna�ují, že látka 5b potla�uje DNA replikaci a proliferaci pravd�podobn�

v d�sledku CDK2 inhibice. Velmi pravd�podobn� dochází také k inhibici transkrip�ní 

CDK7 a CDK9, nebo� slou�enina 5b zp�sobuje pokles proteinu Mcl-1 (Obrázek 3, 

P�íloha 2). Biochemický test aktivace kaspas 3 a 7 dále ukázal nár�st aktivity obou 

enzym� už p�i 63 nM 5b. Pokles detekovaný p�i 500 nM je �astým jevem pozorovaným 

p�i aplikaci vysoké koncentrace testované slou�eniny a je pravd�podobn� spojen 

s intenzivní degradací všech bun��ných protein�. Indukce vnit�ní apoptotické dráhy naší 

látkou 5b byla dále potvrzena i detekcí št�pného fragmentu PARP-1 pomocí 

imunoblotu.  

 Jelikož bylo potvrzeno, že je aktivita CDK2 d�ležitá pro r�st primárního 

i metastazujícího melanomu, rozhodli jsme se studovat ú�inky nových slou�enin na linii 

G361 odvozenou práv� od tohoto typu nádoru. Všechny testované slou�eniny ú�inn�

potla�ovaly fosforylaci CTD domény RNA polymerasy II na Ser2 i Ser5, což vedlo 

k poklesu proteinové hladiny Mcl-1, aktivaci kaspas 3 a 7 a št�pení PARP-1, a to 

p�i výrazn� nižších koncentracích než CR8 (Obrázek S2 a S3, dopl�ková data 

k P�íloze 2).  

 Vzhledem k málo prostudovaným funkcím CDK5 nebyla protinádorová ú�innost 

CDK inhibitor� zatím spojována s její inhibicí. Mezi experimentálními protinádorovými 

lé�ivy doposud nejsou žádné inhibitory CDK5. Nedávná studie však nazna�uje zapojení 

CDK5 do nádorové transformace.349 V závislosti na aktivaci MAP kinasové signální 

dráhy dochází prost�ednictvím CDK5 k fosforylaci Ser732 FAK (focal adhesion 

kinase), která poté interaguje s mikrotubuly d�lícího v�eténka a p�íspívá k jejich 
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depolymerizaci. Hladina P-Ser732 FAK byla u interfázních nádorových bun�k oproti 

mitotickým bu�kám st�ží detekovatelná. Inhibice CDK5 roskovitinem vedoucí 

k poklesu P-Ser732 FAK zp�sobuje defekty ve formování v�eténka, a tím i v uspo�ádání 

chromosom� v ekvatoriální rovin�. Je tedy z�ejmé, že inhibice CDK5 u nádorových 

bun�k m�že postihnout jejich viabilitu. Vzhledem ke strukturní podobnosti mezi CDK2 

a CDK5 nebylo p�ekvapením, že naše slou�eniny inhibovaly se srovnatelnou ú�inností 

ob� kinasy (Tabulka 1, P�íloha 2). Pro potvrzení výsledk� z biochemického testu jsme 

detekovali proteinovou hladinu P-Ser732 FAK po ovlivn�ní bun�k HCT-116 látkou 5b, 

kde jsme pozorovali její koncentra�n� závislý pokles (Obrázek 2, P�íloha 2).   
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7.2. Trisubstituované pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny potla�ují funkce 

neutrofil� a indukují jejich apoptosu 

Deregulace viability �i funkcí neutrofil� je typickým jevem spojeným s rozvojem 

chronických zán�tlivých �i autoimunitních onemocn�ní, jejichž lé�ba je i navzdory 

pokroku ve vývoji lék� stále komplikovaná, a navíc je �asto doprovázena vedlejšími 

ú�inky. Nedávné studie však nazna�ují, že by práv� CDK inhibitory mohly pomoci p�i 

�ešení tohoto problému. Ukázalo se totiž, že roskovitin indukoval apoptosu neutrofil�

prost�ednictvím blokování funkcí RNAPII vedoucí ke snížené expresi Mcl-1, tvorb�

pór� v mitochondriální membrán�, uvoln�ní cytochromu c, formování apoptosomu 

a aktivaci kaspas.335 Navíc byl schopný p�ekonat i ú�inky antiapoptotických slou�enin 

GM-CSF, LPS a dibutyryl-cAMP. V in vivo testech pak znateln� utlumil akutní zán�t 

pohrudnice vyvolaný karagenanem, snížil poškození plic zp�sobené bleomycinem 

a potla�il pasivn� indukovanou artritidu u myší. Na základ� t�chto fakt�

p�edpokládáme, že by nov� vyvíjená analoga roskovitinu mohla mít podobné ú�inky. 

 Pro studium proapoptotických ú�ink� jsme vytvo�ili knihovnu 42 derivát�

roskovitinu, kterými jsme ovlivnili neutrofily izolované z krve zdravých dárc�

(Obrázek 5, P�íloha 3). Inkubace s jednotlivými látkami probíhala 8 h p�i jednotné 

koncentraci 10 nM. Pro analýzu apoptotické populace byly bu�ky dvojit� nazna�eny 

Annexinem V a propidium jodidem a analyzovány pr�tokovým cytometrem. 

Nejú�inn�jší slou�eniny série LGR3437 a LGR3465 byly poté inkubovány s neutrofily 

v koncentra�n� závislém množství 8 h a jejich vliv na viabilitu neutrofil� byl validován 

stejným zp�sobem jako v p�edešlém experimentu (Obrázek 1A, P�íloha 3). LGR3437 

stimulovala apoptosu p�i 10 nM s nár�stem apoptotických bun�k až k 90 % p�i 100 nM 

(IC50 11,6 ± 1,3 nM). LGR3465 zvýšila podíl apoptotické populace nejmén� o 5 % 

už p�i 0,1 nM (IC50 4,8 ± 2,5 nM). Pro potvrzení p�edchozího zjišt�ní byla provedena 

morfologická analýza neutrofilních jader pomocí GIEMSA barvení (Obrázek 1B, 

P�íloha 3). P�i apoptose ztrácí jádro neutrofil� klasický lalo�natý tvar a získává 

kruhovou strukturu. Po aplikaci obou látek v koncentraci 10 nM byla pozorována 

p�ítomnost v�tšiny apoptotických bun�k. Roskovitin (20 µM) podobn� indukoval 

bun��nou smrt neutrofil�, kdy po 8 h inkubaci vzrostl po�et apoptotických bun�k až 

na 75 %.5 Zajímavý je ovšem p�echod od apoptotických neutrofil� k nekrotickým, 

nebo� po 20 h inkubaci dochází po aplikaci roskovitinu k indukci sekundární nekrosy 

(60 %). Nicmén� ve srovnání s roskovitinem jsou naše látky mnohonásobn� ú�inn�jší. 
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Stejná skupina demonstrovala, že DRB, transkrip�ní inhibitor aktinomycin-D 

a transla�ní inhibitor cykloheximid podobn� jako roskovitin indukují apoptosu 

neutrofil�.6  

  Za ú�elem zjišt�ní mechanismu ú�inku jsme se zam��ili na analýzu hladin 

vybraných protein� pomocí imunoblotu (Obrázek 2A, P�íloha 3). Po 8 h ovlivn�ní 

neutrofil� ob�ma slou�eninami v závislosti na koncentraci postupn� klesala hladina 

fosforylovaných forem RNAPII na Ser2 a Ser5 a stejn� tak i proteinu Mcl-1. Naopak 

hladina proapoptotického proteinu Bak vykázala opa�ný trend, který byl výrazn�jší 

v p�ípad� LGR3465. P�i použití roskovitinu (20 �M) P�i detekci Mcl-1 jsme krom�

klesající formy pozorovali nár�st t�žšího proteinového pásu. Možným vysv�tlením 

tohoto jevu m�že být detekce fosforylované varianty Mcl-1 na Thr163/Ser159 v jeho 

PEST sekvenci. A�koli fosforylace Thr163 prost�ednictvím ERK1/2 stabilizuje Mcl-1 

a zvyšuje viabilitu bun�k, slouží zárove� jako templát pro fosforylaci Ser159 pomocí 

GSK3	. Tato modifikace následn� vede k degradaci celého proteinu proteasomem.250-252    

  I když ob� slou�eniny indukují apoptosu neutrofil�, jejich využití jako 

protizán�tlivých lék� závisí na schopnosti potla�ovat ú�inky molekul prodlužujících 

p�ežívání neutrofil�. Vzhledem ke zvýšené hladin� GM-CSF u mnoha autoimunitních 

a zán�tlivých onemocn�ní byl pro následující experimenty použit práv� tento cytokin. 

V testech se prokázalo, že GM-CSF (10 ng/ml) skute�n� potla�oval apoptosu neutrofil�, 

a to až o 20 % po 20 h inkubaci (Obrázek 3A, P�íloha 3). P�i použití obou látek 

u neutrofil� stimulovaných GM-CSF (10 ng/ml) došlo k nár�stu podílu apoptotických 

bun�k pr�m�rn� o 30 %. Pro srovnání 20 µM roskovitin obrátil antiapoptotický efekt 

indukovaný LPS (100 ng/ml) a TNF
 (10 ng/ml) až o 40 %.5 V dalším experimentu 

ve stejném uspo�ádání byla analyzována exprese Mcl-1 pomocí imunoblotu. 

U kontrolních bun�k byl sledován postupný pokles Mcl-1, který byl patrný už po 6 h 

inkubaci, zatímco bu�ky stimulované GM-CSF exprimovaly i po 20 h inkubaci Mcl-1 

ve srovnatelné mí�e jako kontrolní bu�ky. Aplikace LGR3437 i LGR3465 (1 µM) 

zp�sobila rapidní pokles leh�í varianty Mcl-1 po 6 h, p�i�emž tato forma zcela vymizela 

už po 8 h. Naopak d�íve detekovaný t�žší pás byl pozorován po 6 h a b�hem delších 

kultivací mírn� nar�stal. Podobn� bylo ukázáno, že 20 µM roskovitin potla�il už po 4 h 

expresi Mcl-1 u neutrofil� stimulovaných GM-CSF (50 ng/ml), LPS (100 ng/ml) 

i TNF
 (10 ng/ml).5 Tento efekt nebyl zp�soben zasažením signálních drah zahrnujících 

NF�B (nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B cells) a ERK 

spušt�ných LPS a TNF
. 
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 Krom� potla�ení viability neutrofil� byla též sledována schopnost obou 

slou�enin tlumit jejich aktivitu (Obrázek 4, P�íloha 3). Po 1 h inkubaci s LGR3437 

a LGR3465 byly bu�ky ovlivn�ny GM-CSF (10 ng/ml) a následn� stimulovány 

p�ídavkem fMLP (2,5 µM). Produkce ROS byla sledována pomocí luminometru b�hem 

10 min intervalu. Inhibice tvorby ROS byla stanovena z nejvyššího bodu k�ivek, kde byl 

patrný koncentra�n� závislý pokles (IC50 2,5 µM a 5,5 µM pro LGR3437 resp. 

LGR3465). Na druhou stranu roskovitin (20 µM) nebyl schopný potla�it produkci ROS 

po stimulaci neutrofil� PMA (phorbol ester).5 Je možné, že koncentrace roskovitinu 

byla pro sledování žádaného efektu p�íliš nízká.    
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7.3. Nový syntetický nukleosid redukuje zán�tlivé ú�inky 

neutrofil�

P�irozená odpov�� organismu na nadm�rnou imunitní reakci zahrnuje mezi jinými 

endogenní produkci adenosinu, a to bu� p�ímým uvoln�ním z bun�k prost�ednictvím 

nukleosidových transportér� nebo extracelulárním katabolismem ektonukleotidasami 

CD39 (cluster of differentiation 39) a CD73.350,351 Následn� dochází k interakci 

adenosinu se 4 typy receptor� sp�aženými s G proteiny, jmenovit� A1, A2A, A2B a A3.
352

Za fyziologických podmínek stimuluje nízká hladina adenosinu (<1µM) aktivitu A1

a A3, což vede k inhibici produkce cAMP, zvýšené chemotaxi a fagocytose.353 B�hem 

zán�tu koncentrace adenosinu rapidn� stoupá a dosahuje 10-100 µM, kdy dochází 

k aktivaci A2A stimulujícího funkci adenylátcyklasy.353-355 Tyto zm�ny vedou 

k potla�ení zán�tlivých efekt� v�etn� degranulace, adheze �i syntézy leukotrien�.353  

 Terapeutické efekty adenosinu byly detailn� zkoumány, ovšem jsou limitované 

jeho krátkým polo�asem rozpadu (<10s) kv�li p�em�n� deaminasou na inosin nebo 

adenosinkinasou na AMP.353,356 Navíc bylo prokázáno, že aplikace adenosinu m�že 

vyvolat nežádoucí vedlejší efekty jako je plicní otok, zúžení pr�dušek �i dokonce 

srde�ní infarkt.357 Vývoj analog� adenosinu specificky aktivujících ur�itý typ receptoru 

by mohl mít tudíž i lepší terapeutické ú�inky. A2A receptor prezentující hlavní typ 

protizán�tlivého efektoru neutrofil� vyvolal zájem v�dc� o vývoj jeho agonist�. 

Nejstudovan�jší slou�enina CGS21680 utlumila poškození tkání u myšího modelu 

artritidy vyvolané kolagenem, potla�ila zán�t pohrudnice vyvolaný karagenanem též 

u myši a redukovala poškození plic u pacient� s akutním respira�ním syndromem.358-360

Slibné výsledky poskytly také další agonisté jako regadenoson, WRC-0470 a ATL146e. 

Z krystalografické analýzy struktury A2A receptoru s navázaným agonistou UK-432097 

vyplynulo, že ú�inný A2A agonista interaguje s receptorem prost�ednictvím H-vazeb 

vytvá�ených ob�ma hydroxyskupinami ribosy, N6 a N7 purinového skeletu.361 Další 

modifikace v pozici 4 u ribosy a poloze 2 u purinu zvyšuje afinitu v��i receptoru. Cílem 

této studie bylo charakterizovat ú�inky nov� vyvinutého derivátu adenosinu LGR1568 

na funkce neutrofil� a objasnit mechanismus jeho p�sobení. Tato slou�enina byla 

nedávno popsána jako syntetický modulátor životaschopnosti neutrofil� (patent 

WO2010130233).362  

Schopnost neutrofil� adherovat k vaskulárnímu endotelu a migrovat z krve 

do tkání je prvním krokem v zán�tlivém procesu, jehož potla�ení m�že napomoci 
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Obrázek 1 Chemické struktury vybraných A2A agonist�. 

p�i lé�b�. Pro studium protizán�tlivých ú�ink� LGR1568 byl vytvo�en kapilární systém 

s pr�tokem a tlakem napodobujícím in vivo vaskulaturu. Jeho st�ny byly pokryty 

lidskými endoteliálními bu�kami HUVEC stimulovanými TNF
 a ovlivn�nými 

na 30 min LGR1568 v koncentracích 50 a 100 µM. Do systému byly poté aplikovány 

neutrofily ovlivn�né LGR1568 p�i stejných koncentracích. Z výsledk� je patrné, že 

LGR1568 mírn� potla�uje adhezi neutrofil�, snižuje jejich transmigraci a zárove�

podporuje kutálení (Obrázek 1A,B). V podobn� navrženém experimentu se ukázalo, že 

CGS21680 rovn�ž inhibuje migraci neutrofil� p�es uroepiteliální vrstvu bun�k, a to 

dokonce i v p�ítomnosti uropatogenní Escherichia coli.363 Z molekulárního hlediska 

stimuluje TNF
 u neutrofil� expresi CD49d, který prost�ednictvím interakce s VCAM-1 

(vascular cell adhesion molecule 1) zajiš�uje adhezi bu�ky k povrchu.364 P�i použití A2A

agonisty ATL146e došlo k potla�ení exprese CD49d a zárove� klesl po�et neutrofil�

adherovaných na povrch pokrytý VCAM-1.364 Následn� byla sledována inhibice 

aktivity neutrofil� stimulovaných 30 min GM-CSF (50 ng/ml) a 10 min LGR1568 

v koncentra�ní �ad� od 0,1 do 100 µM. Produkce ROS byla sledována po p�ídavku 

100 ng/ml fMLP luminometrem v 8 min intervalu. LGR1568 v závislosti na koncentraci 

postupn� tlumila produkci ROS s absolutním poklesem p�i 100 µM (Obrázek 1C). 

Podobn� byla potla�ena i produkce zán�tlivého cytokinu IL-8 a uvoln�ní 
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Obrázek 1 LGR1568 ovliv�uje funkce i viabilitu neutrofil�. 

myeloperoxidasy (Obrázek 1D,E). Selektivní A2A agonista WRC-0470 vykázal 

obdobné ú�inky na funkce neutrofil�, jelikož potla�il uvoln�ní superoxidu a zárove�

inhiboval degranulaci.365 Krom� ovlivn�ní funkcí neutrofil� byl sledován vliv LGR1568 

na jejich viabilitu pomocí GIEMSA barvení a sv�telné mikroskopie. Po 20 hod inkubaci 

se hladina apoptotických neutrofil� pohybovala kolem 60 %, kdy p�i rostoucí   

koncentraci LGR1568 vzr�stala i viabilita neutrofil� až na 80 % p�i 100 µM (Obrázek 

1F). Podobn� CGS21680, CADO (2-chloroadenosine) a NECA (5´-N-

ethylcarboxamidoadenosine) prodloužily životnost neutrofil� po 16 h inkubaci, 

CGS21680 až o 10 h.366     
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 Za prodloužením viability neutrofil� by mohla podle literatury stát aktivace 

adenosinového A2A receptoru.353 Za ú�elem objasn�ní této hypotézy byla analyzována 

vazebná afinita LGR1568 k receptor�m A1, A2A a A3 (provedla skupina doktora 

Jacobsona KA, USA). Z výsledk� plyne, že se LGR1568 váže na všechny testované 

receptory s afinitou v��i A3 a A1 (nM) a v mikromolárních koncentracích k A2A

(Tabulka 1). Vzhledem k dominantní expresi A3 a A2A neutrofily a zárove�

mikromolárním koncentracím použitým v našich experimentech jsme se zam��ili 

na možnost zacílení A2A pomocí LGR1568.363 Neutrofily byly ovlivn�ny komer�ním 

agonistou CGS21680, nespecifickým agonistou CADO a LGR1568 v koncentracích 

0,01 až 1 µM po dobu 8 h (Obrázek 2). Po inkubaci byla analyzována apoptosa 

neutrofil� pomocí dvojitého barvení Annexinem V a PI a pr�tokového cytometru. 

Z výsledk� vyplývá, že s rostoucí koncentrací všech látek se zvyšovala viabilita bun�k 

s p�ibližn� 10% nár�stem p�i 1 µM u všech látek. P�i ovlivn�ní danými látkami 

a zárove� komer�ním antagonistou A2A ZM241385 došlo k nár�stu po�tu apoptotických 

bun�k, a lze tudíž usuzovat, že došlo ke kompetitivní reakci, p�i které antagonista 

vyt�snil testovanou slou�eninu.  

 Signální kaskáda spušt�ná aktivací A2A receptoru není doposud zcela objasn�ná. 

Bylo prokázáno, že agonisté A2A stimulují �innost proteinfosfatasy 1
, ovšem další 

kroky nejsou známy.367 V této studii navrhuji možný mechanismus, kdy 

proteinfosfatasa 1
 odstraní fosfát z p47phox. Následn� dojde k poklesu aktivity NADPH 

oxidasy, která produkuje mén� ROS, sníží se aktivita sfingomyelinasy, což vede 

k potla�ení tvorby ceramidu, inhibici kaspas 3 a 8 a nakonec až k inhibici samotné 

apoptosy. Pro potvrzení této hypotézy je ovšem nutné mít k dispozici velmi silného 

agonistu A2A, a navíc je nezbytné pracovat s dostatkem biologického materiálu, což 

nebylo za daných podmínek možné.       

Tabulka 1 Vazebné afinity LGR1568 v��i adenosinovým receptor�m. 

Receptor isotype Ki (nM)
A1 19.7 ± 2.6 
A2A 1050 ± 210 
A3 9.41 ± 1.2 



- 62 - 
�

Obrázek 2 A2A antagonista inhibuje antiapoptotické ú�inky LGR1568.  
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8. Záv�r 

Výstupem této práce bylo n�kolik poznatk� týkajících se objasn�ní mechanismu ú�ink�

n�kolika nízkomolekulárních látek. U nov� vyvinutých pyrazolo[4,3-d]pyrimidin� byly 

na bun��ných modelech prokázány protinádorové efekty, které byly podstatn� siln�jší 

než u mate�ského roskovitinu. I když se jedná o panselektivní inhibitory, 

p�edpokládáme, že hlavní podíl na aktivit� t�chto látek má inhibice CDK2 a CDK7 

spole�n� s CDK9 kontrolující transkripci. Další ze série pyrazolo[4,3-d]pyrimidin�

indukovaly apoptosu neutrofil�. Navíc byly schopné p�ekonat i ú�inky prozán�tlivých 

cytokin�, a mohly by se tudíž stát kandidáty pro další testování. Podobn� jako 

u p�edchozích slou�enin dochází po aplikaci t�chto látek k inhibici transkrip�ních CDK, 

které jsou esenciální pro viabilitu neutrofil�. V neposlední �ad� byl nazna�en 

mechanismus ú�inku adenosinového derivátu s antiapoptotickým vlivem na neutrofily 

zahrnující aktivaci A2A receptoru.           
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10. Seznam použitých zkratek 

	-TrCP   	-transducin repeat containing E3 ubiquitin protein ligase 

Akt    proteinkinasa B 

APC    adenomatous polyposis coli 

APC/C    anaphase-promoting complex/cyclosome 

ATR    ataxia telangiectasia and Rad3-related protein 

AURK    Aurora kinase 

Bad    Bcl-2-associated death promoter 

Bak    Bcl-2 homologous antagonist killer 

Bax    Bcl-2-associated X protein 

Bcl2A1   Bcl-2-related protein A1 

Bcl-2    B-cell lymphoma 2 

Bcl-W    Bcl-2-like protein 2 

Bcl-XL    B-cell lymphoma-extra large 

Bid    BH3-interacting domain death agonist 

Bik    Bcl-2-interacting killer 

Bim    Bcl-2-interacting mediator of cell death 

BLT1    LTB4 receptor 

Bmf    Bcl-2 modifying factor 

Bok    Bcl-2 related ovarian killer 

BRCA    breast cancer 

BrdU    5-bromo-2´-deoxyuridine 

c-Abl    Abelson tyrosine kinase 

c-IAP-1   cellular inhibitor of apoptosis 1 

CADO    2-chloroadenosine 

CAK    CDK-activating kinase 

CD    cluster of differentiation 

CDK       cyclin-dependent kinase 

CDKL    CDK-like kinase 

CK1    casein kinase 1

CREB    c-AMP response element-binding protein 

CTD    C-terminal domain 

DAPI    4´,6-diamino-2-phenylindole 
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DMARD   disease-modifying antirheumatic drugs 

DMSO    dimethyl sulfoxide 

DRB    5,6-dichloro-1-	-ribofuranosyl-benzimidazole 

DSIF    DRB sensitivity inducing factor 

DTT    dithiothreitol 

Dvl2    Dishevelled 2 

EDTA    ethylene diamine tetraacetic acid 

EGTA    ethylene glycol tetraacetic acid 

EMAPII   endothelial-monocyte activating polypeptide II 

EPO    erythropoietin 

ERK    extracellular signal-regulated kinase 

ESI    electrospray ionization 

Ets2 v-ets avian erythroblastosis virus E26 oncogene 

homolog 2 

FAK focal adhesion kinase 

FANC1 Fanconi anemia complementation group 1 

FANCD2 Fanconi anemia group D2 protein 

FITC fluorescein isothiocyanate 

fMLP    N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine 

G-CSF    granulocyte colony-stimulating factor 

GM-CSF   granulocyte-macrophage  colony-stimulating factor 

GSK3    glycogen synthase kinase 3 

HEPES   4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

HIF    hypoxia-inducible factor 

HPLC-DAD high-performance liquid chromatography with photodiode 

array detection 

Hrk    harakiri, Bcl-2-interacting protein 

HUVEC   human umbilical vein endothelial cells 

CHK1    check kinase 1 

ICAM-1   intercellular adhesion molecule 1 

IFN�     interferon �

IL    interleukin 

Jak    Janus kinase 

JNK    c-Jun N-terminal kinase 
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K-Ras    Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog

LPC    lysophosphatidylcholine 

LPS    lipopolysaccharide 

LRP6    low-density lipoprotein receptor-related protein 6 

LTB4    leukotriene B4 

MAPK    mitogen-activated protein kinase 

MAT1    ménage à trois 

Mcl-1    myeloid cell leukemia 1 

Mdm2    mouse double minute 2 

MEF    mouse embryonal fibroblast 

MPO    myeloperoxidase 

mTOR    mammalian target of rapamycin 

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide 

Mule    Mcl-1 ubiquitin ligase 

Myc    v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog 

Ncf1    neutrophil cytosolic factor 1 

NECA    5´-N-ethylcarboxamidoadenosine 

NELF    negative elongation factor 

NET    neutrophil extracellular traps 

NF�B nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in 

B cells 

NGAL    neutrophil gelatinase-associated lipocalin 

NiNTA   nickel-nitrilotriacetic acid 

NMR    nuclear magnetic resonance 

Noxa    phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1 

NSCLC   non-small cell lung carcinoma 

PAK4    p21 protein (Cdc42/Rac)-activated kinase 4 

PARP-1   poly(ADP-ribose) polymerase-1 

PCNA    proliferating cell nuclear antigen 

pDC    plasmacytoid dendritic cells 

PDGF    platelet derived growth factor 

PEG    polyethylene glycol 

PI3K    phosphoinositide 3-kinase 
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PICD    phagocytosis-induced cell death 

PKC    protein kinase C 

PIPES    piperazine-N,N´-bis(2-ethanesulfonic acid)

Pin1    peptidyl-prolyl cis/trans isomerase 1 

PMA    phorbol ester 

pRb    retinoblastoma protein 

PSGL-1   P-selectin glycoprotein ligand-1  

P-TEFb   positive transcriptional elongation factor b 

Puma    p53 upregulated modulator of apoptosis 

RA    rheumatoid arthritis 

Rho    Ras homology  

RNAPII   RNA polymerase II 

ROS    reactive oxygen species 

Rpb    DNA-directed RNA polymerase II subunit 

S1P    sphingosine-1-phosphate 

SCF    Skp, Cullin, F-box containing complex 

Src    proto-oncogene tyrosine-protein kinase 

STAT    signal transducer and activator of transcription 

Syk    spleen tyrosine kinase 

TCA    trichloroacetic acid 

TFIIH    transcription factor IIH  

TGF    transforming growth factor 

TLR9     Toll-like receptor 9 

TNF-
    tumor necrosis factor 


TRAIL    tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand 

VCAM1   vascular cell adhesion molecule 1 

VEGF    vascular endothelial growth factor 

VHL    Von Hippel Lindau 

Wnt    wingless/int-1 

XIAP    X-linked inhibitor of apoptosis 
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Abstract: Developments in genetic and genomic technology have produced vast quantities of data that

are gradually yielding new insights into fundamental cellular and molecular processes. In particular, they

have revealed some differences between normal and transformed cells that could potentially be exploited to

develop targeted, personalized cancer therapies with unprecedented efficiencies. This review summarizes

recent findings from synthetic lethality (SL) screens against cyclin-dependent kinases (CDKs) that can

be targeted with small molecule kinase inhibitors. SL screens can be used to identify cancers sensitive

to CDK inhibitors. Several SL partners of specific CDKs have been identified, including MYC, K-Ras,

VHL, PI3K, and PARP, all of which are discussed in the review. CDK inhibitors have been in clinical

trials for nearly 20 years and it has become clear that effective therapy using these compounds will require

careful selection of patients with respect to the specific molecular phenotype of their disease. C© 2015

Wiley Periodicals, Inc. Med. Res. Rev., 35, No. 6, 1156–1174, 2015
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1. SYNTHETIC LETHALITY AND THE EVOLUTION OF TARGETED THERAPY

Anticancer chemotherapeutics developed over the past century have saved many lives. However,

there are still some bottlenecks that hinder their use in vivo. One of the main problems is their

low therapeutic index, that is, the narrow concentration range within which they kill cancers

without harming healthy tissues.1 Most clinically used anticancer drugs kill rapidly growing

cells nonspecifically, with the result that they target not only cancer cells but also certain

healthy dividing cells such as hematopoietic bone marrow progenitor cells, hair follicle cells, and

gastrointestinal mucosal epithelial cells.2 Many normal nondividing cells are also sensitive to
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classical chemotherapeutics.3–5 Consequently, there is an urgent need for a better understanding

of the differences between normal and cancer cells. Such an understanding would enable the

identification of targets that are only essential for the viability of tumor cells, leading to the

development of new drugs targeting cancers as specifically as possible.

Tumorigenesis is a complex multistep process that often takes many years, during which

cells acquire a set of genetic lesions that ultimately yield a cancerous state. It has been stated that

cancers are often self-sufficient in the production of growth factors, less sensitive to growth-

inhibitory signals and induction of apoptosis, unlimited in their replicative potential, and

capable of inducing both angiogenesis and metastases.6 These properties are typically conferred

by loss of function mutations in tumor suppressor genes and gain of function mutations in

oncogenes that are collectively critically important for cancer development. While they are

essential for the induction of the cancerous state, these attributes can also be regarded as

weaknesses that could be exploited therapeutically because they define the ways in which

transformed cells differ from their normal counterparts.

A pivotal milestone in the development of molecular anticancer therapeutics was the dis-

covery of imatinib mesylate, a potent kinase inhibitor targeting a protein encoded by a fused

breakpoint cluster region (BCR)-Abelson murine leukemia viral oncogene homologue (ABL).

This oncogene is activated by a translocation between chromosomes 9 and 22 in hematopoietic

stem cells, and induces chronic myeloid leukemia (CML).7 Imatinib proved to be strikingly ef-

fective in the treatment of CML patients and was approved for this purpose in 2001. Since then,

several small molecule and monoclonal antibody inhibitors of oncogenic enzymes have been

approved for therapeutic use, and many others are in various stages of clinical development.8, 9

While most of these agents have acceptable therapeutic indices, it is well known that they target

both oncoproteins present in cancer cells and other proteins found in normal cells. Although

several of the newer agents exhibit improved selectivity toward cancers, many fail in cancer

treatment due to the emergence of distinct patterns of resistance based on general multidrug

resistance, metabolism, compartmentalization or target-specific mutations such as point mu-

tations, and mutations that induce oncogene overexpression. It therefore seems necessary to

identify new strategies in order to overcome issues of drug resistance and find ways of targeting

cells with loss of function mutations.

Over the past few years, intensive studies on cancer genetics have yielded new insights

into gene–gene interactions. As a result, conventional strategies that target oncogenic pathways

regardless of their impact on normal cell signaling have been outperformed by new alternatives

discovered as a result of the ongoing development of genomic technologies. A very promising

anticancer drug discovery method that was first described in 1922 is the so-called synthetic lethal

(SL) approach.2 SL is a genetic property whereby the presence of one gene allows an organism

to tolerate genetic changes in a second gene that would be lethal in the absence of the first

(Fig. 1A).10 In some cases, simultaneous mutations in both genes may only reduce cellular

fitness, resulting in a condition known as synthetic sickness. Strategies based on synthetic

sickness and lethality could potentially solve a major problem of anticancer drug development

by permitting the specific targeting of cancer cells with loss of function mutations in tumor

suppressor genes. The products of a pair of synthetic lethal genes may be components of the

same multiprotein complex, participate in parallel redundant pathways, belong to the same

linear pathway, or even act in two separate pathways essential for cell viability.

Many synthetic lethal interactions have been mapped out in a range of model organisms

using RNA interference. However, the field as a whole is rooted in studies on the budding

yeast Saccharomyces cerevisiae. In 1999, a yeast knockout library was generated in which each

open reading frame was replaced with a genetic marker and tagged with two specific molecular

TAGs or barcodes (upstream and downstream)—20-base oligomer sequences that serve as

Medicinal Research Reviews DOI 10.1002/med
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Figure 1. (A) Synthetic lethality is a genetic property whereby the presence of gene A allows a cell to tolerate
mutation in gene B that would otherwise be lethal (and vice versa). (B) In an alternative version of synthetic
lethality, gene A may interact with the third gene C such that increasing the expression or activity of C would
be synthetically lethal when paired with the downregulation of gene A. (C) Schematic depiction of known SL
interactions involving CDKs. Arrows pointing downward and upward indicate decreased and increased gene
activity, respectively.

strain identifiers.11 Synthetic lethal or sick interactions were then identified by crossing strains

carrying mutations of interest with the array of deletion mutants after mating and sporulation.

The desired interactions were readily identified because they produce haploid double mutants.

However, another technique was required to quantify the double mutations effects on growth

rates. To this end, the molecular barcodes in each mutant strain were flanked by universal

priming sites, enabling the amplification of the tag sequences by PCR. The amplified products

were hybridized to oligonucleotide arrays so that the intensity of the amplified signal could be

determined.12 However, many cancer-related genes do not have yeast orthologs, so it was also

necessary to conduct similar studies using alternative metazoan models. The most widely used

organisms for this purpose were Caenorhabditis elegans and Drosophila melanogaster, both of

which enabled the use of more sophisticated RNA interference strategies than were previously

possible. Unfortunately, the siRNA sequences used to induce interference in simpler model

organisms elicit antiviral responses in mammalian cells, so they were replaced with shRNA

encoded by plasmids or viral vectors.13, 14 This improved RNAi system has become a staple of

novel screening strategies that enable the systematic identification of gene–gene interactions in

human cells. There are two main approaches used by geneticists to map out SL relationships,

referred to as the forward and reverse approaches. The forward tactic relies on the genetic

variability of cancer cell lines characterized by a common mutation in a gene of interest, while

the reverse strategy uses an isogenic cell line pair created by a single specific genetic change.

These approaches led to the identification of several new synthetic lethal interactions. For

example, many cancers are characterized by oncogenic mutations in Ras, which is difficult to

inhibit directly with small molecule inhibitors and was therefore targeted for synthetic lethal

screening. It was demonstrated that cells expressing mutant K-Ras are highly dependent on

the expression of TANK-binding kinase 1 (TBK1), mitotic polo-like kinase 1 (PLK1), and the
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transcriptional repressor SNAIL2.15–17 In a similar way it was shown that deficiencies of the

tumor suppressor Rb, which are often responsible for malignant conversion, can be overcome by

inactivating tuberous sclerosis complex 2 (TSC2); that overexpression of the serine/threonine-

protein kinase PIM1 in prostate cancer cells can be overcome by PLK1 inhibition; and that p53

deprivation can be relieved by silencing telomerase reverse transcriptase (TERT).18–20

While novel screening strategies have revealed many new SL interactions, the limited overlap

between the results obtained in different SL screening campaigns targeting the same gene

indicates that there are important weaknesses in existing methodologies. The identification of

three different SL partner proteins in three separate K-Ras screens is a case in point, and suggests

that the genetic backgrounds of the tested cells can have significant effects on the observed

lethality. The limited overlap between the results of different SL screens targeting the same

protein may be due to the use of different cell lines in different studies, imperfections in RNAi-

mediated gene knockdown, or off-target effects. Regardless of its causes, this variability makes

it essential to thoroughly validate newly identified SL interactions using multiple independent

models in order to provide a sound basis for rational patient–drug pair selection.

Except of experimental studies, many predictive approaches have been proposed, but these

primarily focus on extending experimentally derived SL networks rather than de novo predic-

tion of interactions, limiting their utility for cancer.21 However, a new computational algorithm

DAISY (data mining synthetic lethality identification pipeline) that aims to facilitate the large-

scale identification of SLs in cancer has been described recently.22 Importantly, cancer SL

networks identified by DAISY included known SL partners of tumor suppressors and onco-

genes. In addition, it has been shown to be useful in predicting gene essentiality, drug efficacy,

and clinical prognosis.

It is not yet clear whether discovered SL interactions will ever translate into efficient

therapeutics. However, the basic concept of genetic screens for SL interactions has already

been applied in drug discovery screening studies. In these investigations, an inhibitor of a given

protein is screened against a panel of viable cells bearing mutations in different genes to identify

cases where the combination of the mutation and inhibitor results in cell death but neither is

fatal by itself.23 This approach has revealed SL effects of many compounds in specific cancer

cell lines. At present, the most important clinical application of an SL relationship is probably

the use of synthetic poly(ADP-ribose) polymerase-1 (PARP-1) inhibitors such as olaparib or

iniparib to treat breast cancers featuring deletions of BRCA-1 or BRCA-2.24 BRCA-1 and 2 are

necessary for the repair of DNA double-strand breaks (DSB) by homologous recombination

(HR). PARP-1 is implicated in the repair of single-strand breaks (SSB) via autopoly(ADP-

ribosyl)ation, in which it serves as a docking site for other proteins involved in the repair

process. PARP-1 inhibition prevents the docking of these proteins, leading to the formation

of multiple SSB; these SSB in turn give rise to DSB at replication forks. The DSBs would

normally be repaired by HR, but this is not possible in the absence of BRCA-1 or BRCA-2

so the DNA lesions are instead repaired by nonhomologous end joining (NHEJ), leading to

extensive chromosomal alterations and cell death.

The identification of cyclin-dependent kinases (CDKs) as cell cycle regulators prompted the

development of several small molecule CDK inhibitors, many of which have shown promising

results in the context of anticancer therapy and could be potentially exploitable in combinatorial

experiments as discussed in the next section.

2. DEREGULATION OF CDKS IS A FREQUENT HALLMARK OF CANCER DISEASES

The CDKs are a family of 20 serine/threonine protein kinases that are generally classified as

regulators of the cell cycle (CDK1, 2, 4, 6) or transcription (CDK7, 8, 9, 11, 20). However, in the
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last few years they have been shown to have diverse functions including the regulation of angio-

genesis, senescence, exocytosis, spermatogenesis, and neuronal development.25 CDK activity is

highly dependent on the binding of regulatory subunits called cyclins, whose name derives from

their oscillatory expression: they are produced and degraded during different phases of the cell

cycle. To be fully activated, most CDKs must be phosphorylated by CDK7 at specific residues

in their so-called T-loops.26 The timing of CDK activity is also subject to negative regula-

tion mediated by the binding of natural CDK inhibitors (INK4, Cip/Kip), and by inhibitory

phosphorylation catalyzed by the Wee1 and Myt1 kinases.26, 27 These phosphorylations can be

reversed by the cdc25 phosphatases.

The uncontrolled upregulation of CDK activity has been identified as a hallmark of cancer

and several CDK hyperactivity-inducing mechanisms have been identified. Many of these mech-

anisms involve loss of function mutations (deletions, silencing, or point mutations) affecting

genes encoding natural CDK inhibitors or the overexpression of CDK-activating cyclins. For

example, excessive production of cyclin D1 has been detected in breast, bladder, esophageal, and

squamous cell carcinoma.28 Similarly, overproduction of cyclin E has been detected in colon,

lung, and breast cancers as well as acute lymphoblastic and myeloid leukemias,29–33 and cyclin A

overproduction has been observed in lung carcinoma.30 In addition, some breast malignancies

are promoted by shortened hyperactive forms of cyclin E that are generated by proteolysis.34

However, in some cases, especially those involving CDK4 and 6, hyperactivity is caused by the

amplification or overexpression of the CDK gene itself.35–37 Alternatively, mutations in CDK

genes may affect the corresponding proteins’ sensitivity to negative regulators. For example,

in melanoma the R24C point mutation in CDK4 was found to cause insensitivity to inhibi-

tion by p16INK4a without affecting the variant protein’s ability to bind cyclin D and form

an active kinase.38 Finally, CDK activation requires the removal of inhibitory phosphates by

Cdc25 phosphatases, which are present at unusually high levels in certain tumors.39, 40 For these

reasons, CDKs and their natural modulators have become important targets for anticancer

drug development in recent years. Most efforts in this area have focused on small molecule

inhibitors.

Over the past 20 years, many CDK inhibitors have been developed using different ap-

proaches, and around 24 have entered clinical trials (Table I, Fig. 2).41–43 Most CDK inhibitors

are pan-selective and block the transcriptional regulators CDK7 and CDK9 in addition to

the cell cycle regulating CDKs. It was demonstrated that these compounds induce cell cycle

arrest and activate apoptosis by inhibiting transcription, which is most effective in cells that

are strongly dependent on the expression of antiapoptotic proteins with short half-lives such

as myeloid cell leukemia 1 (Mcl-1). Many groups have demonstrated that early inhibitors such

as roscovitine and flavopiridol are effective against multiple myeloma and other malignan-

cies that depend on continuous mRNA synthesis and Mcl-1 expression.44–46 Inhibitors of the

transcriptional CDKs also influence the stabilization of the tumor suppressor p53, probably

by downregulating its target genes; these include the ubiquitin ligase Mdm2, which negatively

regulates p53.47–49 On the basis of various in vitro studies, it has been suggested that the simulta-

neous inhibition of multiple CDKs (i.e., CDK1, 2, and 9) could be a desirable feature of clinical

drug candidates.50 The justification for targeting multiple CDKs at once comes from studies

on genetic models;51 cells lacking one or more interphase CDKs can proliferate because most

CDKs are redundant and capable of standing in for one another if one is disabled somehow.

The only CDK whose functions cannot be fulfilled by some other member of the CDK family

is CDK1.51, 52

Although the simultaneous inhibition of several CDKs may be more efficient than selec-

tively blocking a single CDK in many cases, there has been considerable interest in developing

inhibitors specific to individual CDK isoforms over the last few years.42, 53 It was recently shown

that many cancers are heavily dependent on the activity of a single CDK—breast cancer on
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Table I. Some Small Molecular CDK Inhibitors in Clinical Trials

Compound (alternative name) Target Trial phase Condition References

AT7519 CDK1, CDK2, CDK4, CDK6, CDK9 I/II Lymphoma, mantle cell

lymphoma, chronic

lymphocytic leukemia,

multiple myeloma

90

BAY 1000394 (roniciclib) CDK1, CDK2, CDK3, CDK4, CDK7, CDK9 I/II Neoplasms, small cell lung

carcinoma

91

Flavopiridol (alvocidib, HMR 1275,

L86-8275)

CDK1, CDK2, CDK4, CDK6, CDK7, CDK9 I/II Hematologic malignancies 92,93

LEE011 (ribociclib) CDK4, CDK6 I/II Solid tumors, lymphomas,

malignant rhabdoid tumors,

neuroblastoma, melanoma,

breast cancer

www.cancer.gov

LY2835219 (abemaciclib) CDK4, CDK6 I/II Advanced cancer, mantle cell

lymphoma, lymphoma,

breast neoplasms, nonsmall

cell lung cancer

www.cancer.gov

P1446A-05 CDK4 I Solid tumors, hematologic

malignancy

www.cancer.gov

P276-00 (riviciclib) CDK1, CDK4, CDK9 I/II Multiple myeloma, mantle cell

lymphoma

94

PD-0332991 (palbociclib) CDK4, CDK6 I/II/III Solid tumors, hematologic

malignancies

95

PHA-848125 (milciclib) CDK2, CDK4, CDK7 I/II Thymic carcinoma, solid

tumors

96

Roscovitine (seliciclib, CYC202) CDK1, CDK2, CDK5, CDK7, CDK9 I/II Breast cancer, advanced solid

tumors, nonsmall cell lung

carcinoma

97,98

SCH-727965 (dinaciclib) CDK1, CDK2, CDK5, CDK9 I/II/III Hematologic malignancies,

solid tumors

99

SNS-032 (BMS-387032) CDK2, CDK7, CDK9 I Hematologic malignancies,

tumors

100

R-547 CDK1, CDK2, CDK4 I Neoplasms 101

TG02 (SB1317) CDK1, CDK2, CDK7, CDK9 I Hematologic malignancies 102
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Figure 2. Chemical structures of some CDK inhibitors in clinical development.

CDK4, pancreatic cancer on CDK5, and bladder cancer on CDK6, for instance.54–56 Several

specific inhibitors have been designed, often with the assistance of molecular modeling. These

agents include BS-181 and EXEL-8647, which target CDK7 and CDK9, respectively,57, 58 as well

as three compounds targeting CDK4/6 that are currently undergoing clinical trials: LEE011,

LY2835219, and palbociclib (granted accelerated approval by FDA in 2015).59–61

While there are currently many CDK inhibitors in clinical trials, several problems with their

therapeutic use remain to be addressed. In particular, it is not straightforward to determine

which patients are likely to be most sensitive to specific therapies and many current compounds

have low therapeutic indices while exhibiting strong general cytotoxicity. These problems could

potentially be avoided by exploiting SL.
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3. CDK INHIBITORS CAN ENHANCE THE EFFECTIVENESS OF CURRENT

CHEMOTHERAPEUTICS

Although classical chemotherapeutics continue to dominate the clinical treatment of cancer,

their limited efficacy, side effects, and susceptibility to drug resistance collectively complicate

their use. Most of these compounds inhibit the functioning of the mitotic spindle, block DNA

synthesis, or induce DNA damage. All of these processes lead to the activation of checkpoints

followed by cell cycle arrest, during which the damage they cause may be repaired and drug

resistance may be induced. Combination therapies are generally believed to avoid these prob-

lems, and in recent years a number of studies have demonstrated that combination therapies

involving CDK inhibitors can have remarkable effects. Several studies examining different drug

combinations have revealed synergistic effects that can be enhanced by precisely controlling the

sequence and schedule on which the various agents are administered.

Flavopiridol was the first pan-selective CDK inhibitor and the most extensively studied. It

has been tested in combination with diverse classical chemotherapeutic agents, resulting in the

identification of some combination therapies that are currently undergoing clinical trials. For

instance, it was shown to enhance the anticancer effect of paclitaxel, a microtubule-interfering

agent that inhibits mitosis.62 Paclitaxel monotherapy induced a transient increase in cyclin B1

expression and CDK1 activation followed by mitotic exit without cytokinesis. Subsequent in-

hibition of CDK1 using flavopiridol accelerated mitotic exit, activated caspase-3, and induced

PARP cleavage. Interestingly, the two drugs had antagonistic effects if the order of treat-

ment was reversed by applying flavopiridol before paclitaxel because flavopiridol pretreatment

prevented mitotic entry. This finding demonstrates the importance of applying combination

therapies in the correct sequence.62 Similar results were obtained when using flavopiridol in

combination with docetaxel, a semisynthetic paclitaxel analogue.63 In another example, SN-38,

an active metabolite of the DNA topoisomerase I inhibitor CPT-11, induced p21 expression

and G2 arrest in the HCT-116 gastric cancer cell line without activating apoptosis; this failure

of apoptotic induction could be overcome by subsequent treatment with flavopiridol,64 which

caused the activation of caspase-3 and the cleavage of p21 and X-linked inhibitor of apoptosis

(XIAP). A third example is the combination of flavopiridol with gemcitabine, a ribonucleotide

reductase inhibitor. In several cases, gemcitabine monotherapy has led to resistance due to up-

regulation of the mRNA and protein expression of the ribonucleotide reductase M2 subunit.65

Flavopiridol treatment suppressed this resistance by downregulating the expression of the tran-

scription factor E2F-1 in gemcitabine-treated cells, causing a reduction in the expression of the

ribonucleotide reductase M2 subunit.65

Based on this body of evidence, clinical trials on a range of combination therapies in-

volving various CDK inhibitors have been initiated (see Supporting Information Table I). The

extensively investigated CDK inhibitor flavopiridol has been the subject of several such studies,

usually in combination with DNA targeting agents with which it exhibited strong synergistic

effects in preclinical settings. Given the known involvement of certain CDKs in DNA damage

repair processes,66 it is tempting to speculate that these synergies could be due to cell death

arising from the blockage of DNA repair. There have also been several clinical trials involving

the use of microtubule-interfering agents in conjunction with CDK inhibitors because such

combinations have yielded promising results in animal models.62, 67

In addition to classical chemotherapeutics, CDK inhibitors are being tested as components

of therapeutic cocktails featuring more recently developed molecularly targeted drugs (including

biologics) for which clear mutual potentiation has been observed in vitro or in vivo. The striking

results obtained in these models support the hypothesis that simultaneously blocking multiple

signaling pathways may confer superior clinical efficacy. Therefore, various combinations of

CDK inhibitors with inhibitors of mitogen transducing kinases (both receptor and cytoplasmic
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kinases), proteasome inhibitors, or antiestrogens have been designed for clinical evaluation (see

Supporting Information Table I).

The examples mentioned above clearly show that CDK inhibitors can potentiate the ac-

tivity of current chemotherapeutic agents. However, more effective anticancer strategies could

potentially be developed by specifically targeting individual cancer-related genes in order to

exploit SL interactions in patients whose genetic background is known.

4. SYNTHETIC LETHALITY OF CDK INHIBITORS IN THE TREATMENT OF SPECIFIC

TUMOR DISEASES

A. CDK1/2 and Phosphatidylinositol-3´-Kinase (PI3K)

Glioblastoma multiforme is the most common and aggressive astrocytoma, and has poor prog-

nostic outcomes despite the availability of several multimodal therapies. Almost half of all

astrocytomas are characterized by an amplification of the epidermal growth factor receptor

(EGFR), which subsequently overactivates PI3K leading to a deregulation of the protein ki-

nase B (Akt)/mammalian target of rapamycin (mTOR) signaling pathway.68 The malignant

conversion is also influenced by gain of function mutations in PI3Kα and loss of function muta-

tions in tumor suppressor phosphatase and tensin homolog (PTEN), which negatively regulates

PI3K activity.69 Early efforts to develop targeted glioblastoma treatments largely focused on

small molecule inhibitors of EGFR, PI3K, or mTOR. This approach yielded disappointing

results, inducing cytostatic effects rather than cell death. However, the screening of inhibitors of

PI3K isoforms led to the identification of the imidazopyridine PI-75, which effectively induced

apoptosis in glioma cell lines expressing wild-type PTEN without affecting PTEN mutant cell

lines.70 Treatment of a wild-type PTEN cell line with the PTEN inhibitor bisperoxovanadium

in combination with PI-75 caused increased phosphorylation of Akt and attenuated cell death

without affecting G2/M arrest. Surprisingly, computational studies indicated that PI-75 is also

a strong inhibitor of CDK1 and 2.70 While the inhibition of single CDKs (CDK1 or CDK2)

or CDK1 and PI3Kα had no impact on apoptosis in glioma cells expressing wild-type PTEN,

combined CDK2 and PI3Kα inhibition increased cell death, albeit to a lesser extent than was

observed following PI-75 treatment. This finding was confirmed by siRNA experiments, in

which the silencing of CDK1 or 2 alone after treatment with a PI3Kα inhibitor did not influ-

ence apoptosis in glioma cells expressing wild-type PTEN. This may indicate that CDK1 can

compensate for the absence of CDK2 and vice versa.71 However, the simultaneous silencing

of both CDKs significantly reduced the viability of cells treated with the PI3Kα inhibitor. In

keeping with this finding, overexpression of CDK1 and 2 attenuated apoptosis in glioma cells

expressing wild-type PTEN. Similarly, a combination of the CDK1/2 inhibitor roscovitine with

a PI3Kα inhibitor reduced tumor size in mice xenografts more effectively than monotherapy

with either agent alone. All of these results suggest that it should be possible to use combina-

tion therapies based on CDK1/2 and PI3K inhibitors to treat patients with gliomas expressing

wild-type PTEN.

B. CDK1/2/9 and MYC

Neuroblastomas are embryonal tumors that arise from the sympathetic nervous system and

are the second most common cause of cancer-related deaths in children.72 They are associated

with a range of molecular changes including MYCN amplification, which is found in 20–30%

of all neuroblastomas and is linked to advanced disease with bad prognosis.73 As a ligand-

independent transcription factor, MYCN is very challenging to drug. Interestingly, CDK2 was

shown to have a strong effect on the viability of MYCN-amplified neuroblastomas: its silencing
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using siRNA or shRNA induced apoptosis in MYCN-amplified neuroblastoma cell lines.74

However, the simultaneous silencing of MYCN and CDK2 had no impact on cell viability,

suggesting that these two proteins have an SL relationship. Subsequent experiments demon-

strated that both roscovitine and the related compound CR8 are potent inducers of apoptosis

in MYCN-positive cells but have no effects in MYCN-negative neuroblastoma lines.74, 75

Various other cancers overexpress the closely related MYC oncogene, which encodes a

transcription factor that regulates the expression of genes controlling cell growth, division, and

apoptosis.76 Using a panel of fibroblast human cell lines expressing nine common oncogenes, it

was shown that MYC-overexpressing cells were highly sensitive to the induction of apoptosis by

purvalanol A (a CDK inhibitor related to roscovitine).77 Importantly, this sensitivity correlated

well with the strength of the cells’ expression of MYC. Artificially induced Bcl-2 overexpression

prevented cell death in both normal and MYC-overexpressing cells treated with purvalanol A,

demonstrating that the apoptosis observed in drug-treated cells was due to mitochondrial depo-

larization. This effect was attributed to a drug-induced destabilization of survivin, an inhibitor

of apoptosis whose activity depends on phosphorylation by CDK1.78 The anticancer efficacy of

purvalanol A was also confirmed in mouse models of lymphoma and hepatoblastoma, further

supporting the proposed interaction between CDK1 and MYC.77

The SL interaction between MYC and CDK1 could potentially be exploited in the treatment

of triple-negative breast cancer, which is resistant to drugs targeting the HER2, estrogen, and

progesterone receptors.79, 80 CDK1 silencing using siRNA decreased the viability of triple-

negative breast cancer cell lines and suppressed tumor growth in mice xenografts.79 Two small

molecule CDK inhibitors, purvalanol A and dinaciclib, induced significant apoptosis in several

triple-negative cell lines with elevated MYC expression as well as in related mouse xenograft

models.80 CDK1 is not the only CDK that has a synthetic lethal relationship with MYC:

studies on hepatocellular carcinomas revealed that CDK9 was required for their survival and

its pharmacological or shRNA-mediated inhibition caused robust antitumor effects whose

magnitude correlated with MYC expression levels.81

It can be difficult to unravel synthetic lethal relationships involving CDKs because of

the broad specificity patterns of established CDK inhibitors and because these proteins exhibit

pronounced functional redundancy such that one CDK can often compensate for deficiencies in

the activity of another. However, a remarkable study in which CDK4, CDK2, and CDK1 were

inhibited specifically and separately using either RNAi or small molecule inhibitors showed that

only CDK1 inhibition rapidly decreased the viability of MYC-dependent cells.82 The suggested

mechanism of SL between CDK1 and MYC is based on the induction of mitotic catastrophe

by CDK1 depletion, which may promote MYC-induced replication stress and subsequently

activate checkpoint signaling, resulting in cell death.

C. CDK6 and VHL

The inactivation of the Von Hippel Lindau (VHL) tumor suppressor gene, which serves as

a regulator of hypoxia-inducible factor α (HIF-α), is a frequent hallmark of clear cell renal

carcinomas (RCC).83 In the presence of oxygen (normoxia), HIF-α becomes hydroxylated at

one or two prolyl residues to form a binding site for VHL, a component of the ubiquitin ligase

complex that directs the polyubiquitinylation of HIF-α. On the other hand, a lack of oxygen

leads to an accumulation of HIF-α, which then binds HIF-β. The HIF-α/β heterodimer acts

as a transcriptional factor of genes involved in acute or chronic adaptation to hypoxia such as

vascular endothelial growth factor (VEGF), platelet-derived growth factor B (PDGF-B), tumor

growth factor α (TGFα), and erythropoietin.83 Loss of VHL leads to an activation of kinases

such as EGFR, c-Met, VEGFR, or PDGFR, which can support invasiveness, angiogenesis, and
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metastasis.84 Renal tumors generally do not respond to conventional treatment and therefore

require novel therapies. The scope for specifically targeting VHL-negative cells was investigated

using isogenic cell lines derived from RCC patients of different VHL status.84 Focused silencing

of individual kinases resulted in the identification of three genes that reduced the viability of

VHL-/- RCC cell lines: c-Met, CDK6, and MAP2K1. A synthetic lethal interaction between

VHL and CDK6 was then confirmed by experiments using a small molecule CDK4/6 inhibitor

(CAS 546102-60-7), which only blocked the growth of VHL-/- cells. This finding suggests that

CDK6 inhibitors could potentially be useful in the treatment of VHL-/- RCC.

D. CDK4 and K-Ras

Given the role of CDK4/6 in the conjunction of mitogenic signaling and cell cycle regulation,

it was not a surprise when CDK4 was revealed as a promising target in cancers overexpressing

K-Ras.85 Inducible overexpression of K-Ras in mouse embryonic fibroblasts was found to

overcome the typical replicative senescence response of cells exposed to culture shock, while

CDK4 ablation restored this senescence. K-Ras-positive tumor cell lines were sensitive to

CDK4 silencing while cell lines lacking K-Ras were unaffected. Moreover, the induction of

K-Ras expression in murine xenograft models with a loss of CDK4 significantly reduced their

tumor burden, and all of the tumors that did arise were benign. It was also demonstrated that

K-Ras-positive cells with a loss of CDK4 undergo senescence in a way that is normally observed

only in lung cells. Mice with induced K-Ras overexpression were treated with the CDK4-specific

inhibitor PD0332991. After 30 days, less than 20% of all animals developed lesions compared

to 75% for control mice. Biochemical analysis revealed a decrease in Rb phosphorylation at

serines 807 and 811 in the treated mice; both of these residues are targets of CDK4. However,

no senescence response was detected in cells treated with a CDK4 inhibitor, suggesting that

CDK4 activity was not adequately suppressed. It would therefore be desirable to develop more

potent CDK4 inhibitors and test their usefulness in the treatment of K-Ras-positive NSCLC.

The synthetic lethal relationship between K-Ras and CDK4 was subsequently observed in a

K-Ras overexpressing NSCLC cell line, in which CDK4 silencing reduced cell proliferation, as

well as in a murine xenograft model, in which it inhibited tumor growth.86

E. CDK5/12 and PARP

As noted in the introduction the SL relationships that have been most widely exploited in

the clinic are those associated with PARP inhibition. Turner et al. searched for additional SL

interactions between PARP and DNA damage response proteins by performing a screen using

an siRNA library targeting 779 human kinases and kinase-associated genes in a breast cancer

cell line.87 This approach yielded six on-target hits, the most notable of which was CDK5.

The SL relationship between PARP and CDK5 was subsequently confirmed by experiments

using HeLa cells treated with a PARP inhibitor: CDK5-silenced cells were more sensitive than

controls to DNA-damaging agents such as camptothecin and cisplatin. CDK5 silencing in cells

treated with the PARP inhibitor caused a striking increase in γ H2AX phosphorylation and

an increase in the abundance of RAD51 foci even in the absence of exogenous DNA damage.

Thus, CDK5 silencing in PARP-inhibited HeLa cells causes failures of SSB repair that lead

to DSB formation but has no effect on HR or NHEJ. Interestingly, when CDK5-silenced

cells were irradiated, they exhibited radiation-resistant DNA synthesis and an unusually high

proportion of cells were found to be in mitosis after irradiation, suggesting that CDK5 controls

an intra S-phase checkpoint that normally prevents mitotic progression in cells with DNA

damage. While its precise function in the various cell cycle checkpoints remains unclear, it may

act via SCF ubiquitin ligase or some noncatalytic interaction with DNA-damage kinases. In
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conclusion, PARP inhibition causes the accumulation of SSBs; when this is paired with a failure

of an intra-S-phase checkpoint due to the absence of CDK5, the result is an increased rate of

replication fork collapse that leads to cell death. These results suggest that PARP inhibitors

may be particularly effective in the treatment of patients with CDK5 loss of function mutations.

They also suggest that in addition to their uses in treating patients with BRCA1 or BRCA2

deficiencies, PARP inhibitors may be useful for other malignancies when applied in combination

with CDK5 inhibitors.

In an effort to identify even more genes for which loss of function might predict sensitivity

to PARP inhibitors, Bajrami et al. performed a genome-wide synthetic lethal screen using the

PARP inhibitor olaparib.88 Their analysis showed that the cytotoxicity of olaparib is governed

by the status of the DNA damage response apparatus as well as genes that proofread chro-

matin remodeling and regulate sister chromatid cohesion. Of the genes identified in this work,

CDK12 stands out as a potential predictive biomarker for responsiveness to PARP1/2 in-

hibitors. CDK12 is a regulator of RNA polymerase II and is also important in HR. High-grade

serous ovarian cancer (HGS-OVCa), a disease characterized by a high frequency of familial

and somatic BRCA mutations, was selected as a model in which to evaluate the synthetic

lethal relationship between PARP1/2 and CDK12 based on its susceptibility to olaparib after

carboplatin treatment. The loss of CDK12 function may sensitize HGS-OV cells to PARP1/2

inhibitors because it reduces the expression of key DNA repair genes such as BRCA1, FANCI,

FANCD2, and ATR, rendering the cell deficient in HR.88, 89 Consequently, the SSBs induced

by PARP1/2 inhibition are not effectively repaired, leading to cell death.

5. CONCLUSION

For a long time, attempts to treat patients with tumors could be likened to “tilting at wind-

mills” due to the heterogeneity of cancer and related diseases. While treatments with classical

chemotherapeutics often initially provide good outcomes, different patterns of resistance appear

in many patients. In addition, these drugs are characterized by high levels of general toxicity

and severe side effects. However, developments in genetics and genomic technologies have made

it possible to explore the genetic basis of diverse tumors, leading to the identification of novel

molecular targets whose specific inhibition offers the potential for more effective treatment that

can overcome resistance. In recent years, many drugs targeting specific cancer-related proteins

have been developed, several of which have been approved for clinical use. Although no CDK

inhibitor has yet been approved for cancer therapy several phase III clinical trials involving

such agents are underway. There has been quite a large gap between the development of the first

CDK inhibitors and their use in phase II/III trials for several reasons including their low ther-

apeutic indices (especially in monotherapy) and a lack of robust criteria for selecting patients

who are likely to respond well to such therapies. Hopefully, these problems could potentially

be avoided by exploiting SL. Studies on this phenomenon, which was first demonstrated in

yeasts before being explored further in cell lines and model organisms, have revealed a range of

gene–gene interactions that could potentially be exploited to develop novel targeted therapies

that will make it possible to effectively treat previously incurable tumors and provide more

effective therapies, perhaps based on CDK inhibition, with fewer side effects for other cancers.
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a b s t r a c t

A series of 5-substituted 3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine

derivatives was synthesized and evaluated for their cyclin-dependent kinase (CDK) inhibition activity.

The most potent compounds contained various hydroxyalkylamines at the 5 position and possessed low

nanomolar IC50 values for CDK2 and CDK5. Preliminary profiling of one of the most active compounds on

a panel of 50 protein kinases revealed its high selectivity for CDKs. The compounds arrested cells in S and

G2/M phases, and induced apoptosis in various cancer cell lines. Significant dephosphorylation of the C-

terminus of RNA polymerase II and focal adhesion kinase (FAK), well-established substrates of CDKs, has

been found in treated cells. Cleavage of PARP-1, down-regulation of Mcl-1 and activation of caspases

correlated well with CDK inhibition and confirmed apoptosis as the primary type of cell death induced in

cancer cells treated with the compounds in vitro. A comparison of known purine-based CDK inhibitor

CR8 with its pyrazolo[4,3-d]pyrimidine bioisosteres confirmed that the novel compounds are more

potent in cellular assays than purines. Therefore, pyrazolo[4,3-d]pyrimidine may emerge as a novel

scaffold in medicinal chemistry and as a source of potent CDK inhibitors.

© 2016 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

Deregulation of the cell cycle is a common hallmark of cancers

and, on the molecular level, is tightly linked to cyclin-dependent

kinases (CDKs). Upon binding to regulatory subunits called

cyclins, these enzymes play a key role in the cell cycle, from initi-

ation, through DNA replication, to mitosis [1]. Deregulation of CDKs

is often caused by amplification or overexpression of cyclins, or by

mutation or silencing of the genes encoding natural protein in-

hibitors of CDKs. In principle, however, many various upstream

alterations can hyperactivate CDKs inappropriately and, as a

consequence, promote proliferation of cancer cells despite the lack

of mitogens [2]. Besides that, deregulation of CDKs induces

genomic and chromosomal instability that mediate neoplastic

transformation of cells [2].

Such observations in the vast majority of cancers provided a

rationale for targeting CDKs using pharmacological inhibitors. The

first small molecule CDK inhibitors, such as flavopiridol, roscovi-

tine, and many others, demonstrated anti-proliferative and anti-

cancer activity mediated by suppression of the expected targets.

These targets comprised several CDK-family members including

CDK1, CDK2, CDK4, CDK7, and CDK9 [3,4]. Both roscovitine and

flavopiridol were therefore selected for clinical trials as anti-cancer

drugs with a novel mechanism of action. However, both drugs

exhibited toxicity and low efficacy. More potent compounds were

developed soon afterward, and several were investigated in Phase

II-III clinical trials [2].

Despite high sequence similarity within the CDK family, several

truly monospecific CDK inhibitors were also identified, including

CDK4-specific palbociclib [5], CDK7-specific irreversible binder

THZ-1 [6], and CDK9-specific LDC000067 [7] (Fig. 1). Although it

has proven necessary to inhibit several CDKs to produce anti-

cancer activity in certain models, the abovementioned

Abbreviations: CDK, cyclin-dependent kinase; FAK, focal adhesion kinase.

* Corresponding author.

E-mail address: vladimir.krystof@upol.cz (V. Kry�stof).

Contents lists available at ScienceDirect

European Journal of Medicinal Chemistry

journal homepage: http: / /www.elsevier .com/locate/ejmech

http://dx.doi.org/10.1016/j.ejmech.2016.01.011

0223-5234/© 2016 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

European Journal of Medicinal Chemistry 110 (2016) 291e301



palbociclib, with its higher selectivity for CDK4 and CDK6 than

other CDKs, received accelerated FDA approval as the first com-

pound in its class [8]. Palbociclib has shown efficacy in the treat-

ment of certain breast cancers [9,10], but it becomes clear that other

cancers will require different CDK selectivity patterns. Therefore,

there is still a need for the development of new inhibitors.

We recently focused on the skeleton of pyrazolo[4,3-d]pyrimi-

dine, an isostere of purine, and prepared a series of compounds

substituted analogous to the purine-based roscovitine. To date,

several other CDK inhibitors built on heterocycles isosteric to pu-

rine have been described (reviewed by Ref. [11]), but among them,

only pyrazolo[1,5-a]pyrimidines, pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazines,

and pyrazolo[4,3-d]pyrimidines exceed the activity of corre-

sponding purines. Compounds based on the latter group, the pyr-

azolo[4,3-d]pyrimidines, display anti-cancer activity [12,13]. In

addition, some derivatives suppress abnormal proliferation related

to the pathogenesis of restenosis in vascular smooth muscle cells

[14] and tumor angiogenesis [15], all by inhibiting CDKs and aurora

A kinase [13].

The objective of this work was to synthesize novel potent CDK

inhibitors with a pyrazolo[4,3-d]pyrimidine scaffold bearing N6-

biaryl substituents. N6-biaryl substituents were proven most ad-

vantageous for the activities of analogous purines, such as CR8,

BP14, and others [16e19]. As we expected, the newly prepared

derivatives displayed nanomolar potency against CDKs and cancer

cell lines. The most potent derivative was over 7 times more active

against CDK2 than CR8, and was comparable to another bioisostere

of roscovitine, dinaciclib [20].

2. Results and discussion

2.1. Synthesis

The pyrazolo[4,3-d]pyrimidine substitutions were based on

studies of structure-activity relationships for related purine and

pyrazolo [1,5-a]pyrimidine CDK inhibitors, and included one of the

most beneficial biarylamino substituents at position 7, i.e. [(2-

pyridyl)benzyl]amine. Position 5 was modified using various side

chains in order to understand the importance of each chain for

activity. Products of position 5 modifications were also compared to

the disubstituted derivative 3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]

amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (6) that was prepared by

reacting 7-chloro-3-isopropyl-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine

[21] with 1-[4-(pyridin-2-yl)phenyl]methanamine. Another simple

derivative, 3-isopropyl-5-methylsulfanyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]

amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (2a) was prepared from 7-

chloro-3-isopropyl-5-methylsulfanyl-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrim-

idine (2) by reaction with 1-[4-(pyridin-2-yl)phenyl]methanamine.

The synthesis of 5-substituted 3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)

benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidines (Scheme 1) was

based on two subsequent nucleophilic substitutions. This synthesis

is analogous to the synthesis of the pyrazolo[4,3-d]pyrimidine

bioisostere of roscovitine [12]. However, contrary to the synthesis

of the roscovitine analog, oxidation of the methylsulfanyl group of

compound 2 must be performed before nucleophilic substitution of

the chloro atom at position 7 in order to prevent oxidation of the

pyridylbenzylamine part of the desired product. Substitution of the

chloro atom of compound 3 proceeds under gentle conditions (60
 C/1 h) in a high yield. Subsequent substitution of the methyl-

sulfonyl group of compound 4 needs severe conditions (125d150
 C/5d30 h) producing approximately 20% yield of derivatives 5,

which must be isolated by chromatography.

The structures of all newly-synthesized compounds were veri-

fied using NMR spectroscopy, ESI mass spectrometry, and

elemental analysis. The purity of each synthesized compound was

checked by HPLC-DAD analysis. Detailed information about syn-

thesis and characterization of all compounds is described in the

experimental and supporting information sections of this

manuscript.

2.2. CDK inhibitory activity of novel pyrazolo [4,3-d]pyrimidines

The presence of a heterobiaryl substituent at position 6 of the

purine molecule was proven crucial for CDK inhibitory activity,

compared to monoaryl substituted derivatives like roscovitine

[16,18,19]. This was clearly demonstrated by compound CR8 which

showed a 3-fold lower IC50 for CDK2, and >200-fold higher potency

in cells than roscovitine [16].

We synthesized a collection of 3,5,7-trisubstituted pyrazolo[4,3-

d]pyrimidines with the same substitutions at positions 3 and 7 as

CDK inhibitor CR8 and a different substitution at position 5. All

novel derivatives were tested for CDK2/CDK5 kinase inhibition

according to established protocols (see details in the Experimental

section) and the data obtained are presented in Table 1.

The results demonstrate that most of the new compounds

display significantly higher potency for inhibiting CDK2/CDK5 than

the reference purine compound CR8, with IC50 values well below

100 nM. The 3,7-disubstituted pyrazolo[4,3-d]pyrimidine 6, lacking

substitution at position 5, was slightly more active than CR8, sug-

gesting that the biaryl function at 7 markedly increases affinity of

the skeleton to a CDK. Addition of a suitable substitution at position

5 further increased potency. A small increase in potency of inhibi-

tion of either CDK2 or CDK5 (IC50 values in a high nanomolar range)

was observed when the scaffold was substituted, at position 5, with

small sulphur-containing functions (2a, 4). However the structures

of most beneficial pyrazolo[4,3-d]pyrimidines with 5-substitutions,

in terms of CDK inhibition, shared a hydroxyalkylamine or an

aminoalkylamine motif (5aee). This finding corresponds to earlier

observations performed with analogous purine and pyrazolo[1,5-a]

triazine inhibitors [18,19,22e24]. The most potent derivative, 5c,

showed IC50 values for CDK2 and CDK5 of 9 nM and 1 nM,

respectively. The activity of 5c is comparable to clinically developed

Fig. 1. Examples of known CDK inhibitors with varying selectivities.
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dinaciclib [20]. Only two newly-prepared derivatives, 5p and 5q,

with aromatic chains at position 5, showed insufficient activity

(IC50 > 1 mM). One study shows that the aromatic substitution at 5 is

detrimental for the activity of related purine inhibitors [23].

We also compared one of the most active compounds, 5b, with

several other known CDK inhibitors: pan-selective dinaciclib,

CDK7-specific BS-181, and CDK4-specific palbociclib (Table 2).

Compound 5b displayed a similar profile and potency to those of

dinaciclib, with a slightly lower potency against CDK1. Preliminary

selectivity profiling of 5b was then performed using a panel of 50

additional protein kinases. The compound was assayed at a single

concentration of 1 mM. As shown in the Supplementary Table S1,

residual activity of other tested kinases reached values of approx-

imately 50% (for CAMKKb) or 60% (for DYRK1A, CK1d, AMPK, PAK4),

which clearly confirmed 5b selectivity (intrapolated residual ac-

tivities of CDK2 and CDK5 are <10%). It was not surprising that 5b

also inhibited PAK4 or CK1d because these kinases are sensitive to

previously described pyrazolo[4,3-d]pyrimidines [13,14] and

structurally related purines [16,25].

2.3. Activity in cancer cell lines

All novel derivatives were tested for cytotoxicity on four cancer

cell lines (Table 1). Our data showed that the presence of sub-

stituents at position 5 rapidly increased cellular potency to nano-

molar activities, compared to 3,7-disubstituted derivative 6. While

compound 6 displayed an IC50 of approximately 1 mM for all cancer

cell lines, other derivatives showed mid-level (5f-h, 5j-k, 5m-o) or

low (5a-e, 5l) nanomolar IC50 values. These activities clearly

correspond with anti-CDK activity. All derivatives with high cyto-

toxicity also displayed high affinity for CDK2 and vice versa,

whereas derivatives 5p and 5q were significantly less active in both

assays. Surprisingly, replacing hydroxyalkylamines with cyclic

amines usually weakens cellular potency (IC50 values of 5f-h, 5j, 5n,

5o > 100 nM), although CDK inhibition in biochemical assays still

occurred at a low nanomolar range. The most potent pyrazolo[4,3-

d]pyrimidines, 5a-c and 5l, each showed an IC50 that was at least

10-fold lower than that of CR8.

Next, the activity of 5b, one of the most potent inhibitors in the

series of compounds, was studied in detail in a colon carcinoma cell

line, HCT-116. As shown in Fig. 2A, treatment with 125 nM and

higher concentrations of 5b substantially decreased the S-phase

population (BrdU-positive cells) of cells, increased the subG1

population (apoptotic cells), and arrested cells in late S and G2/M

phases. In addition, similar effects were observed in breast

adenocarcinoma cells, MCF-7, treated with 5b and other pyrazolo

[4,3-d]pyrimidines, compared to cells treated with CR8 (the con-

trol; Fig. S1). These results indicate that the compounds block DNA

replication and proliferation in a dose-dependent manner, an effect

attributable to CDK2 inhibition. Similar outcomes have been

described for numerous other CDK inhibitors, such as roscovitine,

dinaciclib, SNS032, and flavopiridol [20,26e28].

Due to structural similarities between CDK2 and CDK5, it was no

surprise that the compounds inhibited both kinases (Table 1).

Because CDK5 emerged as a new potential target of cancer therapy,

we attempted to show that compound 5b also targets CDK5 in cells.

We immunoblotted lysates of treated HCT-116 cells and discovered

a dose-dependent decrease of FAK phosphorylation at Ser 732

(Fig. 2B), which is a known CDK5 substrate [29,30].

Due to the strong cytotoxicity of 5b in the HCT-116 cell line, we

sought to identify the type of cell death that occurs, using

biochemical assays. Lysates of treated HCT-116 cells were subjected

to immunoblotting. Subsequent analysis revealed a dose-

dependent decrease of anti-apoptotic protein Mcl-1 as well as

cleavage of PARP-1, a known caspase substrate (Fig. 3A). We also

found that 5b rapidly increased the expression of tumor suppressor

p53 at concentrations of 250 nM and higher. In addition, caspase

activation in treated cells was confirmed by an enzymatic assay,

using fluorescently labeled substrates of caspases 3 and 7 (Fig. 3B)

that revealed clear dose-dependent responses in a sub-micromolar

range.

Although CDK2 is dispensable for the growth of most tumors

[31], some articles showed that CDK2 might be a suitable target for

molecular therapy of primary and metastatic melanoma [32].

Indeed, the anti-melanoma activity of CDK inhibitors dinaciclib and

roscovitine has been confirmed [33e35]. We therefore studied the

effects of novel derivatives in a melanoma cancer cell line, G361.

The tested derivatives potently activated caspases in treated cells

(Supplemental Fig. S2). Moreover, ongoing apoptosis (as evidenced

by immunoblotting of cleaved PARP-1 and decreased Mcle1 levels)

correlated well with reduced phosphorylation of RNA polymerase II

at the C-terminus (Supplemental Fig. S3 and S4). Importantly, the

tested derivatives induced cancer cell death in substantially lower

doses than related purine derivative CR8 and pyrazolo[4,3-d]py-

rimidine bioisostere of roscovitine (designated as compound 7)

[12].

3. Conclusion

A library of 20 novel pyrazolo[4,3-d]pyrimidine derivatives,

Scheme 1. Preparation of 3,5,7-trisubstituted pyrazolo[4,3-d]pyrimidines.
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Table 1

Cytotoxicity and anti-CDK activity of novel 3,5,7-trisubstituted pyrazolo[4,3-d]pyrimidines.

IC50, (mM)

Cancer cell lines Kinases

Compound R K-562 MCF-7 G361 HCT-116 CDK2 CDK5

Roscovitine n.a. 45.5 12.25 22.4 14.42 0.158 1.069

CR8 n.a. 0.175 0.160 0.503 0.350 0.062 0.225

6 1.000 1.190 0.875 1.237 0.197 0.183

2a 0.778 0.819 1.400 2.800 0.048 0.229

4 0.640 0.460 0.793 1.140 0.070 0.165

5a 0.038 0.051 0.039 0.027 0.031 0.049

5b 0.057 0.027 0.040 0.087 0.021 0.005

5c 0.029 0.024 0.048 0.085 0.009 0.001

5d 0.070 0.053 0.067 0.110 0.054 0.009

5e 0.047 0.059 0.072 0.087 0.012 0.021

5f 0.110 0.163 0.197 0.270 0.018 0.005

5g 0.589 0.530 0.873 0.940 0.061 0.114

5h 0.165 0.133 0.204 0.142 0.024 0.037

5i 0.063 0.062 0.230 0.227 0.018 0.008

5j 0.175 0.295 0.477 0.427 0.046 0.044

5k 0.700 0.310 1.018 0.781 0.051 0.017

5l 0.017 0.021 0.064 0.088 0.050 0.119

5m 0.125 0.225 0.640 0.390 0.467 2.136
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with nanomolar inhibitory activities against CDK2 and CDK5, was

generated. The majority of compounds demonstrated strong anti-

proliferative effects, including cell cycle arrest and induction of

apoptosis, for which CDK inhibition is a primary mode of action.

Although the pyrazolo[4,3-d]pyrimidine is isosteric to purine and

pyrazolo[1,5-a]pyrimidine and the new compounds are analogous

to roscovitine and dinaciclib, we found that pyrazolo[4,3-d]py-

rimidines were substantially more active than purines. This scaffold

may serve as an alternative source of novel, potent CDK inhibitors

that may display different physico-chemical and pharmacological

properties. Therefore, pyrazolo[4,3-d]pyrimidine may emerge as a

novel scaffold in medicinal chemistry and is worth further inves-

tigation, especially in the field of cancer therapeutics, where drug

resistance significantly complicates efficacy.

4. Experimental section

4.1. Chemistry

NMR spectra were recorded on a JEOL ECA-500 spectrometer

operating at frequencies of 500.16 MHz (1H) and 125.76 MHz (13C).
1H NMR and 13C NMR chemical shifts were referenced to the sol-

vent signals; 1H: d(residual CHCl3) ¼ 7.25 ppm, d(residual DMSO-

Table 1 (continued )

IC50, (mM)

Cancer cell lines Kinases

Compound R K-562 MCF-7 G361 HCT-116 CDK2 CDK5

5n 0.593 0.474 0.745 0.720 0.096 0.179

5o 0.145 0.195 0.181 0.350 0.132 0.422

5p 3.950 5.300 7.487 17.40 1.483 4.415

5q 2.535 2.385 3.610 7.325 1.450 3.600

Table 2

CDK selectivity profile of Compound 5b and some known CDK inhibitors (assayed as

controls).

Kinases IC50 (mM)a

Cmpd. 5b Dinaciclib BS-181 Palbociclib

CDK1 0.777 0.072 14.0 >10

CDK2 0.021 0.002 1.80 9.20

CDK4 >2 0.127 44.7 0.016

CDK5 0.034 0.045 3.70 >10

CDK7 2.780 n.a. 0.134 >10

CDK9 0.240 0.178 2.18 0.892

a Average values from at least three determinations.

Fig. 2. Effect of 5b on the HCT-116 cancer cell line. (A) Asynchronous cells were treated with different concentrations of 5b for 24 h. The cell cycle was analyzed by flow cytometry;

DNA was double-labeled with propidium iodide and 5-bromo-20-deoxyuridine. (B) Time-course immunoblotting analysis of phosphorylation of FAK, a known CDK5 substrate, in

cells treated with 500 nM of 5b. b-actin was detected to verify equal loading.
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d5) ¼ 2.50 ppm, d(residual CD2HOD) ¼ 3.31 ppm; 13C:

d(CDCl3) ¼ 77.23 ppm, d(DMSO-d6) ¼ 39.52 ppm,

d(CD3OD) ¼ 49.15 ppm. Chemical shifts are given in d scale [ppm]

and coupling constants in Hz.

Melting points were determined on a Kofler block and are un-

corrected. Reagents were of analytical grade and from standard

commercial sources. Thin layer chromatography (TLC) was carried

out using aluminium sheets with silica gel F254 from Merck. Spots

were visualized under UV light (254 nm). ESI mass spectra were

determined using a Waters Micromass ZMD mass spectrometer

(solution in MeOH, direct inlet, coin voltage 20 V). Column chro-

matography was performed using Merck silica gel Kieselgel 60

(230e400 mesh). The purity of all synthesized compounds was

determined by HPLC-PDA (200e500 nm). Specific optical rotation

was measured on polarimeter polAAr 3001 (wave length:

589.44 nm, tube length: 5 cm, and t ¼ 23 !C). All compounds gave

satisfactory elemental analyses (0.4%).

4.1.1. 3-Isopropyl-5-methylsulfanyl-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]

pyrimidin-7-ol (1)

This compound was prepared as previously described [12].

4.1.2. 7-Chloro-3-isopropyl-5-methylsulfanyl-1(2)H-pyrazolo[4,3-

d]pyrimidine (2)

This compound was prepared as previously described [12].

4.1.3. 3-Isopropyl-5-methylsulfanyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-

1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (2a)

A solution of 7-Chloro-3-isopropyl-5-methylsulfanyl-1(2)H-

pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (2) (0.56 g, 2.3 mmol), 1-[4-(pyridin-2-

yl)phenyl]methanamine (0.48 g, 2.6 mmol) and ethyldiisopropyl-

amine (0.86 mL, 5 mmol) in 12 mL t-BuOH was heated with stirring

at 70 !C for 2 h. After cooling to room temperature, the reaction

mixture was concentrated under vacuum and the residue was

partitioned between H2O and CHCl3. The combined organic phase

was dried with magnesim sulfate and evaporated. Crystallization

from CHCl3/Et2O generated a colorless product with

m.p. ¼ 170e173 !C, mass ¼ 0.79 g, and 87% yield. ESI þ m/z 391.1

[MþH]þ, ESI- m/z 389.1 [M # H]#. 1H (500 MHz; DMSO-d6): 1.36 (d,

J ¼ 7.03 Hz, 6H, #CH(CH3)2); 2.43 (s, 3H, -SCH3); 3.31e3.35 (m,

1H, #CH(CH3)2); 4.75 (bs, 2H, #NH#CH2#); 7.32 (ddd, J ¼ 7.34 Hz,

J¼ 4.89 Hz, J¼ 0.92 Hz, 1H, ArH); 7.48 (d, J¼ 7.03 Hz, 2H, ArH); 7.84

(dt, J ¼ 7.64 Hz, J ¼ 1.53 Hz, 1H, ArH); 7.92 (d, J ¼ 7.95 Hz, 1H, ArH);

8.05 (bd, J ¼ 7.03 Hz, 2H, ArH); 8.63 (bd, J ¼ 4.58 Hz, 1H, ArH). Anal.

(C21H22N6S) C, H, N, S.

4.1.4. 7-Chloro-3-isopropyl-5-methylsulfonyl-1(2)H-pyrazolo[4,3-

d]pyrimidine (3)

OxoneR solution (monopersulfate comp., Aldrich Cat: 228036,

36 g) in water (180 mL) was added in a dropwise manner, within

1 h, to a solution of 7-chloro-3-isopropyl-5-methylsulfanyl-1(2)H-

pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (2) (10 g, 41.3 mmol) in EtOH (180 mL) at

55 !C. The reaction mixture was stirred for another hour at 60 !C.

After cooling to room temperature, the EtOH was removed by

evaporation and the residue was partitioned between H2O and

EtOAc. The combined organic phase was dried with sodium sulfate.

Crystallization from EtOAc/Et2O generated a product with

m.p. ¼ 111e114 !C, mass ¼ 9.17 g, and 81% yield. ESI- m/z 273.1

[M # H]#. 1H NMR (CDCl3): 1.49 (d, J ¼ 6.96, 6H, CH(CH3)2); 3.49 (s,

3H, CH3), 3.58 (sep, J¼ 6.96,1H, CH). Anal. (C9H11ClN4O2S) C, H, N, S.

4.1.5. 3-Isopropyl-5-methylsulfonyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-

1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (4)

A mixture of 7-Chloro-3-isopropyl-5-methylsulfonyl-1(2)H-

pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (3) (4.89 g, 17.8 mmol) and ethyl-

diisopropylamine (4 mL, 22.5 mmol) were heated with stirring in

80 mL t-BuOH at 60 !C. A solution of 1-[4-(pyridin-2-yl)phenyl]

methanamine (3.84 g, 20.9 mmol) in 30 mL t-BuOH (50 !C) was

added and the reaction mixture was heated at 60 !C for 1 h. The

product started to crystallize after 10 min. After cooling at room

temperature, the product was filtered off, washed with MeOH and

dried under vacuum; the product had m.p. ¼ 214e218 !C,

mass¼ 6.4 g, and 85% yield. ESIþm/z 423.3 [MþH]þ, ESI- m/z 421.3

[M # H]#.1H (500 MHz; DMSO-d6): 1.38 (d, J ¼ 6.72 Hz,

6H, #CH(CH3)2); 3.27 (s, 3H, CH3); 3.31e3.35 (m, 1H, #CH(CH3)2);

4.82 (bs, 2H, NH#CH2#); 7.30e7.32 (m, 1H, ArH); 7.53 (d,

J ¼ 7.00 Hz, 2H, ArH); 7.82e7.86 (m, 1H, ArH); 7.91e7.92 (m, 1H,

ArH); 8.05 (bs, 2H, ArH); 8.63 (bd, J ¼ 4.28 Hz, 1H, ArH). Anal.

(C21H22N6O2S) C, H, N, S.

4.1.6. 3-Isopropyl-5-(2-hydroxyethyl)amino-7-[4-(2-pyridyl)

benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (5a)

A solution consisting of 3-isopropyl-5-methylsulfonyl-7-[4-(2-

pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (4)

(0.20 g, 0.48 mmol) and ethanolamine (4 mL, 66 mmol) was heated

in a sealed ampoule at 130 !C for 25 h. Excess amine was evapo-

rated at a temperature below 70 !C, and the residue was partitioned

between H2O and CHCl3. The combined organic phase was dried

with sodium sulfate and evaporated under vacuum. The product

was purified by column chromatography: stepwise (5%, 6%, 8%, 10%)

with MeOH in CHCl3 containing a trace of concentrated aqueous

Fig. 3. Induction of apoptosis in HCT-116 cancer cells treated with different doses of 5b for 24 h. (A) Immunoblotting analysis of apoptosis-related proteins in treated cells. Tubulin

levels were detected to verify equal loading. (B) Fluorimetric assay for caspase-3 and caspase-7 activity in lysates prepared from treated cells. Caspase activity was measured using

the fluorogenic substrate Ac-DEVD-AMC and normalized against untreated control cell lysates.
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NH4OH. Chromatography provided (after evaporation under vac-

uum) a noncrystalizable, amorphous colorless glass foam, with

mass ¼ 0.10 g, and 51% yield. ESI þ m/z 404.1 [MþH]þ, ESI- m/z

402.1 [M " H]". 1H (500 MHz; CDCl3): 1.18 (d, J ¼ 7.07 Hz,

6H, "CH(CH3)2); 3.09 (sept., J ¼ 7.03 Hz, 1H, "CH(CH3)2); 3.41 (bs,

2H, "CH2"); 3.69 (bs, 2H, "CH2"); 4.57 (bs, 2H, "NH"CH2"); 7.12

(qd, J ¼ 7.64 Hz, J ¼ 4.89 Hz, J ¼ 1.22 Hz, 1H, ArH); 7.21 (d,

J ¼ 7.95 Hz, 2H, ArH); 7.52 (d, J ¼ 7.95 Hz,1H, ArH); 7.62 (td,

J ¼ 7.34 Hz, J ¼ 1.83 Hz, 1H, ArH); 7.72 (d, J ¼ 7.95 Hz,1H, ArH); 8.54

(d, J¼ 4.58 Hz,1H, ArH). 13C (125 MHz; CDCl3): 21.4, 25.9, 43.9, 45.3,

64.3, 120.6, 122.1, 127.0, 127.8, 136.9, 138.1, 138.8, 149.3, 152.3, 156.8,

158.2. Anal. (C22H25N7O) C, H, N.

4.1.7. 3-Isopropyl-5(R)-(2-hydroxypropyl)amino-7-[4-(2-pyridyl)

benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (5b)

A solution consisting of 3-isopropyl-5-methylsulfonyl-7-[4-(2-

pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (4)

(1.25 g, 2.96 mmol) in R-(")-1-amino-2-propanol (10 mL,

110 mmol) in a sealed ampoule was heated at 130 #C for 12 h. Excess

amine was evaporated at a temperature below 60 #C, and the res-

idue was partitioned between H2O and CHCl3. The combined

organic phase was dried with sodium sulfate and evaporated under

vacuum. The product was purified by column chromatography,

stepwise (3%, 5%, 7%) with MeOH in CHCl3 containing a trace of

concentrated aqueous NH4OH. Chromatography provided (after

evaporation under vacuum) a noncrystalizable, amorphous color-

less glass form, with mass ¼ 0.65 g, and 52% yield. ESI þ m/z 418.1

(100%) [MþH]þ, 209.6 (20%) [Mþ2H]2þ, ESI- m/z 416.1 [M" H]". 1H

(500 MHz; DMSO-d6 þ CDCl3): 0.99 (d, J ¼ 6.42 Hz, 3H, eCH3); 1.27

(d, J ¼ 7.03 Hz, 6H, eCH(CH3)2); 3.06e3.11 (m, 2H, eCH2e);

3.20e3.23 (m, 1H, eCH(CH3)2); 3.72e3.75 (m, 1H, eCHe); 4.69 (bs,

2H, eNHeCH2e); 6.02 (bs, 1H, eNHeCH2e); 7.27e7.30 (m, 1H,

ArH); 7.45 (d, J ¼ 7.34 Hz, 2H, ArH); 7.63 (bs, 1H, eNHe); 7.82 (dt,

J ¼ 7.64 Hz, J ¼ 1.53 Hz, 1H, ArH); 7.88e7.89 (m, 1H, ArH); 8.01 (s,

2H, ArH); 8.60 (d, J ¼ 3.97 Hz, 1H, ArH); 11.76 (bs, 1H, -NH-). 13C

(125 MHz; DMSO-d6 þ CDCl3): 21.9, 22.2, 26.6, 43.4, 49.9, 66.7,

120.5, 122.8, 127.2, 128.4, 137.7, 149.8, 156.3. Anal. (C23H27N7O) C, H,

N. [a]D ¼ þ 2.6" (MeOH, c ¼ 5 mg/mL, 23 "C).

4.1.8. 3-Isopropyl-5-(2-hydroxy-2-methylpropyl)amino-7-[4-(2-

pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (5c)

A mixture of 3-isopropyl-5-methylsulfonyl-7-[4-(2-pyridyl)

benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (4) (0.6 g,

1.42 mmol) and 1-amino-2-methyl-2-propanol (1.25 g, 14 mmol)

was heated at 150 "C for 15 h in a sealed ampoule. After cooling, the

reaction mixture was partitioned between H2O and CHCl3. The

combined organic phase was dried with sodium sulfate and evap-

orated under vacuum. The product was purified by column chro-

matography, stepwise (3%, 5%, 7%) with MeOH in CHCl3.

Chromatography provided (after evaporation under vacuum) a

noncrystalizable, amorphous colorless glass form, with 0.2 g, and

33% yield. ESI þ m/z 432.1 [MþH]þ, ES- m/z 430.1 [M # H]#. 1H

(500 MHz; DMSO-d6): 1.06 (s, 6H, (OH)C(CH3)2); 1.29 (d, J¼ 7.03 Hz,

6H, eCH(CH3)2); 3.14 (sept., J ¼ 7.03 Hz, 1H, eCH(CH3)2); 3.20 (d,

J¼ 5.81 Hz, 2H, eNHeCH2e); 4.73 (d, J¼ 4.89 Hz, 2H, eNHeCH2e);

6.12 (bs, 1H, eNHeCH2e); 7.31 (dd, J ¼ 7.03 Hz, J ¼ 5.50 Hz, 1H,

ArH); 7.48 (d, J¼ 7.95 Hz, 2H, ArH); 7.84 (dt, J¼ 7.64 Hz, J¼ 1.53 Hz,

1H, ArH); 7.91 (d, J ¼ 7.95 Hz, 1H, ArH); 8.04 (d, J ¼ 7.64 Hz, 2H,

ArH); 8.63 (d, J ¼ 4.28 Hz, 1H, ArH). Anal. (C24H29N7O) C, H, N.

4.1.9. 3-Isopropyl-5(R)-[1-(hydroxymethyl)propyl]amino-7-[4-(2-

pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (5d)

A solution of 3-isopropyl-5-methylsulfonyl-7-[4-(2-pyridyl)

benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (4) (0.5 g,

1.19 mmol) in R-(#)-2-amino-1-butanol (5 mL, 50 mmol) was

heated at 150 "C for 15 h in a sealed ampoule. Excess amine was

evaporated at a temperature below 70 "C, and the residue was

partitioned between H2O and CHCl3. The combined organic phase

was dried with sodium sulfate and evaporated under vacuum. The

product was purified by column chromatography, stepwise (3%, 5%,

7%) with MeOH in CHCl3. Chromatography provided (after evapo-

ration under vacuum) a noncrystalizable, amorphous colorless

glass form, with mass ¼ 0.14 g, and 27% yield. ESI þ m/z 432.1

[MþH]þ, ESI- m/z 430.1 [M # H]#. 1H (500 MHz; DMSO-d6): 0.81 (t,

J ¼ 6.72 Hz, 3H, eCH2eCH3); 1.39e1.45 (m, 7H, eCH(CH3)2, eCHa-

CH3); 1.55e1.59 (m, 1H, eCHbeCH3); 3.43e3.47 (m, 1H,

eCH(CH3)2); 3.77e3.80 (m, 1H, eCH-NHe); 4.49e4.67 (m, 4H,

eCH2eOH, eNH-CH2e); 5.82 (d, J ¼ 7.64 Hz, 1H, eNH-CH2e);

7.29e7.31 (m, 1H, ArH); 7.44 (d, J ¼ 7.95 Hz, 2H, ArH); 7.78 (s, 1H,

NH); 7.83 (t, J¼ 8.01 Hz,1H, ArH); 7.89 (d, J¼ 7.95 Hz,1H, ArH); 7.99

(d, J ¼ 8.25 Hz, 2H, ArH); 8.62 (bd, J ¼ 4.58 Hz, 1H, ArH. Anal.

(C24H29N7O) C, H, N. [a]D ¼ þ 45.5" (MeOH, c ¼ 1.9 mg/mL, 23 "C).

4.1.10. 3-Isopropyl-5-(2,3-dihydroxypropyl)amino-7-[4-(2-pyridyl)

benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (5e)

A mixture of 3-isopropyl-5-methylsulfonyl-7-[4-(2-pyridyl)

benzylamino]-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (4) (0.20 g,

0.47 mmol), and 2,3-dihydroxypropylamine (2 mL, 26 mmol) was

heated at 125 "C for 20 h. After cooling to room temperature, the

reaction mixture was partitioned between H2O and CHCl3. The

combined organic phase was dried with sodium sulfate and evap-

orated under vacuum. The product was purified by column chro-

matography, stepwise (3%, 5%, 8%, and 10%) with MeOH in CHCl3.

Chromatography provided (after evaporation under vacuum) a

noncrystalizable, amorphous colorless glass form, with

mass ¼ 0.05 g, and 25% yield. ESI þ m/z 434.1 [MþH]þ, ESI- m/z

432.1 [M # H]#. 1H (500 MHz; DMSO-d6): 1.29 (d, J ¼ 6.72 Hz, 6H,

eCH(CH3)2); 1.85e1.91 (m, 1H, eCHaHbe); 2.16 (t, J ¼ 8.25 Hz, 1H,

eCHaHbe); 3.14e3.16 (m, 1H, eCH(CH3)2); 3.20e3.34 (m, 2H,

eCH2e); 3.54e3.56 (m, 1H, eCHe); 4.72 (bs, 2H, eNHeCH2e); 6.18

(bs, 1H, eNHe); 7.32 (dd, J ¼ 6.72 Hz, J ¼ 5.50 Hz, 1H, ArH); 7.48 (d,

J¼ 7.34 Hz, 2H, ArH); 7.85 (td, J¼ 7.79 Hz, J¼ 1.83 Hz,1H, ArH); 7.91

(d, J ¼ 7.95 Hz, 1H, ArH); 8.03 (bs, 2H, ArH); 8.63 (d, J ¼ 3.97 Hz, 1H,

ArH); 11.85 (bs, 1H, -NH-). 13C (125 MHz; DMSO-d6): 17.2, 21.7, 30.2,

42.7, 44.8, 48.5, 63.5, 71.9, 120.2, 122.5, 126.6, 128.0, 137.3, 149.6,

155.8. Anal. (C23H27N7O2) C, H, N.

4.1.11. 3-Isopropyl-5-(N-morpholinyl)-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]

amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (5f)

A mixture of 3-isopropyl-5-methylsulfonyl-7-[4-(2-pyridyl)

benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (4) (0.36 g,

0.85 mmol) and morpholine (3 mL, 27 mmol) in a sealed ampoule

was heated at 150 "C for 8 h. Excess morpholine was evaporated at a

temperature below 70 "C, and the residue was partitioned between

H2O and CHCl3. The combined organic phase was dried with so-

dium sulfate and evaporated under vacuum. The product was pu-

rified by column chromatography, stepwise (2%, 4%, 5%) with MeOH

in CHCl3. Chromatography provided (after evaporation under vac-

uum) a noncrystalizable, amorphous colorless glass foam, with

mass¼ 0.15 g, and 41% yield. ESIþm/z 430.1 [MþH]þ, ES- m/z 428.1

[M # H]#. 1H (500 MHz; DMSO-d6): 1.32 (d, J ¼ 7.03 Hz, 6H,

-CH(CH3)2); 3.18 (bs, 1H, eCH(CH3)2); 3.58e3.60 (bs, 8H,

4$eCH2e); 4.74 (bs, 2H, eNHeCH2e); 7.31 (dd, J ¼ 6.72 Hz,

J ¼ 5.50 Hz, 1H, ArH); 7.48 (d, J ¼ 7.95 Hz, 2H, ArH); 7.78 (bs, 1H,

eNHe); 7.84 (dt, J ¼ 7.64 Hz, J ¼ 1.53 Hz, 1H, ArH); 7.91 (d,

J ¼ 7.95 Hz, 1H, ArH); 8.04 (d, J ¼ 5.81 Hz, 2H, ArH); 8.63 (d,

J ¼ 3.97 Hz, 1H, ArH); 11.84 (bs, 1H, eNHe). Anal. (C24H27N7O) C, H,

N.
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4.1.12. 3-Isopropyl-5-(thiomorpholinyl)-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]

amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (5g)

A mixture of 3-isopropyl-5-methylsulfonyl-7-[4-(2-pyridyl)

benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (4) (0.2 g,

0.47 mmol) and thiomorpholine (3 mL, 29 mmol) in a sealed

ampoule was heated at 150  C for 5 h. Excess thiomorpholine was

evaporated at a temperature below 70  C, and the residue was

partitioned between H2O and CHCl3. The combined organic phase

was dried with sodium sulfate and evaporated under vacuum. The

product was purified by column chromatography, stepwise (2%, 3%,

4%) with MeOH in CHCl3. Chromatography provided (after evapo-

ration under vacuum) a noncrystalizable, amorphous yellow glass

foam, with mass ¼ 0.05 g, and 24% yield. ESI þ m/z 446.1 [MþH]þ,

ES- m/z 444.1 [M # H]#. 1H (500 MHz; CDCl3): 1.33 (d, J ¼ 6.72 Hz,

6H, eCH(CH3)2); 2.55e2.57 (m, 4H, 2$ eCH2e); 3.30 (sept.,

J ¼ 6.72 Hz, 1H, eCH(CH3)2); 4.07e4.09 (m, 4H, 2$ eCH2e); 4.64

(bd, J ¼ 5.20 Hz, 2H, eNHeCH2e); 7.17e7.20 (m, 1H, ArH); 7.28 (d,

J ¼ 8.25 Hz, 2H, ArH); 7.60 (d, J ¼ 7.95 Hz, 1H, ArH); 7.69 (dt,

J ¼ 7.95 Hz, J ¼ 1.83 Hz, 1H, ArH); 7.79 (d, J ¼ 8.25 Hz, 2H, ArH);

8.60e8.62 (m, 1H, ArH). Anal. (C24H27N7S) C, H, N, S.

4.1.13. 3-Isopropyl-5-[2-(2-hydroxyethyl)piperidin-1-yl]-7-[4-(2-

pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (5h)

A solution of 3-isopropyl-5-methylsulfonyl-7-[4-(2-pyridyl)

benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (4) (0.20 g,

0.47 mmol) and 2-piperidineethanol (2.3 mL, 19 mmol) was heated

in a sealed ampoule at 130  C for 35 h. Excess amine was evapo-

rated (0.2 torr, 85  C) and the residue was partitioned between H2O

and dichloromethane. The combined organic phase was dried with

sodium sulfate and evaporated under vacuum. The product was

purified by column chromatography, stepwise (4%, 6%, 8%) with

MeOH in CHCl3. Chromatography provided (after evaporation un-

der vacuum) a noncrystalizable, amorphous colorless glass foam,

with mass ¼ 0.022 g, and a 10% yield. ESI þ m/z 472.2 (100%)

[MþH]þ, 236.7 (90%) [Mþ2H]2þ, ESI- m/z 470.2 [M # H]#.1H

(500 MHz; CDCl3): 1.19 (d, J ¼ 6.72 Hz, 6H, eCH(CH3)2); 1.41e1.44

(m, 1H); 1.55e1.76 (m, 5H); 2.01e2.17 (m, 1H); 2.77 (bt, 1H); 3.06

(sept., J¼ 7.03 Hz,1H, eCH(CH3)2); 3.40 (bt,1H); 3.67e3.69 (bs,1H);

4.59 (bs, 1H); 4.70e4.76 (m, 3H); 7.16e7.18 (m, 1H, ArH); 7.40 (d,

J ¼ 7.95 Hz, 2H, ArH); 7.60 (d, J ¼ 8.25 Hz, 1H, ArH); 7.68 (td,

J ¼ 7.95 Hz, J ¼ 1.83 Hz, 1H, ArH); 7.81 (d, J ¼ 8.25 Hz, 2H, ArH);

8.60e8.61 (m, 1H, ArH). 13C (125 MHz; CDCl3): 19.5, 20.9, 21.6, 25.4,

25.8, 29.6, 29.7, 31.9, 40.1, 44.3, 48.5, 57.8, 120.2, 122.1, 126.9, 128.2,

136.8, 138.2, 139.0, 149.4, 151.3, 156.0, 157.0. Anal. (C27H33N7O) C, H,

N.

4.1.14. 3-Isopropyl-5-(2-aminoethyl)amino-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]

amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (5i)

A solution of 3-isopropyl-5-methylsulfonyl-7-[4-(2-pyridyl)

benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (4) (0.3 g,

0.71 mmol) and 2-aminoethylamine (10 mL, 150 mmol) in a sealed

ampoule was heated at 125  C for 20 h. Excess amine was evapo-

rated at a temperature below 70  C, and the residue was partitioned

between H2O and CHCl3. The combined organic phase was dried

with sodium sulfate and evaporated under vacuum. The product

was purified by column chromatography, stepwise (6%, 8%, 11%,

13%) with MeOH in CHCl3 with a trace of concentrated aqueous

NH4OH. Chromatography provided (after evaporation under vac-

uum) a noncrystalizable, amorphous colorless glass foam, with

mass ¼ 0.16 g, and 56% yield. ESI þm/z 403.1 [MþH]þ, ES- m/z 401.1

[M # H]#. 1H (500 MHz; CDCl3): 1.27 (d, J ¼ 7.03 Hz, 6H,

eCH(CH3)2); 2.79 (t, J ¼ 5.50 Hz, 2H, eCH2e); 3.21 (sept.,

J ¼ 6.72 Hz, 1H, eCH(CH3)2); 3.39 (bs, 2H, eCH2e); 4.58 (bs, 2H,

eNHeCH2e); 5.07 (bs, 1H, eNHe); 7.14e7.17 (m, 1H, ArH); 7.23 (d,

J ¼ 8.25 Hz, 2H, ArH); 7.57 (d, J ¼ 7.95 Hz, 1H, ArH); 7.66 (td,

J¼ 7.95 Hz, J¼ 1.53 Hz, 1H, ArH); 7.74 (d, J ¼ 8.25 Hz, 2H, ArH); 8.58

(d, J ¼ 3.97 Hz, 1H, ArH). 13C (125 MHz; CDCl3): 21.7; 25.8; 42.0;

43.8; 44.6; 120.7; 122.2; 127.0; 127.9; 136.9; 138.1; 139.5; 149.4;

152.1; 157.0; 158.6. Anal. (C22H26N8) C, H, N.

4.1.15. 3-Isopropyl-5-(trans-2-aminocyclohexyl)amino-7-[4-(2-

pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (5j)

A solution of 3-isopropyl-5-methylsulfonyl-7-[4-(2-pyridyl)

benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (4) (1.4 g,

3.32 mmol) in trans-1,2-diaminocyclohexane (30 mL, 68 mmol)

was heated in a sealed ampoule at 150  C for 20 h. Excess amine

was evaporated at a temperature below 70  C, and the residue was

partitioned between H2O and CHCl3. The combined organic phase

was dried with sodium sulfate and evaporated under vacuum. The

product was purified by column chromatography, stepwise (4%, 8%,

11%, 14%) with MeOH in CHCl3 containing a trace of concentrated

aqueous NH4OH. Chromatography provided (after evaporation

under vacuum) a noncrystalizable, amorphous colorless glass foam,

with mass ¼ 0.20 g, and 13% yield. ESI þ m/z 457.3 (100%) [MþH]þ,

229.1 (50%) [Mþ2H]2þ, ESI- m/z 455.3 [M # H]#.1H (500 MHz;

CDCl3): 1.13e1.20 (m, 4H, eCH2e); 1.25 (bs, 6H, -CH(CH3)2);

1.57e1.59 (m, 2H, eCH2e); 1.86 (bs, 2H, eCH2e); 2.47 (bs, 1H,

>CHNH2); 3.15 (sept., J ¼ 6.42 Hz, 1H, CH(CH3)2); 3.56 (bs, 1H,

eCHNHe); 4.57 (bs, 2H, eNHeCH2e); 7.13 (dd, J ¼ 7.34 Hz,

J ¼ 4.89 Hz, 1H, ArH); 7.28 (d, J ¼ 7.95 Hz, 2H, Ar); 7.53 (d,

J ¼ 7.95 Hz, 1H, ArH); 7.63 (d, J ¼ 7.64 Hz, 1H, ArH); 7.73 (d,

J ¼ 7.95 Hz, 2H, ArH); 8.58 (d, J ¼ 4.58 Hz, 1H, ArH). 13C (125 MHz;

CDCl3): 18.3; 21.7; 21.8; 24.7; 25.0; 25.9; 32.5; 34.0; 43.7; 46.0;

56.3; 57.2; 57.9; 120.4; 121.9; 126.8; 127.0; 127.4; 127.7; 136.7;

137.9; 139.6; 149.3; 149.6; 151.8; 156.9; 158.0. Anal. (C26H32N8) C, H,

N.

4.1.16. 3-Isopropyl-5-(3-amino-2-hydroxypropyl)amino-7-[4-(2-

pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (5k)

A mixture of 3-isopropyl-5-methylsulfonyl-7-[4-(2-pyridyl)

benzylamino]-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (4) (0.69 g,

1.64 mmol), 1,3-diamino-2-propanol (10 mL, 95 mmol) and 1-

methyl-2-pyrolidone 2 mL was heated at 140  C for 12 h in a

sealed ampoule. Excess amine was evaporated at a temperature

below 70  C, and the residue was partitioned between H2O and

CHCl3. The combined organic phase was dried with sodium sulfate

and evaporated under vacuum. The product was purified by column

chromatography, stepwise (5%, 8%, 11% 14%) with MeOH in CHCl3
containing a trace of concentrated aqueous NH4OH. Chromatog-

raphy provided (after evaporation under vacuum) a non-

crystalizable, amorphous colorless glass form, with mass ¼ 0.17 g,

and 24% yield. ESI þ m/z 433.1 (100%) [MþH]þ, 217.6 (90%)

[Mþ2H]2þ, ESI- m/z 431.1 [M # H]#. 1H (500 MHz; DMSO-d6): 1.27

(d, J ¼ 7.03 Hz, 6H, -CH(CH3)2); 2.40e2.50 (m, 2H, eCH2e);

3.10e3.20 (m, 2H, eCH2e); 2.28e2.33 (m, 1H, eCH(OH)e);

3.45e3.49 (m, 1H, eCH(CH3)2); 4.69 (bs, 2H, eNHeCH2e); 6.06

(app. bt, 1H, eNHeCH2e); 7.26e7.29 (m, 1H, ArH); 7.44 (d,

J ¼ 8.25 Hz, 2H, ArH); 7.81 (dt, J ¼ 7.64 Hz, J ¼ 1.83 Hz, 1H, ArH);

7.87e7.89 (m, 2H, ArH, -NH-); 8.01 (d, J ¼ 8.56 Hz, 2H, ArH);

8.59e8.60 (m, 1H). 13C (125 MHz; DMSO-d6): 22.1, 22.2, 26.2, 43.1,

45.7, 46.0, 72.8, 120.6, 123.0, 126.7, 127.0, 127.8, 128.4, 137.7, 137.9,

140.9, 150.0, 156.3, 158.9. Anal. (C23H28N8O) C, H, N.

4.1.17. 3-Isopropyl-5-(piperazin-1-yl)-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]

amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (5l)

A solution of 3-isopropyl-5-methylsulfonyl-7-[4-(2-pyridyl)

benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (4) (0.32 g,

0.76 mmol) in pyrazine (3 mL, 27 mmol) in a sealed ampoule was

heated at 150  C for 6 h. Excess amine was evaporated at a tem-

perature below 70  C and the residue was partitioned between H2O
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and CHCl3. The combined organic phase was dried with sodium

sulfate and evaporated under vacuum. The product was purified by

column chromatography, stepwise (2%, 4%, 5%) with MeOH in CHCl3
containing a trace of concentrated aqueous NH4OH. Chromatog-

raphy provided (after evaporation under vacuum) a non-

crystalizable, amorphous colorless glass foam, with mass ¼ 0.18 g,

and 55% yield. ESI þ m/z 429.1 [MþH]þ, ES- m/z 427.1 [M " H]". 1H

(500 MHz; DMSO-d6): 1.31 (d, J ¼ 7.03 Hz, 6H, eCH(CH3)2);

2.73e2.75 (m, 4H, 2#eCH2e), 3.17 (sept., J ¼ 7.03 Hz, 1H,

CH(CH3)2); 3.58e3.60 (m, 4H, 2#eCH2e); 4.71 (d, J ¼ 5.20 Hz, 2H,

eNHeCH2e); 7.29 (ddd, J ¼ 7.34 Hz, J ¼ 4.89 Hz, J ¼ 0.92 Hz, 1H,

ArH); 7.48 (d, J¼ 8.25 Hz, 2H, ArH); 7.84 (dt, J¼ 7.49 Hz, J¼ 1.53 Hz,

1H, ArH); 7.91 (d, J ¼ 8.25 Hz, 1H, ArH); 8.04 (d, J ¼ 7.64 Hz, 2H,

ArH); 8.63 (d, J ¼ 4.58 Hz, 1H, ArH). Anal. (C24H28N8) C, H, N.

4.1.18. 3-Isopropyl-5-[2-(dimethylamino)ethyl]amino-7-[4-(2-

pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (5m)

A solution of 3-isopropyl-5-methylsulfonyl-7-[4-(2-pyridyl)

benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (4) (0.3 g,

0.71 mmol) and 2-(dimethylamino)ethylamine (3 mL, 27 mmol) in

a sealed ampoule was heated at 140 $C for 5 h. Excess amine was

evaporated at a temperature below 50 $C, and the residue was

partitioned between H2O and CHCl3. The combined organic phase

was dried with sodium sulfate and evaporated under vacuum. The

product was purified by column chromatography, stepwise (5%,

10%, 14%) with MeOH in CHCl3 containing a trace of concentrated

aqueous NH4OH. Chromatography provided a noncrystalizable,

amorphous colorless glass foam, with mass ¼ 0.06 g, and 20% yield.

ESI þ m/z 431.2 (100%) [MþH]þ, 216.1 (30%) [Mþ2H]2þ, ESI- m/z

429.2 [M " H]". 1H (500 MHz; CDCl3): 1.31 (d, J ¼ 7.03 Hz, 6H,

eCH(CH3)2); 2.23 (s, 6H, (CH3)2N); 2.65 (t, J ¼ 7.64 Hz, 2H, eCH2e);

3.20 (t, J ¼ 7.34, 2H, eCH2e); 3.27 (kvint.; J ¼ 7.03 Hz, 1H,

eCH(CH3)2); 4.61 (bs, 2H, eNHeCH2e); 6.97 (bs, 1H, eNHeCHe);

7.14e7.18 (m, 3H, ArH); 7.55 (d, J ¼ 8.25 Hz, 1H, ArH); 7.66 (dd,

J¼ 7.64 Hz, J¼ 1.83 Hz, 1H, ArH); 7.69 (d, J¼ 7.95 Hz, 2H, ArH); 8.55

(d, J ¼ 3.97 Hz, 1H, ArH). 13C (125 MHz; CDCl3): 21.8; 26.4; 28.1;

44.0; 45.1; 59.1; 120.9; 122.3; 127.1; 128.0; 137.2; 138.2; 139.1;

149.4; 150.7; 157.0; 161.7. Anal. (C24H30N8) C, H, N.

4.1.19. 3-Isopropyl-5-(trans-4-aminocyclohexyl)amino-7-[4-(2-

pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (5n)

3-Isopropyl-5-methylsulfonyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-

1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (4) (0.3 g, 0.71 mmol) in melted

trans-1,4-diaminocyclohexane (5 g, 44 mmol) was heated in a

sealed ampoule at 150 $C for 20 h. Excess amine was evaporated at

a temperature below 70 $C, and the residue was partitioned be-

tween H2O and CHCl3. The combined organic phase was dried with

sodium sulfate and evaporated under vacuum. The product was

purified by column chromatography, stepwise (4%, 8%, 11%, 14%)

with MeOH in CHCl3 containing a trace of concentrated aqueous

NH4OH. Chromatography provided (after evaporation under vac-

uum) a noncrystalizable, amorphous colorless glass foam, with

mass¼ 0.06 g, and 19% yield. ESIþm/z 457.3 (100%) [MþH]þ, 229.1

(50%) [Mþ2H]2þ, ESI- m/z 455.3 [M"H]". 1H (500 MHz; DMSO-d6):

1.08e1.18 (m, 4H, 2xeCH2e); 1.27 (d, J ¼ 7.03 Hz, 6H, eCH(CH3)2);

1.71e1.72 (m, 2H, eCH2e); 1.85e1.87 (m, 2H, eCH2e); 2.50e2.52

(m, 1H, eCHeNHe); 3.11 (sept., J ¼ 7.03 Hz, 1H, eCH(CH3)2);

3.54e3.56 (m, 1H, eCHeNHe); 4.68 (bd, J ¼ 4.58 Hz, 2H,

eNHeCH2e); 5.69 (bd, J ¼ 7.34 Hz, 1H, eNHeCHe); 7.26 (m, 1H,

ArH); 7.44 (d, J ¼ 8.25 Hz, 2H, ArH); 7.79e7.82 (m, 2H, ArH, and

eNHe); 7.86e7.88 (m, 1H, ArH); 8.00 (d, J ¼ 8.25 Hz, 2H, ArH);

8.59e8.60 (m, 1H, ArH). 13C (125 MHz; DMSO-d6): 22.1; 26.4, 31.8,

34.9, 43.2, 50.0, 50.4, 120.6, 122.9, 127.0, 128.3, 137.7, 137.8, 141.2,

150.0, 156.3, 157.8. Anal. (C26H32N8) C, H, N.

4.1.20. 3-Isopropyl-5-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]-7-[4-(2-

pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (5o)

A solution of 3-isopropyl-5-methylsulfonyl-7-[4-(2-pyridyl)

benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (4) (0.21 g,

0.5 mmol) and 2-piperazin-1-ylethanol (3 mL, 23 mmol) in a sealed

ampoule was heated at 150 $C for 5 h. The reaction mixture was

partitioned between H2O and CHCl3. The combined organic phase

was dried with sodium sulfate and evaporated under vacuum. The

product was purified by column chromatography, stepwise (2%, 3%,

4%) with MeOH in CHCl3. Chromatography provided a syrupy

product that crystallized from CHCl3, with m.p. ¼ 135e140 $C,

mass ¼ 0.035 g, and 15% yield. ESI þ m/z 473.1 [MþH]þ, ES- m/z

471.1 [M " H]". 1H (500 MHz; CDCl3 þ DMSO-d6): 1.23 (d,

J ¼ 7.03 Hz, 6H, eCH(CH3)2); 2.45e2.46 (m, 6H, 3# eCH2e); 3.14

(sept., J¼ 6.72 Hz,1H, eCH(CH3)2); 3.50e3.52 (m, 2H, eCH2e); 3.67

(m, 4H, 2# eCH2e); 4.60e4.61 (m, 2H, eNHeCH2e); 7.05e7.09 (m,

1H, ArH); 7.18 (bs, 1H, eNHe); 7.31e7.32 (m, 2H, ArH); 7.54e7.59

(m, 2H, ArH); 7.78e7.79 (m, 2H, ArH); 8.47e8.48 (m, 1H, ArH); 11.3

(bs, 1H, eNHe). 13C (125 MHz; CDCl3 þ DMSO-d6): 21.6, 26.5, 44.0,

44.6, 52.9, 57.7, 59.8, 120.3, 122.2, 126.9, 128.4, 136.8, 138.3, 140.0,

149.6, 156.7, 157.9. Anal. (C26H32N8O) C, H, N.

4.1.21. 3-Isopropyl-5-(4-methoxybenzyl)amino-7-[4-(2-pyridyl)

benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (5p)

A solution of 3-isopropyl-5-methylsulfonyl-7-[4-(2-pyridyl)

benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (4) (0.5 g,

1.18 mmol) in 4-methoxybenzylamine (10 mL, 58 mmol) was

heated in a sealed ampoule at 150 $C for 5 h. Excess amine was

evaporated at a temperature below 70 $C, and the residue was

partitioned between H2O and CHCl3. The combined organic phase

was dried with sodium sulfate and evaporated under vacuum. The

product was purified by column chromatography, stepwise (3%, 5%,

7%) with MeOH in CHCl3. Chromatography provided (after evapo-

ration under vacuum) a noncrystalizable, amorphous colorless

glass, with mass ¼ 0.15 g, and 26% yield. ESI þ m/z 480.3 [MþH]þ,

ES- m/z 478.3 [M " H]". 1H (500 MHz; CDCl3): 1.29 (d, J ¼ 6.72 Hz,

6H, -CH(CH3)2); 3.21 (sept., J¼ 6.72 Hz, 1H, eCH(CH3)2); 3.67 (s, 3H,

OCH3); 4.50 (bd, J ¼ 3.97 Hz, 2H, eNHeCH2e); 4.69 (bs, 2H,

eNHeCH2e); 6.72 (d, J ¼ 8.56 Hz, 2H, ArH); 7.17e7.22 (m, 3H, ArH,

eNHe); 7.29 (d, J¼ 8.25 Hz, 2H, ArH); 7.59 (d, J¼ 7.95 Hz, 1H, ArH);

7.69 (dt, J ¼ 7.64 Hz, J ¼ 1.83 Hz, 1H, ArH); 7.78 (d, J ¼ 8.25 Hz, 2H,

ArH); 8.60e8.61 (m,1H, ArH). 13C (125 MHz; CDCl3): 21.8, 26.1, 44.2,

45.4, 55.3, 113.8, 120.7, 122.3, 127.1, 128.1, 128.4, 128.9, 129.0, 137.4,

138.4, 149.6, 157.0, 158.7. Anal. (C28H29N7O) C, H, N.

4.1.22. 3-Isopropyl-5,7-di[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-

pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (5q)

A mixture of 3-Isopropyl-5-methylsulfonyl-7-[4-(2-pyridyl)

benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (4) (0.25 g,

0.59 mmol), 1-[4-(pyridin-2-yl)phenyl]methanamine (0.48 g,

2.6 mmol), ethyldiisopropylamine (0.4 mL, 2.3 mmol) and 1-

methyl-2-pyrolidone 1 mL was heated at 150 $C for 5 h in a

sealed ampoule. The reaction mixture was concentrated under

vacuum and the residue was partitioned between H2O and CHCl3.

The combined organic phase was dried with sodium sulfate. The

product was purified by column chromatography, stepwise (4%, 6%,

8%, 10%) with MeOH in CHCl3 containing a trace of concentrated

aqueous NH4OH. Chromatography provided (after evaporation

under vacuum) a noncrystalizable, amorphous colorless glass form,

with mass¼ 0.069 g, and 21% yield. ESIþm/z 527.3 [MþH]þ, ES- m/

z 525.3 [M " H]". 1H (500 MHz; DMSO-d6): 1.30 (d, J ¼ 7.03 Hz, 6H,

eCH(CH3)2); 3.22e3.27 (m, 1H, eCHe(CH3)2); 4.62 (bs, 2H,

eNHeCH2e); 4.73 (d, J ¼ 5.81 Hz, 2H, eNHeCH2e); 7.27e7.37 (m,

6H, ArH); 7.74e7.77 (m, 4H, ArH); 7.91e7.93 (m, 4H, ArH);

8.59e8.60 (m, 2H, ArH). Anal. (C32H30N8) C, H, N.
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4.1.23. 3-Isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo

[4,3-d]pyrimidine (6)

A solution of 7-chloro-3-isopropyl-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]py-

rimidine (Moravcova 2003), 1-[4-(pyridin-2-yl)phenyl]methan-

amine (0.31 g, 1.58 mmol) and ethyldiisopropylamine (0.4 mL,

2.3 mmol) in CHCl3/t-BuOH (6 mL/1 mL) was heated for 1 h at 60  C.

After cooling to room temperature the reaction mixture was

concentrated under vacuum and the residue was partitioned be-

tween H2O and CHCl3. The combined organic phase was dried with

magnesim sulfate and evaporated. Column chromatograpy, step-

wise (1%, 2%, and 4%) with MeOH in CHCl3 provided (after evapo-

ration under vacuum) a noncrystalizable, amorphous colorless

glass form, with mass ¼ 0.442 g, and 81% yield. ESI þ m/z 345.1

[MþH]þ, ESI- m/z 343.1 [M # H]#. 1H (500 MHz; DMSO-d6): 1.33 (d,

J ¼ 7.03 Hz, 6H, eCH(CH3)2); 3.29 (m, 1H, eCH(CH3)2); 4.78 (bs, 2H,

eNHeCH2e); 7.27e7.29 (m, 1H, ArH); 7.46 (d, J¼ 7.03 Hz, 2H, ArH);

7.80e7.83 (m, 1H); 7.87e7.89 (m, 2H, ArH, and eNHe); 8.03 (d,

J ¼ 7.03 Hz, 2H, ArH); 8.21 (bs, 1H, ArH, HC5); 8.60 (d, J ¼ 4.28 Hz,

1H, ArH); 12.26 (bs, 1H, eNHe). 13C (125 MHz; DMSO-d6): 22.2,

26.8, 43.6, 120.6, 122.4, 123.0, 126.9, 127.1, 128.5, 128.8, 137.7, 138.1,

139.4, 140.3, 149.6, 150.0, 150.7, 151.2, 156.3. Anal. (C20H20N6) C, H,

N.

4.2. Cytotoxicity assays on cancer cell lines

The cytotoxicity of each compound was determined using cell

lines of different histological origin, as described earlier [17,36].

Briefly, cells were treated in triplicate with three different doses of

each compound for 72 h. After treatments, Calcein AM solution was

added, and fluoresence from live cells was measured at 485 nm/

538 nm (excitation/emission) using a Fluoroskan Ascent microplate

reader (Labsystems). The IC50 value, that is, the drug concentration

lethal to 50% of the tumor cells, was calculated from the dose

response curves that resulted from the assays. MCF-7, K562, G361,

and HCT-116 cell lines were maintained in DMEM medium sup-

plemented with 10% fetal bovine serum, penicillin (100 U/ml), and

streptomycin (100 mg/ml). All cell lines were cultivated at 37  C in

5% CO2.

4.3. Kinase inhibition assays

CDK2/Cyclin E kinase was produced in Sf9 insect cells via

baculoviral infection and purified on a NiNTA column (Qiagen).

Other CDKs were purchased from ProQinase GmbH. Kinase re-

actions of each test compound were assayed using a mixture of the

following: 1 mg/mL histone H1 (for CDK2 and CDK5), 15 mM and

0.15 mM ATP for CDK2 and CDK5, respectively; 0.05 mCi [g-33P]ATP;

the test compound; and reaction buffer, in a final volume of 10 mL.

The reaction buffer consisted of: 60 mM HEPES-NaOH, pH 7.5,

3 mM MgCl2, 3 mM MnCl2, 3 mM Na-orthovanadate, 1.2 mM DTT,

and 2.5 mg/50 ml PEG20.000). The reactions were stopped by adding

5 mL of 3% aqueous H3PO4. Aliquots were spotted onto P-81 phos-

phocellulose (Whatman), washed 3 times with 0.5% aqueous

H3PO4, and finally air-dried. Kinase inhibition was quantified using

a FLA-7000 digital image analyzer (Fujifilm) [17,36]. The concen-

tration of each test compound required to decrease CDK activity by

50% was determined from its dose-response curve and designated

as its IC50.

4.4. Immunoblotting and antibodies

Immunoblotting was performed as previously described [17,36].

Briefly, cell lysates were prepared by harvesting cells in Laemmli

sample buffer. Proteins were separated on SDS-polyacrylamide gels

and electroblotted onto nitrocellulose membranes. After blocking,

the membranes were incubated with specific primary antibodies

overnight, washed, and then incubated with peroxidase-

conjugated secondary antibodies. Finally, peroxidase activity was

detected with ECL þ reagents (AP Biotech) using a CCD camera LAS-

4000 (Fujifilm). Specific antibodies were purchased from: Cell

Signaling (anti-FAK), Santa Cruz Biotechnology (anti-PARP, clone F-

2; anti-b-actin, clone C4; anti-Mcl-1, clone S-19), Bethyl Labora-

tories (anti-pRNA polymerase II antibodies phosphorylated at S5

and S2), Millipore (anti-RNA polymerase II, clone ARNA-3), Roche

Applied Science (anti-5-bromo-20-deoxyuridine-fluorescein, clone

BMC 9318), Sigma-Aldrich (anti-a-tubulin, clone DM1A), Thermo-

fisher Scientific (anti-pFAK, S732), Bioss (anti-CDK5); or were

generously gifted by Dr. B. Vojt�e�sek (anti-p53, clone DO-1).

4.5. Caspase activity assay

The cells were homogenized on ice for 20 min in an extraction

buffer (10 mM KCl, 5 mM HEPES, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 0.2%

CHAPS, inhibitors of proteases, pH 7.4). The homogenates were

clarified by centrifugation at 10,000 % g for 30 min at 4  C, and then

the proteins were quantified and diluted to equal concentrations.

Lysates were then incubated for 3 h with 100 mM Ac-DEVD-AMC, a

substrate of caspases 3 and 7, in assay buffer (25 mM PIPES, 2 mM

EGTA, 2 mM MgCl2, 5 mM DTT, pH 7.3). The fluorescence of the

product was measured using a Fluoroskan Ascent microplate

reader (Labsystems) at 355/460 nm (excitation/emission).

4.6. Cell cycle analysis

Sub-confluent cells were treated with different concentrations

of each test compound for 24 h. The cultures were pulse-labeled

with 10 mM 5-bromo-20-deoxyuridine (BrdU) for 30 min at 37  C

prior to harvesting. The cells were then washed in PBS, fixed with

70% ethanol, and denatured in 2 M HCl. Following neutralization,

the cells were stained with anti-BrdU fluorescein-labeled anti-

bodies, washed, stained with propidium iodide, and analyzed by

flow cytometry using a 488 nm laser (Cell Lab Quanta SC, Beckman

Coulter) [17,36].
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d]pyrimidine derivatives of cyclin-dependent kinase inhibitor roscovitine. Molecular 

Insights for Innovative Therapies, Dec 1-3, 2011, Heidelberg, Germany. 
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INDUCTION OF APOPTOSIS

For the evaluation of apoptotic effects of compound I in HCT-116 cells we used immunoblotting 
analyses of some apoptotic markers (Figure 4A.) and fluorimetric-based caspase-3,7 activity assay. 
Expression of protein PUMA increased in dependence on concentration of compound I and the same 
trend was seen in the fragmentation of poly(ADP-ribose)polymerase (PARP-1). Induction of apoptosis 
upon the treatment of compound I was also verified by a gradual decrease of a level of anti-apoptotic 
protein Mcl-1. 
The following results were complemented by caspase-3,7 enzyme activity assay. Activity of 
caspases-3,7 increased gradually after compound I treatment of HCT-116 cells (Figure 4B.). The 
highest activity of enzyme was seen at 250 nM concentration of compound I.

Figure 4. (A) Immunoblotting analysis of apoptotic markers in HCT-116 cells treated with compound I 
for 24 h. Tubulin levels were detected to verify equal protein loading. (B) Fluorimetric caspase-3,7 
enzyme activity assay (based on cleavage of specific Ac-DEVD-AMC peptide substrate) in HCT-116 
cells upon treatment with compound I for 24 h.

INHIBITION OF CYCLIN-DEPENDENT KINASE 2

A discovery of roscovitine as an efficient pan-selective CDK inhibitor inspired us to synthesize its new 
derivatives with pyrazolo[4,3-d]pyrimidine core. Due to the strong CDK2 inhibitory activity of 
roscovitine, we also evaluated the preference of its new derivatives for this kinase. As seen in Table I., 
compounds A, B and C show only weak activity against CDK2, but most of other compounds 
significantly overcome the CDK2 inhibition of roscovitine. Especially compounds J and I appear to be 
the most potent CDK2 inhibitors of this series with IC 's for CDK2 about 12-fold less than roscovitine.50

Figure 1. Relative CDK2 inhibitory activity of new derivatives expressed as ratios of value of 
roscovitine`s activity.

ACTIVATION OF TUMOR SUPPRESSOR P53 

Expression and accumulation of tumor suppressor p53 is often associated with inhibition of CDKs. 
According to strong CDK2 inhibitory activity of our new compounds, we evaluated activation status of 
p53 upon treatment of colorectal carcinoma HCT-116 cells with one of the most effective inhibitor, 
compound I. Compound I rapidly increased the expression of p53 starting from 125 nM concentration 
(Figure 3.). Accumulation of p53 was accompanied with decreased expression of Mdm-2, which is a 
negative regulator of p53. 

Figure 3. Analysis of p53 activation.  
Immunoblot analysis of expression of p53 and 
Mdm-2 in HCT-116 treated with compound I for 
24 h. Tubulin level was detected to verify equal 
protein loading. 

ANTICANCER ACTIVITY

Anticancer activity of all compounds was tested against four human cancer cell lines (K562, MCF-7, 
G-361, HOS). As seen in Table II., majority of inhibitors show much more strong anticancer activity 
than roscovitine. The most effective compounds J and I exert average value of IC  in subnanomolar 50

range (28 nM and 36 nM, respectively) and are about 650-fold lower than roscovitine.

Table II. Cytotoxicity of new derivatives of roscovitine.

CELL CYCLE ANALYSIS

The antiproliferative activity of compound I was analyzed in asynchronously growing colon carcinoma 
cell line HCT-116 stained with propidium iodide (PI). As shown in Figure 2., compound I arrested cells in 
G2/M phase (we observed almost twice more cells in G2/M phase after the treatment with 500 nM 
compared to control cells). Antiproliferative effect of compound I was confirmed by increased population 
of cells in sub-G1 phase. The effect of compound I on replication was analyzed by flow cytometric 
measurement of HCT-116 cells doubly stained with PI and 5-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU). As shown in 
Figure 2., compound I decreased the population of cells actively replicating DNA (i.e. BrdU-positive 
cells) in a dose-dependent manner. At the dose of 250 nM compound I we observed markedly 
decreased replication to 9% value of control in HCT-116 cells. Higher concentration (500 nM) then 
caused total block of replication.

Ladislava Vymìtalová, Libor Havlíèek, Radek Jorda,  Vladimír Kryštof and Miroslav Strnad

Laboratory of Growth Regulators, Faculty of Science and Institute of Experimental Botany 
ASCR, Palacký University, Šlechtitelu 11, 783 71 Olomouc, Czech Republic

         ladislava.vymetalova@upol.cz

Figure 2. Flow cytometric 
analysis of cell cycle after 
propidium iodide staining in 
HCT-116  cell line treated with 
compound I for 24 hours.

NOVEL PYRAZOLO[4,3-d]PYRIMIDINE DERIVATIVES OF 
CYCLIN-DEPENDENT KINASE INHIBITOR ROSCOVITINE
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EFFECT ON GENERAL TRANSCRIPTION

For the evaluation of transcription inhibition of 
compound I in HCT-116 cells we used 
immunoblotting analysis of dephosphorylation of 
RNA polymerase II at Ser2 and 5, respectively. 
Already at the dose of 250 nM of compound I we 
observed  rapid  decrease  of  transcription  in 
HCT-116. 

Figure 5. Effect of compound I (24 h treatment) on 
cel lular transcript ion in HCT-116 cel ls.  
Imunoblotting analysis of dephosphorylation of 
RNA polymerase II at  Ser2 and 5. Tubulin level was 
detected to verify equal protein loading.
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For the evaluation of the time- 
dependent  effect  of  compound I  in 
HCT-116 cell line we treated cells with 
concentration of 250 nM. Then we 
analyzed expression of some selected 
proteins involved in transcription, cell 
cycle regulation and apoptosis by 
means of immunoblotting. As seen in 
Figure 6., phosphorylation of RNA 
polymerase II slightly decreased after 2 
hours as a level of tumor supressor p53 
increased. Decrease of cellular 
transcription caused decrease of protein 
level of short-half live protein Mcl-1, the 
important member of anti-apoptotic 
protein family. Changes in levels of other 
proteins (PARP-1, Rb) proceeded more 
slowly and their total elimination was 
observed up to 24 h treatment of  
compound I.
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TIME-DEPENDENT EFFECT OF COMPOUND I

IC50 (µM)
Compound

K562 MCF-7 G-361 HOS

Roscovitine 45.5 12.3 22.4 24.3

C 53.075 40.885 49.565 89.055

D 14.680 20.630 29.900 19.270

A 3.950 5.300 7.487 3.723

B 2.535 2.385 N/A N/A

G 0.700 0.310 1.018 0.684

E 0.593 0.398 0.710 0.307

F 0.595 0.350 N/A N/A

H 0.070 0.053 0.067 0.030

I 0.057 0.027 0.040 0.020

J 0.029 0.024 0.028 0.030

Compound Rosc. A B C D E F G H I J 

CDK2 inhibition (IC50, nM)
 

180.0
 

>1000
 

>1000
 

817.5
 

173.3
 

95.7
 

91.5
 

50.7
 

48.5
 

21.0
 

9.2
 

 

Table I. CDK2 inhibitory effect of new roscovitine derivatives.
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Figure 6. Time-dependent effect of compound I in HCT-116 cells.
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Abstrakt  

Cyklin-dependentní kinasy (CDK) regulují �etné bun��né procesy, ovšem do pov�domí 

vstoupily p�edevším jako regulátory bun��ného cyklu. Poznávání molekulární podstaty 

nádorových onemocn�ní postupn� odhalilo aberace ve struktu�e �i množství t�chto 

enzym� vedoucí k deregulaci jejich aktivity. Z toho d�vodu se CDK staly novým cílem 

protinádorových terapií. V rámci této práce byla provedena literární rešerše zabývající 

se vývojem inhibitor� CDK a konceptem syntetické letality, který by mohl pomoci p�i 

lé�b� nádorových onemocn�ní. Jelikož je rakovina �asto úzce spjata s poruchami 

imunitního systému, byla �ást práce v�nována zán�tlivým chorobám, jejichž vznik je 

mnohdy spojený s nesprávnou funkcí �i prodlouženou životností neutrofil�. V praktické 

�ásti byly popsány ú�inky nových pyrazolo[4,3-d]pyrimidinových inhibitor� CDK 

na nádorové linie, a navíc byl navržen i mechanismus jejich p�sobení. Dále byl 

studován vliv nových inhibitor� na funkce neutrofil� a rovn�ž byl odhalen princip jejich 

ú�ink�.  

Abstract 

Cyclin-dependent kinases (CDK) control several cell processes but they are known 

especially as cell cycle regulators. Discovering of molecular principle of cancer has 

gradually revealed aberations in the structure or amount of these enzymes leading 

to a deregulation of their activity. Hence, CDK came to the fore of many scientists and 

became a novel antitumor target. This study describes the development of CDK 

inhibitors and the concept of synthetic lethality which could help in anticancer 

therapies. Since a cancer is often linked to defects in immune system, a part of this 

dissertation was focused on inflammatory diseases which frequently arise from 

abnormal functions or prolonged viability of neutrophils. In practical section, the effects 

of novel pyrazolo[4,3-d]pyrimidines on cancer cell lines were described and the 

mechanism of their action was suggested. Further, an action of novel inhibitors 

on neutrophil functions was assessed and the principle of their activity was discovered. 

� �
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1. Cíle práce 

Cílem p�edkládané práce bylo podat p�ehled o struktu�e a funkcích CDK s d�razem 

na jejich deregulaci u mnoha nádorových onemocn�ní. Pravd�podobn� nejjednodušším 

a nejefektivn�jším zp�sobem potla�ení aktivity t�chto enzym� je aplikace 

nízkomolekulárních inhibitor�, a proto bylo dalším zám�rem této disertace shrnout 

historii jejich vývoje od prvotních substancí izolovaných z p�írodních materiál� až 

po nové p�evážn� um�le vytvo�ené slou�eniny. Z praktického hlediska bylo cílem 

otestovat nové trisubstituované pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny na n�kolika nádorových 

bun��ných liniích a lidských neutrofilech, popsat vztahy mezi jejich strukturou 

a aktivitou a prostudovat mechanismus jejich bun��ných ú�ink�. Krom� t�chto 

vyty�ených cíl� bylo dalším zám�rem objasnit molekulární základ potla�ení apoptosy 

neutrofil� pomocí nového syntetického nukleosidu.  
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2. Úvod 

Po�átky terapií nádor� spo�ívaly v chirurgickém zásahu a aplikaci ionizujícího zá�ení �i 

chemoterapeutik. T�ebaže jsou tyto p�ístupy stále hojn� využívány a mohou být 

efektivní u v�asn� diagnostikovaných malignit, zdá se nezbytné hledat nové ú�inn�jší 

p�ístupy, které specificky postihnou dané onemocn�ní a budou mít mén� vedlejších 

ú�ink�. Identifikace deregulovaných bun��ných proces� a jejich komponent poskytuje 

cenné informace sloužící jako templát pro design nových efektivních biologických 

terapií. Pomocí nízkomolekulárních látek lze zasáhnout poškozené kontrolní 

mechanismy a vyvolat apoptosu nádorových bun�k. Jedním z takových cíl� jsou 

cyklin-dependentní kinasy (CDK) známé jako regulátory bun��ného cyklu. Inhibice 

jejich aktivity byla prokázána jako velmi ú�inná protinádorová strategie a b�hem 

posledních 25 let bylo nasyntetizováno mnoho slou�enin s inhibi�ním potenciálem v��i 

CDK. N�kolik látek dokonce postoupilo do klinických zkoušek, kde jsou aplikovány na 

r�zná nádorová onemocn�ní jak monoterapeuticky tak v kombinaci s klasickými 

cytostatiky. Laborato� r�stových regulátor� stála jakožto mate�ské pracovišt�

za objevem klinicky testovaného CDK inhibitoru s názvem roskovitin a stále se, krom�

jiných v�deckých zam��ení, intenzivn� v�nuje vývoji CDK inhibitor� a jejich uplatn�ní 

v lé�b� maligních onemocn�ní.  

Inhibice CDK aktivity m�že být ovšem využita v širším spektru chorob. Bylo 

zjišt�no, že za vznikem a rozvojem chronických zán�tlivých a autoimunitních 

onemocn�ní stojí extrémn� dlouhé p�ežívání neutrofil�, které jsou nadm�rn� aktivovány 

a reagují v��i antigen�m t�lu vlastním. V kone�ném d�sledku pak dochází 

k nevratnému poškození tkání a v extrémních p�ípadech jsou tato onemocn�ní 

i smrtelná. N�kolik studií prokázalo, že viabilita neutrofil� m�že být snížena aplikací 

nízkomolekulárních CDK inhibitor�, což podnítilo i naše snahy o nové uplatn�ní 

derivát� roskovitinu.1-3  
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Obrázek 1 Chemická 
struktura slou�eniny 5b

3. Výsledky 

3.1. 5-substituované 3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-  

pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny jako nové ú�inné CDK inhibitory 

s protinádorovým potenciálem 

Ve snaze vyvinout analoga roskovitinu se zlepšenými 

CDK inhibi�ními vlastnostmi a siln�jší antiprolifera�ní 

aktivitou jsme se zam��ili na modifikaci 

pyrazolo[4,3-d]pyrimidinového skeletu, jelikož bylo již 

d�íve prokázáno, že p�ekonává ú�inky p�íslušných 

purinových slou�enin.4,5 Všechny látky byly následn�

testovány na inhibici CDK2 a CDK5. Z nam��ených 

hodnot IC50 je patrné, že substituent v poloze 5 zna�n�

p�ispívá ke zvýšené ú�innosti pyrazolo[4,3-d]pyrimidinu. 

Nejvýhodn�jším �et�zcem se pak jeví hydroxyalkylamin 

a aminoalkylamin. Následn� jsme porovnali jednu 

z nejaktivn�jších substancí 5b (Obrázek 1) 

s dinaciclibem v inhibici n�kolika CDK. Naše slou�enina 5b vykázala podobný 

inhibi�ní profil jako dinaciclib s nižší ú�inností pro CDK1. Na panelu 50 dalších 

proteinkinas se ukázalo, že 5b efektivn� blokuje také PAK4 (p21 protein (Cdc42/Rac)-

activated kinase 4) a CK1� (casein kinase 1�), které jsou cíli jak strukturn� podobných 

purin� tak i dalších pyrazolo[4,3-d]pyrimidin�.5-8

 U všech derivát� jsme dále sledovali jejich antiprolifera�ní vlastnosti na 4 

nádorových liniích r�zného p�vodu. Bylo prokázáno, že zavedení substituce do polohy 

5 znateln� zlepšuje protinádorové ú�inky dané slou�eniny. Nejefektivn�jší byly v našich 

testech op�t slou�eniny s hydroxyalkylaminovým resp. aminoalkylovým �et�zcem. 

Pro zjišt�ní mechanismu ú�inku nejú�inn�jší látky 5b jsme využili bun��ný model 

kolorektálního karcinomu. Analýza bun��ného cyklu ukázala, že došlo k nár�stu po�tu 

bun�k p�evážn� v G2/M fázi a zárove� vzrostla subG1 populace. Biochemickými testy 

byl odhalen pokles antiapoptotického proteinu Mcl-1 a zvýšená aktivace kaspas 3 a 7. 

Indukce vnit�ní apoptotické dráhy naší látkou 5b byla dále potvrzena i detekcí št�pného 

fragmentu PARP-1. 5b blokuje též aktivitu CDK7 a CDK9, nebo� potla�ila fosforylaci 

CTD domény RNA polymerasy II na Ser2 i Ser5 u bun�k odvozených od melanomu. 

V neposlední �ad� pat�í mezi molekulární cíle naší látky také CDK5, což bylo 
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prokázáno sníženou fosforylací FAK (focal adhesion kinase) u bun�k odvozených 

od kolorektálního karcinomu. 

3.2. Trisubstituované pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny potla�ují funkce neutrofil�

a indukují jejich apoptosu 

Nedávné studie nazna�ily, že by CDK inhibitory mohly být využitelné p�i lé�b�

chronických zán�tlivých i autoimunitních onemocn�ní. P�i studiu ú�ink� roskovitinu 

na funkce neutrofil� se totiž ukázalo, že p�i jeho aplikaci dochází k indukci apoptosy 

prost�ednictvím blokování funkcí RNAPII (RNA polymerase II) vedoucí ke snížené 

expresi Mcl-1, tvorb� pór� v mitochondriální membrán�, uvoln�ní cytochromu c, 

formování apoptosomu a aktivaci kaspas.9

 Pro studium proapoptotických ú�ink� jsme vytvo�ili knihovnu 42 

derivát� roskovitinu, kterými byly ovlivn�ny neutrofily izolované z krve zdravých 

dárc�. Analýzou apoptotických populací pomocí pr�tokového cytometru byly 

vyselektovány dv� nejú�inn�jší slou�eniny LGR3437 a LGR3465, u nichž byl následn�

zkoumán mechanismus p�sobení. Po ovlivn�ní neutrofil� ob�ma slou�eninami 

v závislosti na koncentraci postupn� klesala hladina fosforylovaných forem RNAPII 

na Ser2 a Ser5 a stejn� tak i proteinu Mcl-1. P�i detekci Mcl-1 byl krom� klesající 

formy pozorován nár�st t�žšího proteinového pásu. Možným vysv�tlením tohoto jevu 

m�že být detekce fosforylované varianty Mcl-1 na Thr163/Ser159 v jeho PEST 

sekvenci vedoucí k degradaci celého proteinu.10-12  

 I když ob� slou�eniny indukují apoptosu neutrofil�, jejich využití jako 

protizán�tlivých lék� závisí na schopnosti potla�ovat ú�inky molekul prodlužujících 

p�ežívání neutrofil�. Vzhledem ke zvýšené hladin� GM-CSF u mnoha autoimunitních 

a zán�tlivých onemocn�ní byl pro následující experimenty použit práv� tento cytokin. 

P�i použití obou látek u neutrofil� stimulovaných GM-CSF došlo k nár�stu podílu 

apoptotických bun�k. V dalším experimentu ve stejném uspo�ádání byla analyzována 

exprese Mcl-1 pomocí imunoblotu. Aplikace LGR3437 i LGR3465 zp�sobila rapidní 

pokles leh�í varianty Mcl-1 a zárove� postupný nár�st t�žšího pásu. Krom� potla�ení 

viability neutrofil� byla též sledována schopnost obou slou�enin tlumit jejich aktivitu. 

Aplikace obou slou�enin potla�ila produkci ROS (reactive oxygen species) neutrofily 

ovlivn�nými GM-CSF, a navíc stimulovanými chemotaktickým faktorem fMLP 

(N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine). 
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3.3. Nový syntetický nukleosid redukuje zán�tlivé ú�inky neutrofil�

P�irozená odpov�	 organismu na nadm�rnou imunitní reakci zahrnuje mezi jinými 

endogenní produkci adenosinu, který se následn� váže na 4 typy receptor� sp�ažených 

s G proteiny, jmenovit� A1, A2A, A2B a A3.
13 B�hem zán�tu rapidn� stoupá koncentrace 

adenosinu a dochází k aktivaci A2A stimulujícího funkci adenylátcyklasy.14-16 Tyto 

zm�ny pak vedou k potla�ení zán�tlivých efekt� v�etn� degranulace, adheze �i syntézy 

leukotrien�.14 Vzhledem k nestabilit� adenosinu a jeho nežádoucím ú�ink�m je nasnad�

vyvíjet analoga specificky aktivující ur�itý typ receptoru. A2A prezentující hlavní typ 

protizán�tlivého efektoru neutrofil� vyvolal zájem v�dc� o vývoj jeho agonist�, mezi 

které se �adí nap�íklad CGS21680, UK-432097, WRC-0470 nebo ATL146e (Obrázek 

2). Cílem této studie bylo charakterizovat ú�inky nov� vyvinutého derivátu adenosinu 

LGR1568 na funkce neutrofil� a objasnit mechanismus jeho p�sobení. Tato slou�enina 

byla nedávno popsána jako syntetický modulátor životaschopnosti neutrofil� (patent 

WO2010130233).17  

Schopnost neutrofil� adherovat k vaskulárnímu endotelu a migrovat z krve 

do tkání je prvním krokem v zán�tlivém procesu, jehož potla�ení m�že napomoci 

p�i lé�b�. V kapilárním systému napodobujícím in vivo vaskulaturu. LGR1568 mírn�

potla�ovala adhezi neutrofil�, snižovala jejich transmigraci a zárove� podporovala 

kutálení. V dalším experimentu byly neutrofily ovlivn�ny GM-CSF a LGR1568 

a po stimulaci fMLP byla sledována produkce ROS, která v závislosti na koncentraci 

LGR1568 postupn� klesala. Podobn� byla potla�ena i produkce zán�tlivého cytokinu 

IL-8 a uvoln�ní  myeloperoxidasy. Krom� ovlivn�ní funkcí neutrofil� byl sledován 

vliv LGR1568 na jejich viabilitu pomocí GIEMSA barvení a sv�telné mikroskopie, kdy 

se ukázalo, že LGR1568 zvyšuje viabilitu bun�k, a to op�t v koncentra�n� závislém 

množství.  

Za prodloužením viability neutrofil� by mohla podle literatury stát aktivace 

adenosinového A2A receptoru. Za ú�elem objasn�ní této hypotézy byla analyzována 

vazebná afinita LGR1568 k receptor�m A1, A2A a A3 (provedla skupina doktora 

Jacobsona KA, USA). Z výsledk� plyne, že se LGR1568 váže na všechny testované 

receptory s afinitou v��i A3 a A1 (nM) a v mikromolárních koncentracích k A2A. 

Vzhledem k dominantní expresi A3 a A2A neutrofily a zárove� mikromolárním 

koncentracím použitým v našich experimentech jsme se zam��ili na možnost zacílení 

A2A pomocí LGR1568. Neutrofily byly ovlivn�ny komer�ními agonisty A2A, LGR1568, 
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a to bu	 samostatn� nebo v kombinaci s antagonistou A2A. Analýza apoptotických 

populací pomocí pr�tokového cytometru ukázala, že agonisté i LGR1568 zvyšují 

viabilitu neutrofil�, která je potla�ena v p�ítomnosti antagonisty. Na základ� tohoto 

faktu je z�ejmé, že došlo ke kompetitivní reakci, p�i které antagonista vyt�snil 

testovanou slou�eninu.  

Obrázek 2 Chemické struktury vybraných A2A agonist�.  
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4. Záv�r 

Výstupem této práce bylo n�kolik poznatk� týkajících se objasn�ní mechanismu ú�ink�

n�kolika nízkomolekulárních látek. U nov� vyvinutých pyrazolo[4,3-d]pyrimidin� byly 

na bun��ných modelech prokázány protinádorové efekty, které byly podstatn� siln�jší 

než u mate�ského roskovitinu. I když se jedná o panselektivní inhibitory, 

p�edpokládáme, že hlavní podíl na aktivit� t�chto látek má inhibice CDK2 a CDK7 

spole�n� s CDK9 kontrolující transkripci. Další ze série pyrazolo[4,3-d]pyrimidin�

indukovaly apoptosu neutrofil�. Navíc byly schopné p�ekonat i ú�inky prozán�tlivých 

cytokin�, a mohly by se tudíž stát kandidáty pro další testování. Podobn� jako 

u p�edchozích slou�enin dochází po aplikaci t�chto látek k inhibici transkrip�ních CDK, 

které jsou esenciální pro viabilitu neutrofil�. V neposlední �ad� byl nazna�en 

mechanismus ú�inku adenosinového derivátu s antiapoptotickým vlivem na neutrofily 

zahrnující aktivaci A2A receptoru.     
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