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Abstrakt 

V průběhu posledních 30 let bylo objeveno velké množství inhibitorů cyklin-dependentních kinas 

(CDK), z nichž několik bylo schváleno pro léčbu rakoviny a více než 100 látek je komerčně 

dostupných jako chemické nástroje pro buněčnou biologii. Nicméně míra, do jaké jsou vlastnosti 

těchto látek studovány s ohledem na jejich účinnost, selektivitu vůči jednotlivým CDK a buněčné 

efekty, se významně liší. Inhibitory bývají obvykle označovány jako vysoce selektivní a účinné, 

nicméně v mnohých případech nebyly dostatečně nebo správně charakterizovány. Znalost biochemické 

selektivity je přitom nezbytná pro adekvátní interpretaci následků jejich působení a nežádoucích 

účinků a také pro jejich správné použití v biologických studiích. Nežádoucí účinky však mohou 

souviset i s jejich nízkou buněčnou selektivitou, kdy tyto látky inhibují kinasy nebo procesy, 

které podporují nádorové bujení, ale mohou mít esenciální funkci také v nenádorových buňkách. 

Tato disertační práce je zaměřena na charakterizaci vybraných komerčně dostupných inhibitorů CDK 

(CDKi), které byly publikovány jako selektivní vůči CDK regulujícím buněčný cyklus. Na základě 

několika typů experimentů byla hodnocena jejich selektivita vůči CDK1/2/4/5/7/9 a jejich efekty 

na buněčný cyklus, které byly porovnávány s publikovanými daty. Výsledky poukazují, že většina 

původně selektivních CDKi by měla být klasifikována jako panselektivní a neměla by být využívána 

jako selektivních chemických sond. V druhé části práce byl navržen koncept cíleného transportu CDKi 

konjugovaných s folátem prostřednictvím folátového receptoru exprimovaného nádorovými buňkami. 

Cytometrickou analýzou byl potvrzen specifický transport konjugátů do nádorových buněk 

za současného zachování CDK inhibičních vlastností. Cílené doručení inhibitorů tak představuje 

možný způsob vedoucí k vyšší buněčné selektivitě léčiv. 

Klíčová slova Cyklin-dependentní kinasa, inhibitor, selektivita, off-target 

Počet stran 83 

Počet příloh 3 

Jazyk Český 



Bibliographical identification 

Autor’s first name and surname Denisa Hendrychová 

Title Biochemical and cellular selectivity of cyclin-dependent kinase 

inhibitors 

Type of thesis Ph.D. thesis 

Department Laboratory of Growth Regulators, Faculty of Science, Palacký 

University & Institute of Experimental Botany ASCR 

Supervisor doc. RNDr. Vladimír Kryštof, Ph.D. 

Consultant Mgr. Radek Jorda, Ph.D. 

The year of presentation 2021 

Abstract 

Over the last 30 years a number of small-molecule inhibitors of cyclin-dependent kinases (CDK) have 

been discovered. Some of them have been approved for the treatment of cancer and more than 100 are 
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SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

ABL Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 

ADP Adenosine diphosphate 

Akt RAC-alpha serine/threonine-protein kinase 

ARK5 AMPK-related protein kinase 

ATP Adenosine triphosphate 

BCR Breakpoint cluster region protein 

BRET  bioluminescence resonance energy transfer 

BSA Bovine serum albumin 

BTK Bruton kinase 

CAMK Calmodulin/Calcium regulated kinases 

Cas9 CRISPR associated protein 9 

CDK Cyclin-dependent kinase 

CDKi Inhibitor of cyclin-dependent kinase 

CETSA  Cellular thermal shift assay 

Cip/Kip CDK interacting protein/kinase inhibitory protein 

c-Jun Proto-oncogene c-Jun 

CLK CDC-like kinase 

CRISPR Clustered regularly interspaced short palindromic repeats 

CSNK (CK) Casein kinase 

CTD C-terminal domain  

DARTS  Drug affinity responsive target stability 

DMEM Dulbecco´s modified eagle medium 

DMSO Dimethyl sulfoxide 

DNA Deoxyribonucleic acid 

DTT Dithiothreitol 

DYRK Dual specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 

EDTA  Ethylenediamine tetraacetic acid 

EGFR Epidermal growth factor receptor 

EGTA Ethylene glycol-bis(β-aminoethyl ether)-N,N,N′,N′-tetraacetic acid 

EMEM Minimum Essential Medium Eagle 

ER+  Estrogen receptor positive 

ETS2 ETS proto-oncogene 2 

FAK Focal adhesion kinase 

FDA Food and drug administration 

FLT3 Fms like tyrosine kinase 3 

FR Folate receptor 

GAK Cyclin-G-associated kinase 

GSK Glycogen synthase kinase 

GSK3 Glycogen synthase kinase 

HIPK Homeodomain-interacting protein kinase 

IC50 Half maximal inhibitory concentration 

INK4 Inhibitor of cyclin-dependent kinase 4 

IRAK Interleukin-1 receptor-associated kinase 

KIT Proto-oncogene tyrosine-protein kinase 
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LiP-MS  Limited proteolysis-coupled mass spektrometry 

MAPK Mitogen-activated protein kinase 

MBP Myelin basic protein 

Mcl-1 Induced myeloid leukemia cell differentiation protein 

MED Mediator complex  

MEF Mouse embryonic fibroblasts 

MEK Mitogen-activated protein kinase kinase 

MLCK Myosin light chain kinase 

MS  Mass spectrometry 

mTOR  The mechanistic target of rapamycin 

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

Myc Myc proto-oncogene 

NEK Never in mitosis A-related kinase 

PAGE Polyacrylamide gel electrophoresis 

PAK p21-activated kinase 

PARP Poly [ADP-ribose] polymerase 

PBK PDZ binding kinase 

PBS Phosphate buffered saline 

PDGFR Platelet-derived growth factor receptor 

PI3K Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase 

PIM Proto-oncogene serine/threonine-protein kinase 

PKN2 Serine/threonine-protein kinase N2 

PMSF Phenylmethylsulfonyl fluoride 

PRKD  Protein kinase D 

PROTAC Proteolysis targeting chimera 

P-TEFb Positive transcription elongation factor b 

Rb Retinoblastoma protein 

RNA Ribonucleic acid 

ROCK Rho-associated protein kinase 

RPMI Roswell Park Memorial Institute Medium 

RUNX Runt-related transcription factor 

SDS Sodium dodecyl sulfate 

SETD SET domain-containing protein 

SNARK SNF1/AMP kinase-related kinase 

SPROX  Stability of proteins from rates of oxidation 

STAT3 Signal transducer and activator of transcription 

TAOK Thousand and one amino acid protein kinase 

TFIIH Transcription factor IIH 

TGFβ Transforming growth factor beta 

TPP  Thermal proteome profiling 

TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethane 

TRK Tropomyosin-related kinase 

TTK Phosphotyrosine picked threonine-protein kinase 

ULK Unc-51-like kinase 

VEGF Vascular endothelial growth factor 

WT Wild type 
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1 ÚVOD A CÍLE PRÁCE 

Proteinkinasy tvoří jednu z největších enzymových rodin lidského genomu a působí jako 

klíčové signální přenašeče v řadě biologických procesů (Manning et al., 2002). V podstatě 

každý přenos signálu v buňce probíhá prostřednictvím fosfotransferových kaskád tvořených 

proteinkinasami a jejich narušená funkce je spojována s rozvojem řady chorob včetně 

nádorových onemocnění (Zhang et al., 2009). Proteinkinasy tak poskytují rozsáhlou skupinu 

buněčných cílů pro terapeutickou intervenci prostřednictvím modulace jejich aktivity. 

V průběhu posledních 30 let byla objevena celá řada jejich nízkomolekulárních inhibitorů 

a více než 50 látek bylo schváleno pro klinické použití v protinádorové léčbě, přičemž většina 

z nich reversibilně interaguje s ATP-vazebným místem kinas (Roskoski, 2021). 

Vysoký stupeň strukturní podobnosti ATP-vazebného místa však poskytuje pouze 

omezené možnosti selektivně modulovat jednotlivé kinasy a dostupné inhibitory 

tak často interagují s více než jedním proteinem. I když je tato skutečnost všeobecně známa, 

dostupnost informací o biochemické selektivitě jednotlivých inhibitorů se výrazně liší 

(Klaeger et al., 2017). Identifikace biochemických cílů a mechanismu účinku sice není 

podmínkou pro schválení látek pro léčebné použití, nicméně jejich nedostatečná 

charakterizace společně s nesprávnou selekcí pacientů znatelně přispívá k selhání léčiv 

při jejich klinickém hodnocení (Lin et al., 2019). Inhibice vedlejších cílů (tzv. off-targets) 

je totiž často zodpovědná za nežádoucí vedlejší účinky a toxicitu. V některých případech 

mohou mít ale i výhodné důsledky a tato aktivita mimo primární cíl může být nezbytná 

pro jejich protinádorový účinek. Kromě toho znalost mechanismu účinku umožňuje odhalit 

biomarkery pro selekci vhodných pacientů a predikci terapeutické odpovědi. Je prokázáno, 

že klinické studie využívající prediktivní biomarkery pro výběr pacientů mají přibližně 

dvakrát větší míru úspěšnosti než ty, které je nevyužívají (Wong et al., 2019). Informace 

o biochemické selektivitě inhibitorů jsou však důležité také pro adekvátní interpretaci 

biologických účinků látek a jejich správné použití v základním výzkumu, ve kterém jsou často 

využívány pro cílenou inhibici za účelem pochopení základních buněčných pochodů a funkcí 

kinas. Nedostatečně nebo chybně stanovená selektivita inhibitorů vede k zavádějícím 

výsledkům a komplikuje tyto studie, které jsou zásadní pro vědu a výzkum (Munoz, 2017; 

Lin et al., 2019).  
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Nežádoucí vedlejší účinky a systémová toxicita však mohou být způsobeny i nízkou 

buněčnou selektivitou proteinkinasových inhibitorů. Většina těchto látek inhibuje kinasy 

či procesy, které podporují nádorové bujení, ale mohou mít esenciální funkci také 

v normálních nenádorových buňkách. Jejich inhibice pak vede k nežádoucím účinkům, 

které limitují účinnost léčby. Zvýšení hladiny inhibitorů v cílových buňkách nebo tkáních 

prostřednictvím selektivního transportu může představovat účinný způsob 

pro zlepšení efektivity léčby proteinkinasovými inhibitory (Van Beuge et al., 2012; 

Ferguson et Gray, 2018). 

Cílem této disertační práce bylo poukázat na důležitost studia biochemické selektivity 

proteinkinasových inhibitorů a ověřit potenciál selektivního transportu prostřednictvím 

folátového receptoru, který by mohl vést ke zvýšení buněčné selektivity protinádorových 

léčiv. 
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2 CYKLIN-DEPENDENTNÍ KINASY (CDK) 

Cyklin-dependentní kinasy (CDK) představují skupinu serin/threoninových proteinkinas, 

jejichž katalytická aktivita je řízena intracelulární interakcí s regulační podjednotkou, kterou je 

obvykle odpovídající cyklin (Malumbres et Barbacid, 2005; Malumbres, 2014). Rodina CDK 

spadá na základě sekvence kinasové domény do CMGC větve kinomu. V lidském genomu je 

kódováno 21 členů CDK a nejméně 29 cyklinů s jedinečnými i redundantními vlastnostmi 

v rámci rodiny (Manning et al., 2002; Malumbres et Barbacid, 2005; Cao et al., 2014). 

CDK jsou nejčastěji známy jako klíčové regulátory buněčného cyklu a transkripce 

(Lim et Kaldis, 2013; Malumbres, 2014; Hydbring et al., 2016; Palmer et Kaldis, 2020). 

Nicméně jsou zapojeny v mnohem širším spektru buněčných procesů, jako je oprava DNA 

(Trovesi et al., 2013), sestřih (Hu et al., 2003; Chen et al., 2006a), regulace mitochondriálních 

funkcí (Lopez-Mejia et Fajas, 2015), metabolismus (Wang et al., 2017), epigenetické regulace 

(Chen et al., 2010) nebo vezikulární transport (Palmer et al., 2005). CDK mají také funkce 

asociované s vývojem a diferenciací (Hydbring et al., 2016), které zahrnují neurogenezi 

(Lim et al., 2017), angiogenezi a migraci (Liebl et al., 2010), sebe-obnovu kmenových buněk, 

hematopoézu (Steinman, 2002) nebo spermatogenezi (Palmer et al., 2019). Biologické funkce 

a regulace mnohých CDK však dosud nebyly zcela objasněny. Mezi nejvíce prostudované 

patří právě CDK1/2/4 a 6 regulující buněčný cyklus, případně CDK7 a 9 regulující transkripci. 

Nicméně pro CDK10-20 bylo dosud publikováno pouze omezené množství informací 

a je pravděpodobné, že v následujících letech budou odhaleny jejich další významné funkce 

a substráty (Obr. 1). 

 

Obr. 1: Zastoupení publikací o jednotlivých CDK na portálu PubMed (duben 2021). 
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 Obdobně jako jiné proteinkinasy mají i CDK dvoulaločnatou terciární strukturu 

tvořenou β-skládanými listy na N-konci a α-helixy na C-konci, které jsou propojeny 

pantovou oblastí. Mezi těmito laloky se nachází konzervovaná katalytická kapsa obsahující 

ATP-vazebné místo, doménu pro vazbu cyklinu a aktivační T-smyčku, která začíná 

konzervovanou aminokyselinovou sekvencí asparagin-fenylalanin-glycin (DFG) (Obr. 2). 

CDK v monomerní podobě jsou neaktivní z důvodu uzavření ATP-vazebného místa                  

T-smyčkou a jejich hladina v buňkách je konstantní (Malumbres et Barbacid, 2009; 

Wood et Endicott, 2018). Katalytická aktivace je obvykle řízena oscilací hladiny cyklinů, 

kdy vazba odpovídajícího cyklinu vede k tvorbě heterodimeru a k rozsáhlým konformačním 

změnám. Dochází k odklopení T-smyčky, odhalení substrát-vazebného místa a přeskupení 

residuí v aktivním místě, které umožní enzymatickou aktivaci CDK. Kromě toho se však 

na regulaci jejich aktivity podílejí také inhibiční a aktivační fosforylace, které jsou 

zprostředkovány inhibičními kinasami Wee1 a Myt1 nebo CDK-aktivačními kinasami. 

Aktivitu CDK regulují také endogenní inhibitory z rodiny Cip/Kip (p21, p27, p57) and INK4 

(p16, p15, p18) (Echalier et al., 2010; Whittaker et al., 2017).  

 

Obr. 2: Dvoulaločnatá terciární struktura monomerní CDK2 (převzato z Wood et Endicott, 2018). 
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2.1 Biologické funkce CDK 

CDK jsou známé především jako klíčové enzymy, které regulují progresi jednotlivými 

fázemi buněčného cyklu. V časné G1 fázi dochází v odpovědi na mitogenní signalizaci 

k expresi cyklinů D, které následně vytvářejí komplexy s CDK4/6. Aktivní 

komplexy iniciují fosforylaci nádorového supresoru retinoblastomového proteinu (Rb) 

(Malumbres et Barbacid, 2001; Narasimha et al., 2014). Hypofosforylace Rb vede 

k částečnému uvolnění transkripčních faktorů z rodiny E2F a následně k transkripci 

podřízených genů nezbytných pro progresi buněčným cyklem včetně cyklinu E, který asociuje 

s CDK2. Vzniklý aktivní komplex dále hyperfosforyluje Rb, dochází k úplnému uvolnění E2F 

a k expresi genů nezbytných pro průchod G1/S restrikčním bodem (Weinberg, 1995; 

Sherr, 2000). Cykliny D a E jsou v časné S fázi degradovány. CDK2 je následně aktivována 

cyklinem A, které společně řídí progresi S fází a syntézu DNA. Na fázovém rozhraní S/G2 

přebírá funkci komplex CDK1/cyklin A. CDK1/cyklin B pak nakonec dokončuje mitotické 

procesy. Navzdory tomuto vysoce regulovanému procesu je CDK1 jedinou CDK esenciální 

pro průchod buněčným cyklem savců, zatímco funkce ostatních kinas této rodiny jsou 

zastupitelné (Malumbres et Barbacid, 2001, 2005; Santamaría et al., 2007). 

Komplex CDK3/cyklin C fosforyluje Rb na rozhraní G0/G1 a také částečně přispívá ke vstupu 

do S fáze (Ren et Rollins, 2004). 

 Kromě buněčného cyklu další členové CDK rodiny regulují transkripci. 

CDK7/cyklin H je součástí multiproteinového iniciačního komplexu TFIIH, 

CDK8/19/cyklin C je součástí mediátorového komplexu MED, zatímco CDK9/cyklin T tvoří 

elongační faktor P-TEFb. Tyto kinasy se účastní přímé regulace transkripce prostřednictvím 

fosforylace C-terminální domény (CTD) RNA polymerasy II (Compe et Egly, 2012; 

Tsai et al., 2013; Paparidis et al., 2017). CDK však obvykle nemají pouze jednu funkci. 

Například CDK7 jako CDK-aktivační kinasa fosforyluje T-smyčku CDK regulujících 

buněčných cyklus, čímž umožňuje jejich plnou aktivaci, zatímco CDK8 působí také 

jako koaktivátor dráhy WTN-β-catenin, p53 dráhy nebo TGFβ signalizace 

(Malumbres et Barbacid, 2005; Donner et al., 2007, 2010; Firestein et al., 2008). 

Mezi regulátory transkripce patří také CDK12 a CDK13, které jsou aktivovány cyklinem K. 

CDK12/cyklin K navíc reguluje alternativní sestřih a expresi genů zapojených do odpovědi 
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na poškození DNA, stres nebo teplotní šok (Greifenberg et al., 2016; Lui et al., 2018). 

CDK10/cyklin M reguluje transkripci nepřímo prostřednictvím fosforylace substrátů, 

jako je PKN2 nebo transkripční faktor ETS2 (Guen et al., 2017). CDK11/cyklin L se také 

účastní regulace transkripce fosforylací CTD RNA polymerasy II a sestřihu. 

Podle nejnovějších studií je tento komplex nezbytný pro transkripci histonových genů 

(Gajdušková et al., 2020) a také negativně reguluje signální dráhu WNT-β-catenin (Ou et al., 

2020). 

Ostatní členové rodiny CDK mají podstatně odlišnější a často tkáňově specifické 

funkce, z nichž všechny nejsou dosud známé. CDK14 se účastní WNT-β-catenin signalizace 

důležité pro vývojové procesy a progresi buněčného cyklu (Davidson et Niehrs, 2010), 

zatímco CDK15 má funkci antiapoptotickou (Park et al., 2014). CDK16 je exprimována 

ve varlatech, kde působí při spermatogenezi (Mikolcevic et al., 2012), a v mozku, kde reguluje 

diferenciaci neuronů a jejich funkci (Ou et al., 2010). Mezi málo prostudované kinasy patří 

CDK17, u níž se předpokládá, že má roli v mitochondriálních funkcích neuronů 

(Hirose et al., 2000). CDK18 udržuje genomovou stabilitu (Barone et al., 2016) a reguluje 

dynamiku cytoskeletu, buněčnou migraci a adhezi (Matsuda et al., 2017). Kromě regulace 

transkripce je CDK19 také regulátorem odpovědi na stres zprostředkované nádorovým 

supresorem p53 (Audetat et al., 2017). CDK20 byla v některých studiích označena jako druhá 

CDK-aktivační kinasa, nicméně její funkce zůstává nepotvrzena (Liu et al., 2004; 

Wohlbold et al., 2006). Zvláštní postavení má CDK5, která není aktivována cyklinem, 

ale proteiny p35 a p39. Je exprimována v post-mitotických buňkách nervového systému 

a je nezbytná pro synaptickou plasticitu a neurotransmisi (Shupp et al., 2017).  

2.2 CDK jako terapeutické cíle 

CDK se jako klíčové regulátory řady biologických procesů staly atraktivním cílem pro vývoj 

nízkomolekulárních inhibitorů jako protinádorových léčiv. Za fyziologických podmínek 

je aktivace CDK velmi přísně regulována. V řadě nádorových onemocnění jsou však signální 

dráhy CDK narušeny, což obvykle vede k deregulované proliferaci a nadměrnému přežívání 

buněk (Malumbres et Barbacid, 2005; Shapiro, 2006; Peyressatre et al., 2015), které patří mezi 

základní znaky nádorové transformace (Hanahan et Weinberg, 2011). Onkogenní změny 
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v CDK signalizaci se vyskytují u více než 90 % lidských nádorů (Bonelli et al., 2014). 

Nejčastěji se jedná o aberace postihující cykliny a endogenní inhibitory či modulátory CDK 

nebo nadřazené signální dráhy. Může se jednat jak o genetické změny zahrnující amplifikace, 

chromozomální translokace, bodové mutace, inzerce či delece, ale i o epigenetické změny, 

nadměrnou či předčasnou expresi proteinů nebo jejich nesprávnou buněčnou lokalizaci. 

Tyto změny vedou k chybné aktivaci CDK, přičemž incidence mutací ve vlastních CDK 

je velmi nízká (Peyressatre et al., 2015; Roskoski, 2016). Cyklin D1 je například amplifikován 

až ve  40 % všech nádorů včetně karcinomů prsu, plic nebo melanomů (Musgrove et al., 2011; 

Santarius et al., 2010), zatímco cyklin E např. v karcinomech ovarií a dělohy 

(Nakayama et al., 2010; Kuhn et al., 2014). Tato data naznačují, že farmakologická inhibice 

CDK může být efektivním způsobem pro léčbu řady nádorových onemocnění 

včetně karcinomů různého typu, hematologických malignit i sarkomů (Roskoski, 2019). 

Kromě malignit byly abnormality v aktivitě CDK zaznamenány také ve spojení 

se vznikem dalších onemocnění a jejich inhibitory tak mají potenciálně mnohem širší využití. 

Například pro léčbu virových infekcí jsou navrhovány inhibitory CDK regulujících 

RNA polymerasu II. Kromě vlivu na HIV (Nemeth et al., 2012) byly nedávno inhibitory CDK 

popsány také jako modulátory replikace a transkripce SARS-CoV-2 způsobujícího akutní 

respirační onemocnění (Bouhaddou et al., 2020). Hyperaktivita CDK5 je zase spojována 

s patogenezí neurodegenerativních poruch jako je Alzheimerova choroba a inhibice CDK5 

by mohla zpomalit ztrátu neuronových buněk a paměti (López-Tobón et al., 2011; 

Liu et al., 2016). CDK1 byla identifikována jako klíčová kinasa, která podporuje ranou 

proliferaci cyst při autosomálně dominantním polycystickém onemocnění ledvin, 

a její inhibice na myších modelech zabraňuje jejich růstu (Bukanov et al., 2006; 

Zhang et al., 2021). Inhibice CDK má však potenciál také při léčbě mírné mozkové ischemie 

(Katchanov et al., 2001) a při traumatických poraněních mozku, při kterých CDK inhibitory 

potlačují buněčnou smrt neuronů (Kabadi et al., 2014). Kromě toho je lze potenciálně využít 

i při léčbě parazitických infekcí, jako je leishmanióza či malárie (Walker et al., 2011), 

nebo při zánětlivých onemocněních (Fox et al., 2010; Wang et al., 2012).   
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3 NÍZKOMOLEKULÁRNÍ INHIBITORY CDK (CDKi) 

V průběhu posledních 30 let byla objevena celá řada inhibitorů CDK (CDKi), které tvoří 

různorodou skupinu molekul s odlišnými chemickými vlastnostmi. Podle jejich vazebného 

módu je lze rozdělit na ATP-kompetitivní a nekompetitivní. Velká většina dosud objevených 

CDKi spadá do skupiny ATP kompetitorů typu I vázajících se do ATP-vazebného místa 

kinasy v aktivní konformaci, tedy s DFG motivem T-smyčky směrujícím do aktivního místa. 

Inhibitory typu II tvoří o něco méně početnou skupinu a váží se na kinasu v neaktivní 

konformaci s motivem DFG orientovaným ven z ATP-vazebné kapsy. V posledním desetiletí 

však došlo i k objevu alosterických inhibitorů. Mezi ně patří inhibitory typu III, 

které interagují výhradně s alosterickou kapsou sousedící s ATP-vazezbnou kapsou, 

a inhibitory typu IV vázající alosterická místa vzdálená od této kapsy (Obr. 3). Významné 

a rozšiřující se skupiny tvoří také kovalentní ATP-kompetitivní inhibitory a sloučeniny 

indukující selektivní degradaci CDK (Heptinstall et al., 2018; Sánchez-Martínez et al., 2019). 

 

Obr. 3: Typy reversibilních kinasových inhibitorů (upraveno podle Wu et al., 2015). 

Vývoj selektivních CDKi byl zpočátku považován za poměrně náročný vzhledem 

k vysokému stupni jak strukturní, tak sekvenční podobnosti mezi ATP-vazebnými místy CDK, 

která poskytuje pouze omezené možnosti selektivně inhibovat jednotlivé isoformy 

CDK (Whittaker et al., 2017; Heptinstall et al., 2018; Wood et Endicott, 2018). 

V souvislosti stouto limitací byla první generace CDKi relativně nespecifická a inhibovala 

větší počet CDK. Tyto látky bývají označovány jako pan-selektivní a řadí se k nim 

např. flavopiridol (alvocidib) (Kaur et al., 1992), olomoucin (Veselý et al., 1994) nebo 

roskovitin (seliciclib) (Havlíček et al., 1997). Vyznačovaly se omezenou protinádorovou 
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aktivitou a nežádoucími účinky a toxicitou. Tyto limitace zřejmě vyplývaly z jejich nízké 

účinnosti a ze současné inhibice většího počtu kinas, které jsou nezbytné pro proliferaci 

a přežívání normálních nenádorových buněk. V důsledku selhání pan-selektivních inhibitorů 

CDK se vývoj zaměřil na látky s vyšší účinností a selektivitou. Toto úsilí vedlo k určitému 

zúžení selektivity v rámci kinomu a k inhibici menšího počtu CDK, nicméně ani tyto látky 

není možné považovat za vysoce selektivní (Asghar et al., 2015). Do druhé generace spadá 

např. dinaciclib (SCH727965) (Parry et al., 2010), R547 (DePinto et al., 2006) 

nebo AZD5438 (Byth et al., 2009). Řada těchto inhibitorů druhé generace se v preklinických 

studiích jevilo jako velmi slibných, nicméně ani většina z těchto látek úspěšně neprošla dalším 

klinickým testováním. Žádná z těchto látek nebyla schválena pro klinické použití, ale některé 

z nich se stále nachází v testování jako např. fadraciclib (CYC065) (Pozzi et al., 2010). 

Neúspěch první a druhé generace CDKi v klinickém testování je připisován omezeným 

znalostem a nedostatku metod, jež neumožňovaly zcela objasnit, které CDK nebo i jiné kinasy 

tyto látky inhibují. Neznámý mechanismus účinku pak navíc neumožňoval vhodnou selekci 

pacientů, jež by odpovídaly na tuto léčbu (Asghar et al., 2015; Peyressatre et al., 2015). 

Přestože ani tyto inhibitory nebyly úspěšné v klinických studiích a vyznačovaly se nízkou 

selektivitou, posloužily jako průkopníci vývoje selektivnějších látek (Whittaker et al., 2017). 

Průlomem ve vývoji CDKi byl až objev pyrido[2,3-d]pyrimidinového jádra, které 

vykazovalo vysokou selektivitu vůči CDK4/6 (VanderWel et al., 2005). Optimalizace tohoto 

skeletu vedla k vývoji palbociclibu (Ibrance, PD0332991) (Fry et al., 2004), který byl v roce 

2015 jako první CDK inhibitor schválen Úřadem pro kontrolu potravin a léčiv (FDA) 

pro léčbu rakoviny prsu (Beaver et al., 2015; Walker et al., 2016). O dva roky později pak 

schválení následovalo pro další dva CDK4/6i, ribociclib (Kisqali, LEE011) (Syed, 2017) 

a abemaciclib (Verzenio, LY283519) (Kim, 2017). Tyto tři látky jsou dosud jedinými CDK 

inhibitory schválenými pro klinické použití a jejich identifikace poukázala na to, 

že i přes vysokou podobnost ATP-vazebného místa je možné vyvinout selektivní CDKi. 

Tento úspěch vzbudil zájem vědců o vývoj dalších látek selektivně cílících i jiné CDK, 

a to nejenom z důvodu jejich terapeutického potenciálu v léčbě řady onemocnění, ale i použití 

v biologických studiích jako vysoce selektivní chemické sondy pro cílenou inhibici CDK 

na farmakologické úrovni. 
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3.1 Biochemická selektivita CDKi 

Ačkoliv v současné době existuje velké množství CDK inhibitorů a více než 100 těchto látek 

je komerčně dostupných jako chemické nástroje pro buněčnou biologii, jejich kvalita se 

významně liší s ohledem na jejich účinnost, selektivitu vůči jednotlivým CDK a buněčné 

efekty. Odborná veřejnost se totiž stále potýká s nedostatečnou charakterizací, a to zejména 

jejich biochemické selektivity nejen vůči jednotlivým CDK, ale i dalším cílům. 

Základní problém spočívá v tom, že v prvotních fázích vývoje jsou inhibitory obvykle 

popsány a následně komerčně prodávány jako vysoce potentní a selektivní látky vůči danému 

cíli, nicméně v mnohých případech nebyly dostatečně nebo správně charakterizovány. 

Výsledkem je, že informace o jejich selektivitě jsou často neúplné a mnohdy je komplikované 

je najít, protože společně s dalšími látkami jsou součástí rozsáhlejších studií, které byly 

provedeny až výrazně později. Znalost biochemické selektivity je přitom nezbytná pro jejich 

správné použití a adekvátní interpretaci následků jejich působení (Klaeger et al., 2017; 

Munoz, 2017; Wells et al., 2020).  

Ukazuje se, že základním mechanismem účinku řady kinasových inhibitorů není 

inhibice původně předpokládaného primárního cíle, ale inhibice vedlejších cílů, tzv. off-

targets (Lin et al., 2019). Například roskovitin byl dlouhou dobu považován za selektivní 

inhibitor CDK1/2 a 5, ale bylo zjištěno, že také inhibuje transkripci prostřednictvím inhibice 

CDK7 a 9, která je zřejmě převládajícím mechanismem účinku (Whittaker et al., 2004, 2007). 

CGP74514A byl na základě silné inhibice CDK1 klasifikován jako selektivní CDK1 inhibitor 

bez dalšího testování jiných cílů (Imbach et al., 1999). Dlouhou dobu byl v biologických 

studiích chybně používán jako selektivní inhibitor CDK1 (Chen et al., 2006b; 

Pernicová et al., 2014) a až později bylo zjištěno, že se vyznačuje pan-selektivní inhibicí 

(Anastassiadis et al., 2011; Gao et al., 2013; Jorda et al., 2018a). Zajímavým příkladem je také 

látka OTS964, která byla považována za inhibitor PBK (Matsuo et al., 2014). Pozdější studie 

však odhalily, že PBK není esenciální pro proliferaci a že převažujícím mechanismem účinku 

OTS964 je inhibice CDK11. Pro tutu kinasu do té doby nebyl vyvinut žádný farmakologický 

inhibitor a tento objev tak může mít významný dosah na vývoj dalších CDK11i 

(Lin et al., 2019).  
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Plošnou analýzou selektivity více než 240 kinasových inhibitorů bylo odhaleno, 

že vedlejšími cíli mohou být i jiné nekinasové proteiny, které přispívají k cytotoxickým 

účinkům látky. Mezi typické nekinasové cíle patří např. tubulin, receptory spřažené 

s G proteiny nebo proteiny obsahující bromodomény; ty však mnohdy zůstávají neodhaleny, 

neboť se hledají právě hlavně proteinkinasy (Munoz, 2017). Nedostatečně prostudovaná 

selektivita se týká také klinicky testovaných látek. Nedávná studie odhalila, že původně 

stanovené primární cíle minimálně 7 protinádorových léčiv, které jsou v současné době 

testovány v klinických studiích, jsou postradatelné pro jejich účinnost, a tudíž mechanismus 

účinku těchto léčiv je vlastně neznámý (Lin et al., 2019). Dá se proto očekávat, že s rozvojem 

metodologických přístupů dojde k přehodnocení mechanismu účinku řady léčiv, 

a to nejen ze skupiny proteinkinasových inhibitorů. 

CDKi s přesně definovanou biochemickou selektivitou mají nezbytnou roli 

v základním výzkumu, kdy jsou využívány pro cílenou inhibici kinasy za účelem studia funkcí 

jednotlivých CDK a pro pochopení základních buněčných pochodů. Jak již bylo zmíněno, 

řada CDK, zejména CDK10-20, postrádá kompletní funkční anotaci a právě CDK-selektivní 

chemické sondy by mohly umožnit charakterizaci následků jejich inhibice. Jejich použití totiž 

skýtá ve srovnání s genetickými přístupy jisté výhody. Vyřazení genu prostřednictvím 

genetických modifikací, jako je RNA interference nebo editování genomu metodou 

CRISPR/Cas9, totiž obvykle neumožňuje zachytit okamžité účinky. Genetické manipulace 

navíc nesou riziko rozvoje kompenzačních mechanismů nebo spontánních mutací, 

které mohou vést k odlišnému fenotypu. V případě genů nezbytných pro embryonální vývoj 

tento přístup navíc není možný a farmakologická inhibice CDKi na proteinové úrovni má tak 

v tomto směru významné postavení (Whittaker et al., 2017). Mnohé látky, které jsou uváděny 

jako vysoce selektivní vůči danému cíli, však nesplňují kritéria vhodné chemické sondy 

zahrnující přesně definovanou selektivitu a biologickou aktivitu. Pro některé CDK, 

včetně CDK15/18 a 20, navíc dosud nebyl identifikován žádný dostatečně účinný inhibitor. 

Podrobnější studie by tak mohly odhalit jejich vhodné inhibitory, které by umožnily studium 

biologických funkcí kinas (Sánchez-Martínez et al., 2019; Wells et al., 2020).  

Právě tyto méně prostudované CDK jsou také častými neodhalenými vedlejšími 

nebo i primárními cíli inhibitorů kinas. Z 214 klinicky testovaných kinasových inhibitorů 

se více než 10 % léčiv vyznačovalo vazbou vůči CDK16 nebo CDK17, která do té doby 
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nebyla odhalena (Klaeger et al., 2017), a není jasné, zda jejich inhibice je přínosná 

pro terapeutickou intervenci, anebo je naopak spojena s nežádoucími vedlejšími účinky. 

Ukazuje se, že i původně udávané selektivní CDKi interagují s podstatně vyšší afinitou s méně 

prostudovanými členy CDK rodiny. Z těchto důvodů by měl být kladen větší důraz 

i na studium interakcí s těmito kinasami. Komplexní analýza selektivity v prostředí intaktních 

buněk totiž například odhalila, že původně selektivní CDK2 inhibitor II. typu označovaný 

jako KO3861 (Alexander et al., 2015) disponuje podstatně vyšší afinitou vůči CDK8/19. 

Tento výsledek klasifikoval KO3861 na CDK8/19i a poukázal, že inhibice typu II 

je potenciální strategií efektivního cílení těchto homologních kinas (Wells et al., 2020). 

Dlouhou dobu nebyl také identifikován žádný inhibitor CDK10. Nedávná studie však 

poukázala, že CDK10 je vedlejším cílem několika nových CDK9 selektivních inhibitorů, 

MC180295, AZD4573 a NVP-2, přičemž tento cíl u dvou z nich v původních studiích vůbec 

nebyl zaznamenán (Robert et al., 2020). Tyto látky představují slibný výchozí bod pro vývoj 

dalších analogů, které by mohly selektivně inhibovat CDK10 a které by významně napomohly 

při studiu jejích funkcí a odhalení, zda představuje významný terapeutický cíl. 

Ačkoliv se může zdát, že polyfarmakologie je spíše negativním faktorem, 

který je nutné prostudovat z důvodu vysvětlení nežádoucích účinků, tak její existence může 

mít i výhodné důsledky. Poskytuje totiž příležitost pro tzv. repurposing, kdy jsou již existující 

látky využity k jiným účelům jako vysoce účinné inhibitory původně neodhalených cílů. 

Takové látky pak mohou být použity pro léčbu odlišných onemocnění, než bylo původně 

zamýšleno. Tento přístup znovuvyužití již existujících léčiv významně snižuje čas i náklady 

na vývoj (Chaudhari et al., 2017; Cha et al., 2018). Úspěšným klinickým příkladem 

repurposingu je imatinib, který byl schválen pro léčbu chronické myeloidní leukémie 

prostřednictvím cílení onkogení BCR-ABL kinasy (Capdeville et al., 2002; 

Cohen et al., 2002). Později bylo zjištěno, že imatinib účinně inhibuje i KIT a PDGFR 

receptory růstových faktorů, což vedlo k přesměrování klinického vývoje k léčbě 

gastrointestinálních stromálních tumorů a myelodysplastických a myeloproliferativních 

chorob (Apperley et al., 2002; Dagher et al., 2002; Piccaluga et al., 2007). Obdobným 

způsobem by například mohla být využita silná inhibice CDK4/6i, palbociclibu 

a abemaciclibu, vůči CLK1 kinase, která je považována za slibný cíl pro léčbu Duchennovy 

svalové dystrofie (Sako et al., 2017; Uitdehaag et al., 2019). 
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3.1.1 Charakterizace selektivity inhibitorů 

Pro jednoznačnou charakterizaci selektivity a molekulární farmakologie inhibitorů je nezbytné 

provádět testování na několika úrovních. Prvním krokem je identifikace všech biologických 

cílů, se kterými látka interaguje, a to nejen in vitro na enzymové úrovni, ale i v živých 

buněčných systémech. Dále pak ověřit, že inhibitor je schopen dosáhnout primárního cíle 

v intaktních buňkách, a potvrdit, že inhibice tohoto cíle je odpovědná za výsledný buněčný 

efekt (Munoz, 2017). Nicméně tento způsob identifikace cílů dodnes zůstává náročným 

úkolem z důvodu značných limitací současných metod. V podstatě neexistuje 

žádný univerzálně použitelný přístup vhodný pro všechny látky a buněčné cíle, 

a proto je doporučováno využívat kombinace různých technologií, které jsou založeny 

na odlišných principech, čímž se zvyšuje úspěšnost identifikace všech relevantních cílů. 

Základními a standardně používanými metodami identifikace cílů inhibitorů kinas byla 

dlouhou dobu biochemické měření enzymové aktivity, které kvantifikuje tvorbu produktu 

reakce (fosforylovaný substrát nebo ADP) (Wang et Ma, 2015). Obvykle jde o bezbuněčné 

experimenty využívající rekombinantních proteinů nebo jejich domén v odlišných 

koncentracích, než je typické v buněčném prostředí. Navíc se odlišují od proteinů plné délky 

exprimovaných v buněčných podmínkách, a to zejména v post-translačních modifikacích, 

které ovlivňují stabilitu nebo specifické interakce, jež obvykle závisí na tkáňovém 

či buněčném typu. Tyto podmínky neodpovídají fyziologicky relevantnímu prostředí 

a všechny tyto faktory mohou ovlivnit interakci látky, a tudíž i výsledky testů 

(Klaeger et al., 2017). Na buněčné úrovni bylo standardní testování omezeno na analýzu 

inhibice fosforylace podřízených substrátů a výslednou fenotypovou buněčnou odpověď. 

Přístup založený na analýze substrátů je však významně zatížen funkční redundancí, 

kdy jeden substrát je fosforylován různými CDK, které se vzájemně zastupují. 

Typickým příkladem je protein Rb, který je fosforylován několika CDK regulujícími buněčný 

cyklus, nebo RNA polymerasa II fosforylovaná transkripčními CDK. Pro některé CDK navíc 

dosud nebyl identifikován žádný substrát. V případě fenotypových screeningových přístupů 

je velmi obtížné přiřadit fenotyp vyvolaný látkou k definovanému buněčnému cíli 

a odpovídajícímu mechanismu působení (Munoz, 2017; Pasquer et al., 2020).  
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Výše uvedená omezení a vysoká četnost neočekáváné aktivity látek podnítila 

v posledním desetiletí k vývoji sofistikovanějších chemoproteomických metod. U novějších 

inhibitorů, zvláště pokud mají být používány klinicky nebo jako chemické nástroje, 

je celoproteomové testování selektivity už poměrně běžnou záležitostí obvykle 

zprostředkovanou platformami komerčních společností využívajících metody založené 

na kvantifikaci katalytického produktu nebo afinity (Pan et al., 2016; Wright et Sieber, 2016; 

Hacker et al., 2017). Kinasové enzymatické testy kvantifikující produkt reakce využívají 

např. platformy jako je HotSpot (Reaction Biology), KinaseProfiler (Eurofins) založené 

na radiometrickém principu nebo metody založené na kvantifikaci ADP (ADP Hunter HS 

nebo ADP Quest HS, DiscoveRx) využívající fluorescenčních detekčních koncovek. 

Za zlatý standard jsou považovány právě radiometrické testy vzhledem k relativně nízkému 

stupni falešně pozitivních výsledků oproti např. fluorescenčním přístupům, které jsou navíc 

technologicky náročnější a nákladnější. Mezi nejznámější komerční platformy kvantifikující 

afinitu inhibitoru ke kinase patří např. KinomeScan Technology (DiscoveRx) 

nebo LanthaScreen Eu Kinase Binding Assay (ThermoFisher Scientific). Na rozdíl od metod 

založených na kvantifikaci aktivity mohou být prováděny s aktivními i neaktivními kinasami 

obvykle bez přítomnosti ATP nebo substrátu, tudíž výsledky nemohou být ovlivněny jejich 

koncentrací. Obecně však nejsou schopny detekovat substrátově-specifické inhibitory 

nebo také látky interagující s jinými doménami, než je kinasová. Vazebná aktivita látky 

se navíc nemusí vždy promítnout do vlivu na aktivitu kinasy (Wang et Ma, 2015). 

I tyto pokročilejší metody se tedy vyznačují určitými limitacemi. Použití řady z nich 

je omezeno pouze na rekombinantní proteiny nebo případně buněčné lyzáty, které neumožňují 

zachytit interakce nebo metabolické konverze probíhající pouze v intaktním buněčném 

prostředí (Chen et al., 2020; Park et al., 2019). Z těchto důvodů se v současnosti pozornost 

zaměřuje na pokročilejší přístupy hodnocení interakcí ve fyziologicky relevantním prostředí 

intaktních buněk. 

Nedávno byla také vyvinuta technologie, která umožňuje ověřit buněčnou dostupnost 

inhibitoru a jeho schopnost vázat cíl v intaktních buňkách. Příslušná kinasa je exprimována 

v analyzovaných živých buňkách s luciferasovou značkou NanoLuc. Pro detekci interakce 

látky s inhibitorem byly vyvinuty a optimalizovány bifunkční foto-afinitní sondy BRET 

(bioluminiscenční rezonanční přenos energie) na základě struktury známých inhibitorů. 
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V případě navázání sondy k příslušné fúzní NanoLuc-kinase je generován signál, 

který je ovlivněn kompeticí se studovaným inhibitorem (Vasta et al., 2018). Wells a kol. 

využili tento systém ve vztahu ke všem 21 členům CDK rodiny, což umožnilo analýzu 

selektivity inhibitorů vůči celé CDK rodině v živých buňkách (Wells et al., 2020). 

Součástí analýzy bylo 46 vybraných CDKi, které v minulosti postoupily do klinického 

testování. Pro CDK4/6, 8/19, 9 a 12 se podařilo identifikovat CDKi s nanomolární afinitou 

a vysokým indexem selektivity (palbociclib a ribociclib pro CDK4/6; CCT251545 

pro CDK8/19; BAY-1251152 a atuvecilib pro CDK9; THZ531 pro CDK12). Pro CDK7 

byla identifikována pouze jedna látka s poměrně nižší selektivitou a intracelulární účinností 

(BS-181). Testované CDK2i a duální CDK1/2i účinkující v nanomolárních koncentracích byly 

označeny v této studii jako látky s velmi nízkou selektivitou, které interagovaly i s dalšími 

členy CDK rodiny, zejména CDK14-18 (např. CDKI-73 nebo RGB286639). Vzhledem 

k tomu, že velká většina testovaných CDKi se vyznačovala vyšší promiskuitou v buňkách, 

než bylo původně udáváno na základě nebuněčných experimentů, tato studie poukazuje 

na důležitost testování v relevantních fyziologických podmínkách (Wells et al., 2020). 

3.1.2 Biofyzikální identifikace cílů kinas v intaktních buňkách 

Současný rozvoj hybridní hmotnostní spektrometrie s vysokým rozlišením umožnil 

identifikovat intracelulární cíle na základě biofyzikálních změn indukovaných vazbou 

inhibitoru (ligandu), které se projeví rozdílnou teplotní, chemickou nebo proteolytickou 

stabilitou cíle (Park et al., 2019; Pasquer et al., 2020; Sun et al., 2021).  

Analýza teplotní denaturace (cellular thermal shift assay, CETSA) je založena 

na měření změn v teplotní stabilitě proteinů po vazbě ligandu v buněčném prostředí, 

a to buď lyzátů, anebo intaktních buněk. Je obecně známo, že termodynamické a kinetické 

změny proteinů spojené s vazbou ligandu mají tendenci posunout tzv. bod tání (Tm) k vyšším 

teplotám, jejímž výsledkem je zvýšení teplotní stability proteinu (Molina et al., 2013; 

Jafari et al., 2014; Molina et Nordlund, 2016). Palbociclib patřil mezi jednu z prvních látek 

testovaných touto metodou, kdy byla ověřena jeho selektivita vůči CDK4/6, přičemž nebyla 

pozorována stabilizace CDK2 ani 9 v intaktních buňkách (Molina et al., 2013). Tato prvotní 

studie prokázala nesmírnou užitečnost této metody a od té doby se stala široce používanou 
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technikou, která byla využita i v této práci (Jorda et al., 2018b, Příloha I). Od imunodetekce, 

která podstatně limitovala množství analyzovaných cílů, se posunula k implementaci 

hmotnostní spektrometrie (termální proteomové profilování, TPP) umožňující analýzu celého 

proteomu i několika vzorků současně při jednom běhu (Obr. 4A) (Ball et al., 2020). 

TPP například odhalila, že palbociclib a v nižší míře i ribociclib indukuje teplotní stabilizaci 

řady kinas PI3K/Akt/mTOR dráhy a 20S proteasomu. Díky tomu bylo zjištěno, 

že proteasomální aktivace je jedním z buněčných efektů palbociclibu a že se zřejmě podílí 

i na indukci senescence (Miettinen et al., 2018). 

Druhý přístup využívá chemické denaturace proteinů a stanovení stupně oxidace 

methioninových residuí. Metoda označovaná jako SPROX (stability of proteins from rates 

of oxidation) je založena na principu termodynamických změn při skládání proteinů 

(West et al., 2008). Předpokládá se, že za fyziologických podmínek se velká většina 

hydrofobních methioninových residuí proteinu nachází uvnitř jeho struktury a stupeň jejich 

oxidace je tedy nízký. Působením rostoucích koncentrací denaturačních látek dochází k jejich 

odhalení a jsou tak vystaveny oxidaci. Oxidované methioniny jsou pak následně detekovány 

kvantitativní hmotnostní spektrometrií. Cílové proteiny inhibitoru jsou stanoveny na základě 

porovnání zakřivení křivek, které vyjadřují množství oxidovaného methioninu versus 

koncentrace denaturační látky (Obr. 4B). Nevýhodou této metody je fakt, že frekvence 

výskytu methioninů je v rámci proteomu nízká, a proto proteiny, které nenesou žádný 

methionin, nemohou být tímto způsobem analyzovány (Strickland et al., 2013; 

West et al., 2010). 

Vazba ligandu vede nejenom k teplotní stabilizaci, ale i ke zvýšení proteolytické 

stability proteinu. Na tomto principu je založena metoda DARTS (drug affinity responsive 

target stability), jež byla v prvotní verzi aplikována na buněčný lyzát, který byl vystaven 

slabým proteolytickým podmínkám v přítomnosti a nepřítomnosti studované látky, přičemž 

interakce látky s cílovými proteiny zvyšovala jejich odolnost vůči enzymatické digesci. 

Po separaci gelovou elektroforézou byly analyzovány hmotnostní spektrometrií proteiny 

s odlišnou intenzitou (Lomenick et al., 2009). Tato metoda byla rozšířena i na intaktní 

buňky ve spojení s přímou hmotnostní analýzou (limited proteolysis-coupled mass 

spectrometry, LiP-MS) (Schopper et al., 2017), nicméně v praxi není příliš používána 

(Obr. 4C). Poměrně nedávno však byla uvedena její modifikace, která umožňuje analyzovat 
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i komplexní lidské vzorky na proteomové úrovni, což by mohlo vést k rozšíření jejího použití 

v praxi (Piazza et al., 2020).  

 

Obr. 4:  Schématické znázornění principu biofyzikálních přístupů identifikace cílů A) teplotní denaturací 

(cellular thermal shift assay, CETSA; termální proteomové profilování, TPP), B) chemickou denaturací 

(stability of proteins from rates of oxidation, SPROX), C) omezenou proteolýzou (limited proteolysis-

coupled mass spectrometry, LiP-MS) (upraveno podle Pasquer et al., 2020). 

3.1.3 Genetické přístupy identifikace a validace cíle 

Důležitým krokem při validaci je také potvrzení, že inhibice identifikovaného cíle 

je odpovědná za výsledný buněčný efekt inhibitoru. Tyto přístupy lze rozdělit do dvou skupin. 

První je založen na identifikaci mutací, které způsobují rezistenci vůči studované látce, 

a druhý vychází z narušení funkce genu kódujícího potenciální cíl a následného sledování 

fenotypového projevu a změn citlivosti na inhibitor (Pasquer et al., 2020). 

 V prvním případě se předpokládá, že buněčné linie kultivované v přítomnosti 

cytotoxické látky buď nepřežijí, anebo si vyvinou mutace, díky nimž budou rezistentní 

vůči této látce. Se současným pokrokem sekvenovacích technik je nyní možné identifikovat 

geny nesoucí tyto mutace na úrovni transkriptomu nebo genomu. Takové geny jsou pak 

hypoteticky považovány za ty, které kódují proteinový cíl testované látky. 

Nicméně za tuto rezistenci mohou být odpovědné i mutace v genech členů podřízených 
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signálních drah, kompenzační mechanismy nebo transportní proteiny, takže tento způsob 

ověření nemusí být jednoznačný (Pasquer et al., 2020).  

 Druhý přístup je realizován prostřednictvím malých interferujících nebo vlásenkových 

RNA, které zabraňují expresi cílového proteinu. Výsledný fenotyp je pak srovnáván 

s fenotypem indukovaným farmakologicky. Interference se však vyznačuje vedlejšími účinky, 

které mohou komplikovat analýzu (Lin et al., 2019). Editování genomu technikou 

CRISPR/Cas9 výrazně rozšířilo schopnost generovat farmakologicky relevantní buněčné 

modely pro validaci cílů (Shalem et al., 2014; Zhou et al., 2014). Nicméně i přesto výsledný 

fenotyp nemusí korelovat s farmakologickým vzhledem k rozdílům v načasování 

(okamžitě působící farmakologický inhibitor versus pomalý účinek genového editování) 

a v povaze změny (inhibice versus absence) (Munoz, 2017).  

U kinas je navíc nutné počítat s nekatalytickými funkcemi, které ovlivňují fenotypový 

projev. CDK6 například přímo interaguje a inhibuje transkripční aktivitu RUNX1 a blokuje 

tak myeloidní diferenciaci (Fujimoto et al., 2007). Kromě toho také aktivuje c-Jun a STAT3, 

což vede k indukci transkripce p16, endogenního inhibitoru CDK4/6, a také vaskulárního 

endoteliálního růstového faktoru VEGF-A (Kollmann et al., 2013). K expresi tohoto faktoru 

přispívá také cyklin D1 a společně s CDK6 jsou tak považovány za možné regulátory 

nádorové angiogeneze (Yasui et al., 2006; Tadesse et al., 2015). Tyto funkce nejsou závislé 

na kinasové aktivitě CDK, tudíž nemohou být ovlivněny konvenčními kompetitory, 

nicméně jsou zasaženy genetickým editováním, po němž pak výsledný fenotypový projev 

nemusí korelovat s farmakologickou inhibicí. Při identifikaci cílů tedy nelze spoléhat 

ani pouze na genetické přístupy. 

3.2 Současný pokrok ve vývoji selektivních CDKi 

Díky rozvoji strukturní biologie a celoproteomového testování selektivity i ve fyziologicky 

relevantním prostředí a pochopení vztahu mezi strukturou a aktivitou látky bylo dnes 

již vyvinuto velké množství selektivních CDKi. Velká většina těchto látek reversibilně 

kompetuje s ATP o vazbu v aktivním místě. Vysoká podobnost ATP-vazebného místa, 

která omezuje selektivní inhibici, však podnítila i k vývoji dalších strategií. Inhibitory 

mohou například interagovat s alternativními proteinovými místy, která nejsou konzervovaná 
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v rámci kinomu, a tudíž se předpokládá, že by mohly poskytovat vyšší stupeň selektivity. 

Takovými látkami jsou kovalentní inhibitory, které obvykle modifikují cysteiny uvnitř 

nebo v blízkosti ATP-vazebné kapsy, nebo alosterické inhibitory (Peyressatre et al., 2015; 

Heptinstallet al., 2018; Sánchez-Martínez et al., 2019). Nejnovějším přístupem je také vývoj 

konjugátů, které jsou schopny selektivně degradovat CDK (Churcher, 2018; 

Scheepstra et al., 2019). Vzhledem k úspěchu palbociclibu, ribociclibu a abemaciclibu 

v klinickém použití jsou v posledních letech vyvíjeny především selektivní CDK4/6i, 

ale poměrně vysoké selektivity bylo dosaženo také při vývoji inhibitorů CDK7, 8/19, 9 

nebo CDK12/13 (Heptinstall et al., 2018). 

Následující kapitoly poskytují přehled relevantního pokroku ve vývoji selektivních 

CDK inhibitorů s důrazem na látky komerčně dostupné, které jsou nabízeny společnostmi jako 

SelleckChem, SigmaAldrich, MedChemExpress, Tocris nebo Santa Cruz Biotechnology. 

Látky, které byly jednoznačně klasifikovány na pan-selektivní, nejsou v této kapitole zahrnuty. 

Některé inhibitory jsou označovány jako vysoce selektivní pouze na základě publikovaného 

patentu, ve kterém mnohdy byly testovány pouze vůči několika CDK. Selektivitu těchto látek 

nelze objektivně hodnotit, proto nejsou zahrnuty. Informace o inhibitorech diskutovaných 

v těchto kapitolách jsou přehledně shrnuty v Tab. 1 na konci kapitol. 

3.2.1 CDK4/6i 

Skupina CDK4/6 selektivních inhibitorů dosáhla největšího úspěchu v klinickém použití 

(Obr. 5). Jejich hlavní mechanismus účinku je založen především na inhibici fosforylace 

Rb a následném zablokování buněčného cyklu v G1 fázi v důsledku inhibice CDK4/6. Účinek 

těchto látek je spíše cytostatický bez výrazné indukce buněčné smrti, což je pravděpodobně 

důvodem jejich nízké toxicity při terapeutickém použití (Asghar et al., 2015; 

Knudsen et Witkiewicz, 2017). S postupným rozvojem znalostí v molekulární biologii se však 

ukazuje, že CDK4/6 mají řadu dalších funkcí, jako je například vliv na buněčný metabolismus 

nebo proteasomální aktivitu, které byly podrobněji diskutovány v přiložené práci 

(Hendrychová et al., 2020, Příloha II). Inhibice těchto funkcí pak má vliv na výsledný 

fenotyp a CDK4/6i tak mohou působit na progresi nádorů i jinými způsoby než prostým 

zablokováním buněčného cyklu (Klein et al., 2018). 
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Přestože objevu palbociclibu, ribociclibu a abemaciclibu, které byly schváleny FDA, 

předcházela řada látek označovaných jako vysoce selektivní vůči CDK4/6, mnohé z nich 

se vyznačují pan-selektivním charakterem, jenž byl odhalen v přiložené práci 

(Jorda et al., 2018b, Příloha I), a tyto látky již byly re-klasifikovány. V posledních letech 

se pozornost zaměřila právě především na palbociclib, ribociclib a abemaciclib, které se staly 

objektem zájmu řady nezávislých studií, a jejich selektivita byla velmi podrobně 

prostudována. Díky tomu však byly objeveny další vedlejší cíle a biologické efekty spojené 

s jejich působením, jež shrnuje přiložená práce (Hendrychová et al., 2020, Příloha II). 

Palbociclib byl vyvinut modifikací pyrido[2,3-d]pyrimidinového jádra 

(Fry et al., 2004) a stal se prvním schváleným inhibitorem CDK pro léčbu metastatické 

rakoviny prsu (Beaver et al., 2015; Laderian et Fojo, 2017; Walker et al., 2016). Ve vazebném 

kompetičním testu se však vyznačoval srovnatelnou afinitou jak k CDK16/17, tak k CDK4/6 

(Cousins et al., 2018). Nicméně tyto cíle nebyly potvrzeny buněčným testem, ve kterém 

naopak disponoval výhradní CDK4/6 selektivitou v rámci CDK rodiny (Wells et al., 2020). 

Palbociclib ale disponuje poměrně nízkou selektivitou, která zahrnuje řadu lipidových kinas 

fosfatidylinositolové dráhy, kinasy CSNK2 rodiny (Sumi et al., 2015; Klaeger et al., 2017; 

Cousins et al., 2018; Klein et al., 2018; Miettinen et al., 2018) a také další vedlejší cíle jako 

HIPK, CLK, TTK, ULK nebo FLT3 zejména při vyšších koncentracích (Chen et al., 2016; 

Klaeger et al., 2017; Uitdehaag et al., 2019; Hafner et al., 2019; Kim et al., 2020).  

Ribociclib byl odvozen ze stejné struktury jako palbociclib (Rader et al., 2013) a ze tří 

schválených inhibitorů je nejselektivnější vůči CDK4/6, a to i v intaktních buňkách. 

Ve vyšších koncentracích inhiboval pouze minimum vedlejších cílů jako je CAMK2 a GAK 

(Chen et al., 2016; Cousins et al., 2018; Hafner et al., 2019; Uitdehaag et al., 2019; 

Kim et al., 2020; Wells et al., 2020). Vysoká selektivita pravděpodobně souvisí s jeho nižší 

potencí a pro dosažení efektivního protinádorového účinku se proto klinicky využívá v duální 

terapii s dalšími léčivy (Uitdehaag et al., 2019).  

Posledním schváleným inhibitorem je derivát 6-pyrymidin-benzimidazolu, abemaciclib 

(Dickler et al., 2017; Sledge et al., 2017), který má nejvyšší potenci, ale disponuje nejnižší 

selektivitou. Vykazuje inhibici většího počtu dalších CDK včetně CDK1-2/5/7-9/12-17 a 19, 

nicméně výsledky studií se v tomto ohledu podstatně rozcházejí vzhledem k použitým 

podmínkám metod a přístupů (Chen et al., 2016; Cousins et al., 2018; Min et al., 2018; 
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Uitdehaag et al., 2019; Wells et al., 2020). Například CDK9 byla identifikována jako vedlejší 

cíl v biochemických testech (Gelbert et al., 2014; Chen et al., 2016; Hafner et al., 2019), 

avšak její inhibice nebyla potvrzena v buněčných testech a je tudíž považována 

za bezpředmětnou (Gelbert et al., 2014; Torres-Guzmán et al., 2017). Mimo CDK rodinu 

inhibuje také CSNK2, DYRK, HIPK, CAMK2, PIM a GSK3α/β  kinasy (Gelbert et al., 2014; 

Chen et al., 2016; Hafner et al., 2019; Uitdehaag et al., 2019; Kim et al., 2020). Tento široký 

farmakologický profil pravděpodobně připívá k jeho vysoké účinnosti a silnému negativnímu 

efektu na viabilitu nádorových buněk. Díky tomu je účinný v klinice i v monoterapii, nicméně 

by neměl být označován jako selektivní CDK4/6i (Dickler et al., 2017; Sledge et al., 2017). 

Jedním z nejnovějších CDK4/6i je trilaciclib (G1T28) založený na struktuře 

tricyklického laktamu, který byl původně vyvinut za účelem ochrany proti myelosupresi 

vyvolané v průběhu chemoterapie prostřednictvím regulace proliferace kmenových 

a progenitorových hematopoetických buněk, která je vysoce závislá právě na CDK4/6. 

Je selektivním inhibitorem CDK4/6, který neinhibuje další CDK kromě CDK9 

(Bisi et al., 2016; Wells et al., 2020), jejíž inhibice však nebyla potvrzena v buněčném 

prostředí (Wells et al., 2020). Studie analyzující jeho selektivitu ale odhalila řadu dalších cílů 

včetně FLT3 (D835V), FLT3, PRKD1-3, ULK1/2, MEK5 nebo GAK. Proteiny NEK10 

a SNARK se dokonce vyznačovaly hodnotami Ki srovnatelnými s CDK4 (Bisi et al., 2016). 

Modifikací stejného strukturního motivu byl vytvořen lerociclib (G1T38) s lepšími 

farmakokinetickými i farmakodynamickými vlastnosti. V porovnání s trilaciclibem disponuje 

vyšší selektivitou v rámci kinomu a stejně jako trilaciclib se vyznačuje inhibicí CDK9 pouze 

v biochemickém testu. Mezi jeho další cíle patří NEK10, SNARK, ULK2 a TTK 

(Bisi et al., 2017; Wells et al., 2020). 

V současné době je v klinických studiích testováno více než 10 dalších CDK4/6i, 

ovšem o řadě látek bylo publikováno zatím pouze minimum informací, ze kterých nelze 

vyvozovat jejich selektivitu, z toho důvodu nejsou zde zahrnuty. 
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Obr. 5: Chemická struktura CDK4/6 inhibitorů (* indikuje schválení FDA; + probíhající klinické testování). 

3.2.2 CDK7i 

V rámci skupiny CDK7i bylo dosud vyvinuto pouze několik inhibitorů publikovaných 

jako  CDK7 selektivní (Obr. 6) (Sava et al., 2020). Preklinické studie ukázaly, že tyto látky 

působí především prostřednictvím inhibice aktivující fosforylace CTD RNA polymerasy II 

vedoucí k represi transkripce, zejména genů asociovaných se super-enhancery. Mechanismem 

účinku je však i zablokování buněčného cyklu, jelikož CDK7 je aktivační kinasou dalších 

CDK regulujících cyklus. Inhibice CDK7 mimo jiné vede také ke genomové nestabilitě 

a k indukci apoptózy (Olson et al., 2019; Sava et al., 2020; Zhang et al., 2020). 

Mnoho mechanistických detailů a funkcí CDK7 však dlouhou dobu nebylo zcela pochopeno 

částečně z důvodu použití nedostatečně selektivních inhibitorů jako chemických sond, 

které poskytovaly rozporuplné výsledky. Z tohoto důvodu například není dosud zcela jasné, 

které CDK jsou odpovědné za fosforylaci serinu-2, 5 a 7 CTD domény RNA polymerasy II 

(Sava et al., 2020). 

 Prvním selektivním inhibitorem CDK7 se stal již v roce 2009 pyrazolo[1,5–

a]pyrimidinový derivát, BS-181, který se strukturně podobá pan-selektivnímu roskovitinu. 

Efektivně inhibuje CDK7, ale v nižší míře i CDK2, nicméně pouze za vysoké 10 µM 

koncentrace (Ali et al., 2009). Jeho vysoká selektivita byla potvrzena i analýzou v prostředí 

intaktních buněk, kdy byl označen za jednu z nejvhodnějších CDK7-selektivních chemických 

sond (Wells et al., 2020). V rámci kinomu byl ale testován pouze vůči 70 kinasam, 

což nevylučuje existenci jiných vedlejších cílů (Ali et al., 2009).  
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Za účelem zlepšení farmakologických vlastností byl vytvořen jeho analog, 

samuraciclib (ICEC0942, CT7001) (Hazel et al., 2017; Patel et al., 2018), který však inhibuje 

také CDK2-4 a 10 (Wells et al., 2020). Méně selektivním analogem je také LDC4297 

(Kelso et al., 2014; Hutterer et al., 2015), který disponuje inhibiční aktivitou vůči CDK1-6 

a také vůči TAIRE skupině CDK (Wells et al., 2020). QS1189 je pyrazolo-triazinový derivát, 

jehož struktura nebyla dosud publikována. Jeho selektivita dosud byla ověřována pouze 

biochemickým testem v původní studii, ve které se vyznačoval i slabší inhibiční aktivitou 

vůči CDK2/5 a 16 (Choi et al., 2019). Jeho použití by tedy mělo předcházet další podrobnější 

testování. 

 

Obr. 6: Chemická struktura CDK7 inhibitorů (+ indikuje probíhající klinické testování). 

3.2.3 CDK8/19i 

CDK8 a její paralog CDK19 se vyznačují vysokou homologií a jsou často inhibovány jako 

vedlejší cíle pan-selektivních CDKi, nicméně byly vyvinuty i jejich duální inhibitory (Obr. 7). 

Vysoká podobnost těchto kinas neumožňuje jejich individuální farmakologickou inhibici, 

a proto dosud nebyly pochopeny rozdíly v jejich účincích a zůstávají tak relativně málo 

prostudovanými CDK (Wu et al., 2021). Jejich farmakologická inhibice vede k potlačení 

proliferace některých malignit jako je akutní myeloidní leukémie nebo ER+ rakoviny prsu. 

Následky jejich inhibice jsou však závislé na specifickém buněčném kontextu, kdy CDK8 

může zaujímat funkci onkogenu, anebo nádorového supresoru (McDermott et al., 2017; 

Rzymski et al., 2017). 

 Vývoj CDK8/19i odstartoval objev cortistatinu A, který se stal prvním publikovaným 

ligandem CDK8, nicméně se vyznačoval také vysokou afinitou vůči CDK11 a ROCK kinasam 

(Cee et al., 2009). Interakce s těmito vedlejšími cíli nebo jinými CDK však byla později 
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vyvrácena (Pelish et al., 2015). V roce 2012 byla objevena skupina chinazolinových sloučenin 

označovaných jako SNX2, z nichž senexin A se stal komerčně dostupnou látkou 

(Porter et al., 2012; McDermott et al., 2017). Optimalizací jeho struktury vznikl lépe 

rozpustný senexin B (SNX-1-165) (Roninson et al., 2013). Farmakologická inhibice senexiny 

fenotypově odpovídala CRISPR/Cas9 vyřazení genů CDK8/19 (Porter et al., 2012; 

McDermott et al., 2017). Pozdější kinomová analýza odhalila MAP4K2 jako vedlejší cíl 

senexinu B, avšak s hodnotou Kd 10x vyšší než pro CDK8 (Chen et al., 2019). 

Optimalizací struktury inhibitoru signální dráhy WNT byl vyvinut CCT251545 

(Mallinger et al., 2015), který byl identifikován jako selektivní CDK8/19 inhibitor na základě 

několika různých přístupů (Dale et al., 2015; Wells et al., 2020). Společně s MSC2530818, 

který je derivátem imidazothiadiazolu, se obě látky vyznačují také inhibicí GSK3 kinas 

(Dale et al., 2015; Czodrowski et al., 2016). MSC2530818 v in vivo testech ale disponoval 

neočekávanou systémovou toxicitou, která není běžná při inhibici CDK8/19 

(Clarke et al., 2016) a která je pravděpodobně spojena s inhibicí GSK3 kinas nebo jiných 

neodhalených cílů (Chen et al., 2019).  

Zvláštní postavení má inhibitor BRD6989, který se vyznačuje nižší účinností 

než předchozí zmiňované látky, nicméně selektivně inhibuje CDK8, nikoliv CDK19. 

Kromě CDK8 však byly identifikovány jako jeho vedlejší cíle také lipidové kinasy, PI3KC2A 

a PI3KCG (Johannessen et al., 2017). 

Jedním z nejnovějších CDK8/19i je tricyklický benzimidazol, SEL120 (SEL120-34A) 

(Rzymski et al., 2017), který se v současné době nachází v klinickém testování pro léčbu 

akutní myeloidní leukémie (Borthakur et al., 2019). SEL120 se vyznačuje vysokou 

selektivitou v rámci CDK rodiny v kinasovém inhibičním testu i v intaktních buňkách 

(Rzymski et al., 2017; Wells et al., 2020), nicméně jeho aktivita vůči dalším cílům z kinomu 

nebyla publikována. 
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Obr. 7: Chemická struktura CDK8/19 inhibitorů (+ indikuje probíhající klinické testování).  

3.2.4 CDK9i 

Základním mechanismem působení CDK9i je inhibice fosforylace CTD RNA polymerasy II, 

která je mimo jiné asociována s poklesem hladiny anti-apoptotických proteinů Mcl-1 

a onkoproteinu Myc vedoucí k rozsáhlé apoptóze (Wu et al., 2020). Podobně jako v případě 

CDK7 i CDK9 je cílem mnoha pan-selektivních inhibitorů a v současné době je již komerčně 

dostupných celá řada látek, které jsou uváděny jako CDK selektivní, nicméně jejich vlastnosti 

se významně liší (Obr. 8). 

CAN508 byl jedním z prvních inhibitorů vykazujících preferenční inhibici CDK9, 

nicméně také inhibuje CDK2. V rámci kinomu byl testován pouze vůči 100 

kinasam, což nevylučuje možnou inhibici vedlejších cílů (Kryštof et al., 2006, 2011). 

Podobným příkladem je LDC067 (LDC000067), který disponuje vysokou selektivitou 

vůči CDK9 v rámci CDK rodiny, nicméně kinomová analýza selektivity zahrnovala pouze 

28 dalších kinas (Albert et al., 2014; Wells et al., 2020). Podrobně charakterizovanou látkou 

je CDK9i (CDK9-IN2), která však s nižší účinností inhibuje také DYRK kinasy 

(Lu et al., 2015). 

Atuveciclib (BAY-1143572) a jeho strukturní derivát BAY-1251152 byly vyvinuty 

stejnou výzkumnou skupinou a jako první CDK9i vstoupily do klinických studií. Disponují 

vysokou selektivitou vůči CDK, a to >50x vyšší než vůči jiným CDK. Mezi vedlejší 

cíle atuveciclibu patří GSK3 kinasy, ale celokinomová analýza selektivity BAY-1251152 

nebyla zveřejněna (Scholz et al., 2016; Lücking et al., 2017; Luecking et al., 2017; 
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Byrne et al., 2018). BAY-1251152 se vyznačuje vyšší účinností i selektivitou oproti 

atuveciclibu a byl doporučen jako vhodná CDK9-selektiviní chemická sonda 

(Luecking et al., 2017; Wells et al., 2020). GSK3 kinasy jsou také vedlejším cílem MS180295 

(Zhang et al., 2018; Kirubakaran et al., 2020). Kromě CDK9 ale účinně inhibuje také CDK10 

a ve vyšších koncentracích inhibuje také fosforylaci substrátu CDK4/6 kinas 

(Zhang et al., 2018; Robert et al., 2020; Kirubakaran et al., 2020). 

Selektivitou vůči CDK9 disponuje také méně známý JSH-150, a to >300x vyšší 

než vůči jiným CDK. V rámci kinomu byla zaznamenána interakce pouze s DYRK1, 

nicméně od jeho vývoje nebyl dále testován (Wang et al., 2018). Strukturně podobný NVP-2 

ve vazebném kompetičním testu kromě CDK9 inhiboval i DYRK1, CDK7 a 13. V kinasovém 

inhibičním testu však CDK7 nebyla inhibována. Rozdíly v těchto výsledcích jsou připisovány 

tomu, že na rozdíl od kompetičního testu byla kinasová reakce prováděna v přítomnosti 

příslušného cyklinu, který způsobuje změny v konformaci ATP-vazebného místa CDK7, 

jejímž výsledkem je znemožnění vazby inhibitoru (Olson et al., 2018). Chemoproteomická 

analýza buněčných lyzátů naopak odhalila CDK9 a 10 jako primární cíle a NVP-2 

je tak ukázkovým příkladem rozdílnosti výsledků odlišných metod (Olson et al., 2018; 

Robert et al., 2020). 

AZD4573 patří mezi jeden z nejnovějších inhibitorů, který je testován 

v klinických studiích a uváděn jako CDK9 selektivní. Disponuje však inhibicí dalších kinas 

včetně CDK1-6, CK, DYRK i GSK3, a to již v nízkých koncentracích (Barlaam et al., 2020; 

Cidado et al., 2020). CDK1-3 patřily mezi nejvíce inhibované vedlejší cíle 

(Cidado et al., 2020) společně s CDK10 (Robert et al., 2020). Selektivita AZD4573 by měla 

být zvážena, zejména vůči CDK1 a 3, jejichž inhibice byla pozorována také u jiných 

strukturně podobných amidopyridinů ze stejné série (Barlaam et al., 2020).  

Poslední méně známou látkou s >50x vyšší selektivitou vůči CDK9 v rámci 

CDK rodiny je KB-0742 (Richters et al., 2021). Tento inhibitor vznikl optimalizací struktury 

KI-ARv-03, který byl podrobně charakterizován na základě biochemických i buněčných testů 

a který disponuje vysokou selektivitou vůči CDK9 i v rámci kinomu. Tato charakterizace však 

nebyla provedena s KB-0742 a je známo, že i malé změny struktury mohou vést k naprosto 

odlišným vlastnostem, a proto nelze vyloučit inhibici dalších vedlejších cílů 

(Richters et al., 2021). 



35 

 

 

 

Obr. 8: Chemická struktura CDK9 inhibitorů (+ indikuje probíhající klinické testování).  

3.2.5 CDK12/13i 

CDK12 a 13 patří mezi transkripční kinasy, jejichž fyziologické funkce jsou postupně 

odhalovány až v posledních letech, a to prostřednictvím genetických přístupů, protože dlouhou 

dobu neexistoval žádný selektivní inhibitor. Bylo zjištěno, že inhibice CDK12 a 13 snižuje 

expresi řady genů zapojených do odpovědi na poškození DNA, jejímž následkem je zvýšení 

citlivosti na látky poškozující DNA nebo PARP inhibitory. Synergickým působením těchto 

látek dochází k akumulaci letálních poškození DNA a k buněčné smrti (Bajrami et al., 2014; 

Krajewska et al., 2019). Z tohoto důvodu se CDK12 a 13 staly objektem zájmu 

vývoje selektivních inhibitorů (Obr. 9). Tyto dvě kinasy jsou velmi úzce příbuzné 

a jejich ATP-vazebná místa jsou téměř identická, nicméně regulují odlišné geny 

(Greifenberg et al., 2016; Johannessen et al., 2017). 

Díky znalosti krystalových struktur a modelování byl na základě struktury vysoce 

účinného dinaciclibu a inhibitoru SR-3029 vykazujícího účinnost vůči CDK12 vyvinut ATP-

kompetitivní CDK12-IN-3. Vyznačuje se selektivitou vůči CDK12, ale v nižší míře inhibuje 

také CDK9 a 13, IRAK1, PI4KB a TAOK1 (sloučenina 7, Johannessen et al., 2017). 
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Dalším selektivním CDK12/13i je SR-483, který disponuje pouze nízkou afinitou vůči 

dalším cílům jako jsou CDK4/6/9 a GSK3 kinasy. Jeho selektivita byla testována v rámci 

celého kinomu pouze nebuněčnými technologiemi, avšak farmakologická inhibice fenotypově 

odpovídala genetické inhibici CDK12/13 (Quereda et al., 2019). 

 

Obr. 9: Chemická struktura CDK12/13 inhibitorů.  

3.2.6 Kovalentní inhibitory 

Kovalentní inhibice je poměrně atraktivní strategií pro dosažení vysoké účinnosti 

a dlouhodobější terapeutické odpovědi díky vysoké afinitě těchto látek. Ta umožňuje nižší 

a méně časté dávkování oproti jiným nekovalentním léčivům a potenciálně tak snižuje 

incidenci nežádoucích vedlejších účinků a resistence. Tyto látky mají však také své nevýhody 

jako je nežádoucí farmakokinetika a vysoká reaktivita, která bývá často spojována s nízkou 

selektivitou. Přes počáteční skepsi však řada studií poukázala na to, že mohou být účinnými 

i poměrně selektivními inhibitory s praktickým využitím (Sánchez-Martínez et al., 2019; 

Sutanto et al., 2020). Mezi nejnovější kovalentní inhibitory schválené pro terapeutickou léčbu 

patří selektivní inhibitor BTK, zanubrutinib (Syed, 2020), nebo EGFR, dacomitinib 

(Shirley, 2018), a určitý pokrok byl zaznamenán i ve vývoji kovalentních inhibitorů CDK. 

V této souvislosti bylo popsáno několik cysteinových residuí kinas CDK7/12/13 a 14, 

které umožňují jejich kovalentní inhibici (Sánchez-Martínez et al., 2019). 

Na základě strukturního porovnání však bylo zjištěno, že cysteiny 1039 a 1017 se u CDK12, 

respektive CDK13, vyskytují ve stejné pozici, a tudíž jejich modifikátory inhibují obě tyto 

kinasy (Obr. 10). Kovalentní inhibice je však efektivním mechanismem, který umožňuje 

poměrně selektivní inhibici CDK, protože cílí nekonzervované cysteiny uvnitř nebo v blízkosti 

ATP-vazebné kapsy na rozdíl od konvenčních ATP kompetitorů. V rámci této skupiny bylo již 

vyvinuto několik látek, jejichž struktura je zobrazena na Obr. 11. 
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Obr. 10: Strukturní porovnání CDK7/12/13 a 14 s vyznačením cysteinových residuí umožňujících jejich 

kovalentní inhibici. 

V roce 2014 byl objeven THZ1 jako první kovalentní inhibitor CDK rodiny 

(Kwiatkowski et al., 2014). THZ1 je fenylaminopyrimidin nesoucí akrylamidovou skupinu, 

která kovalentně modifikuje cystein-312 CDK7, nicméně také inhibuje CDK12 a 13 

ve vyšších koncentracích (Kwiatkowski et al., 2014). Struktura THZ1 však byla využita 

pro vývoj dalších selektivnějších inhibitorů transkripčních kinas. Modifikací jeho struktury 

vznikl THZ531, který interaguje s cysteinem-1039 CDK12 a cysteinem-1017 CDK13 

a ireversibilně inhibuje jejich aktivitu (Zhang et al., 2016). Inhibice CDK7 a 9 v kinasovém 

inhibičním testu byla více než 50x slabší než vůči primárním cílům a jeho selektivita byla 

potvrzena i napříč kinomem (Zhang et al., 2016; Gao et al., 2018). Testování na buněčné 

úrovni odhalilo, že při nižších koncentracích (<1 µM) v intaktních buňkách interaguje pouze 

s CDK12 (Wells et al., 2020). Zajímavostí je, že analogy THZ1 i THZ531, které nenesly 

akrylamidovou skupinu, a tudíž nebyly schopny kovalentní interakce, se vyznačovaly 

podstatně nižší selektivitou, což ukazuje, že tento kovalentní mechanismus inhibice 

je nezbytný pro jejich aktivitu. Cílení jedinečných nukleofilních cysteinů zejména 

lokalizovaných mimo kinasovou doménu tedy představuje efektivní způsob selektivní inhibice 

CDK, který umožňuje obejít vysokou sekvenční a strukturní podobnost ATP-vazebného místa 

(Kwiatkowski et al., 2014; Zhang et al., 2016; Gao et al., 2018). 

O několik let později byl objeven YKL-5-124, který interaguje s cysteinem-312 CDK7 

a je neaktivní vůči CDK12 a CDK13 (Olson et al., 2019). Vzhledem k jeho vysoké selektivitě 
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a účinnosti byl využit jako chemická sonda pro studium důsledků farmakologické inhibice 

CDK7 na buněčný cyklus a globální transkripci, nicméně jeho selektivita nebyla testována 

v buněčných experimentech (Olson et al., 2019; Zhang et al., 2020). 

Cílenou modifikací struktury THZ1 vznikl také mevociclib (SY-1365) s vyšší 

účinností a selektivitou vůči CDK7 prostřednictvím interakce s cysteinem-317. Disponuje 

poměrně vysokou selektivitou, kdy pouze 7 kinas z 468 testovaných se vyznačovala inhibicí 

vyšší než 90 %. Jedním z těchto vedlejších cílů je však i CDK15. Mevociclib jako první 

CDK7 inhibitor vstoupil v roce 2017 do klinických studií a je nyní testován pro léčbu pacientů 

s rakovinou prsu a ovarií (Hu et al., 2019). 

 Cystein-218 byl identifikován jako jedinečná aminokyselina vyskytující se v rámci 

CDK rodiny v této pozici pouze ve struktuře CDK14. Na základě sekvenčního a strukturního 

porovnání bylo také zjištěno, že v rámci kinomu je tento cystein přítomen pouze u 3 dalších 

kinas JNK rodiny. Cystein-218 je cílem dříve popsaného kovalentního inhibitoru JNK kinas, 

JNK-IN-7, ale také panselektivního inhibitoru AT7519, který inhibuje CDK14. Toto residuum 

tak poskytuje výhodný cíl pro dosažení vysoké selektivity kovalentní inhibicí CDK14. 

Hybridizací struktury JNK-IN-7 se strukturou AT7519 byl vytvořen inhibitor FMF-04-159-2 

jako potentní kovalentní inhibitor CDK14, který ale také nekovalentně inhibuje CDK2/10 

a 16-17 v mikromolárních koncentracích. Jeho použití jako chemická selektivní sonda 

vůči CDK14 je tedy striktně vymezeno pouze na kontrolované experimenty s vymytím látky 

(Ferguson et al., 2019). 

 

Obr. 11: Chemická struktura kovalentních CDK inhibitorů (+ indikuje probíhající klinické testování). 
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Tab. 1:  Přehled komerčně dostupných inhibitorů, které byly klasifikovány jako selektivní vůči specifickým 

CDK, a jejich vedlejších cílů společně se zhodnocením úrovně charakterizace jejich selektivity. 

 
Rok 
publ. 

Název 
inhibitoru 

Publikovaný 
primární cíl 

Identifikované vedlejší cíle 
Počet 

použitých 
metod 

Maximální 
počet kinas 

Charakterizace 

A
T

P
-k

o
m

p
e
ti
ti
v
n
í 

2004 
Palbociclib 
(PD0332991) 

CDK4/6 
CDK16/17?, PIP4/5, PIK3, CSNK2, HIPK1-3, 
CLK1/2, TTK, TRK, ULK2/3, FLT3 

>5 520 Dostatečná 

2013 
Ribociclib 
(LEE011) 

CDK4/6 CAMK2, GAK, QIK, TTK >5 520 Dostatečná 

2014 
Abemaciclib 
(LY283519) 

CDK4/6 

CDK1/2, CDK5?, CDK7-8, CDK12-17?, 
CDK19, CSNK2, HIPK1-3, CLK1/2, DYRK1-3, 
CAMK2, PIM1/3, GSK3α/β, IRAK1, AAK1, 
ERK8, FLT3 

>5 520 Dostatečná 

2016 
Trilaciclib 
(G1T28) 

CDK4/6 
NEK10, SNARK, PRKD1-3, ULK1/2, GAK, 
MEK5, PIP5, FLT3 (D835V), FLT3 

3 468 Dostatečná 

2017 
Lerociclib 
(G1T38) 

CDK4/6 
NEK10, SNARK, PRKD1/3, ULK2, TTK, FLT3 
(D835V), FLT3 (ITD, D835V) 

3 468 Dostatečná 

2009 BS-181 CDK7 CDK2 2 70 Nedostatečná 

2015 LDC4297 CDK7 CDK1-6, CDK15-18 3 333 Dostatečná 

2017 
Samuraciclib 
(ICEC0942, 
CT7001) 

CDK7 CDK2-4, CDK10 4 117 Nedostatečná 

2019 QS1189 CDK7 CDK2, CDK5, CDK16 1 410 Nedostatečná 

2009 Cortistatin A CDK8/19 CDK11?, ROCK? 4 402 Dostatečná 

2012 Senexin A CDK8/19  1 N.p. Nedostatečná 

2013 Senexin B CDK8/19 MAP4K2 2 468 Nedostatečná 

2015 CCT251545 CDK8/19 GSK3α/β 4 291 Nedostatečná 

2016 MSC2530818 CDK8/19 GSK3α/β 2 468 Nedostatečná 

2017 
SEL120  
(SEL120-34A) 

CDK8/19  2 N.p. Nedostatečná 

2017 BRD6989 CDK8 PI3KC2A, PI3KCG 4 414 Dostatečná 

2006 CAN508 CDK9 CDK2 2 100 Nedostatečná 

2014 
LDC067 
(LDC000067) 

CDK9 CDK2 4 28 Nedostatečná 

2015 
CDK9i 
(CDK9-IN2) 

CDK9 DYRK 3 >400 Dostatečná 

2016 
Atuveciclib  
(BAY-1143572) 

CDK9 GSK3 3 230 Nedostatečná 

2017 BAY-1251152 CDK9  >2 N.p. - 

2018 MS180295 CDK9 CDK4/6, CDK10, GSK3 3 250 Nedostatečná 

2018 JSH-150 CDK9 DYRK1 2 468 Nedostatečná 

2018 NVP-2 CDK9 CDK7?, CDK9-10, CDK13, DYRK1 2 468 Nedostatečná 

2020 AZD4573 CDK9 CDK1-6, CDK10, CSNK, DYRK, GSK3 3 468 Dostatečná 

2021 KB-0742 CDK9   1 16 Nedostatečná 

2017 CDK12-IN-3 CDK12 CDK9, CDK13, IRAK1, PI4KB, TAOK1 3 352 Dostatečná 

2019 SR-483 CDK12/13 CDK4/6, CDK9, GSK3 3 450 Dostatečná 

K
o
v
a
le

n
tn

í 

2014 THZ1 CDK7 CDK12-13 2 251 Nedostatečná 

2016 THZ531 CDK12/13   5 456 Dostatečná 

2019 YKL-5-124 CDK7  3 232 Nedostatečná 

2019 
Mevociclib  
(SY-1365) 

CDK7 CDK15, RSK4, DYRK1B, JNK1-3, PIP5K2C 2 468 Nedostatečná 

2019 FMF-04-159-2 CDK14 CDK2, CDK10, CDK16-18 3 300 Dostatečná 

N.p. … data nebyla publikována 
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3.2.7 PROTAC 

Velmi slibnou strategií modulace CDK je jejich selektivní proteolýza indukovaná chemicky. 

Nejběžnější jsou proteolytické chiméry (tzv. proteolysis targeting chimera, PROTAC) 

(Sun et al., 2019), které jsou heterobifunkčními molekulami skládajícími se z vlastní struktury 

inhibitoru konjugované prostřednictvím flexibilního linkeru s ligandem pro E3 ubikvitin 

ligasu. Tento ternární komplex dostává cílovou kinasu do těsné blízkosti s E3 ligasou, 

což umožní transfer ubikvitinu na lysinové residuum kinasy, pokud je přítomno 

v její struktuře. Polyubikvitinovaná kinasa je rozpoznána ubikvitin-proteasomovým systémem 

a je degradována (Obr. 12) (Hughes et Ciulli, 2017; Bozhenko et al., 2013). Výhodou této 

strategie oproti konvenčním CDKi je inhibice jak kinasových, tak i nekinasových funkcí 

cílové CDK, kterou lze překonat pouze opětovnou proteosyntézou. Tento přístup také snižuje 

možnost rozvoje rezistence prostřednictvím mutací nebo nadměrné exprese a akumulace 

kompenzačního proteinu. Vývoj konjugátů PROTAC díky tomu vzbudil velký zájem 

v klinice, nicméně je zapotřebí dalších studií pro ověření jejich účinnosti a bezpečnosti 

(Sun et al., 2019). Významné postavení má však také v základním výzkumu, kde umožňuje 

rychle a kompletně vyřadit kinasu z funkce na proteinové úrovni. Atraktivní vlastností 

konjugátů PROTAC je, že poměrně neselektivní konvenční inhibitory transformuje 

v selektivní degradéry. ATP-vazebné místo CDK se sice vyznačuje vysokou podobností, 

nicméně okolní povrchy a distribuce lysinových residuí je odlišná u různých CDK. Díky tomu 

lze vyvinout selektivní CDK degradéry, protože ubikvitinace a proteosomální degradace 

vyžaduje vhodně umístěný povrchově exponovaný lysinový zbytek. Při vhodném návrhu 

struktury PROTAC konjugátu, tak může být dosaženo vysoce selektivní degradace kinas. 

Nicméně je třeba podotknout, že i takto selektivní konjugáty PROTAC se stále vyznačují 

určitou mírou inhibice katalytické aktivity dalších cílů. Ta je však významně omezena 

vzhledem k tomu, že k degradaci dochází obvykle již při nižších koncentracích látky 

(Robb et al., 2017; Olson et al., 2018; Qiu et al., 2021). 
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Obr. 12: Mechanismus působení PROTAC konjugátů (upraveno podle Krajčovičová et al., 2019). 

V současné době existuje již řada různých konstruktů založených na inhibitorech 

CDK4/6 schválených pro klinické použití, ale i PROTAC degradující CDK2/8 nebo 9 

(Obr. 13) (Brand et al., 2019; Jiang et al., 2019; Sun et al., 2019; F. Zhou et al., 2020). 

Téměř ve všech případech byl využit jako ligand E3 ubiquitin ligasy derivát thalidomidu 

nebo pomalidomidu. Komerčně dostupných látek je však zatím pouze omezené množství. 

BSJ-03-204 degraduje CDK4/6, zatímco BSJ-04-132 a BSJ-03-123 selektivně pouze CDK4 

nebo CDK6. Takové selektivity v případě konvenčních kompetitorů dosud 

nebylo dosaženo. Tyto degradéry jsou založeny na struktuře CDK4/6i, degradují své 

primární cíle při koncentraci 100 nM a vyznačují se silnějšími antiproliferačními účinky 

(Brand et al., 2019; Jiang et al., 2019). Dosud jediným dostupným konjugátem degradujícím 

CDK8 je JH-XI-10-02, který je založený na modifikované struktuře cortistatinu A 

a který se nevyznačuje degradací CDK19 (Hatcher et al., 2018). THAL-SNS-032, 

jehož struktura je odvozena z pan-selektivního inhibitoru SNS-032, se vyznačuje selektivní 

degradací CDK9 v živých buňkách, aniž by degradoval další cíle inhibované SNS-032. 

Tato skutečnost je připisována působení konjugátů PROTAC již v sub-stechiometrických 

koncentracích, které jsou dostačující pro selektivní degradaci CDK9, nikoliv však 

pro katalytickou inhibici dalších cílů (Olson et al., 2018). Do skupiny CDK9 degradérů 

spadají také konjugáty prodávané pod názvem PROTAC CDK9 degradér-1 (sloučenina 3, 

Robb et al., 2017) a -2 (sloučenina 11c, Bian et al., 2018). 
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Obr. 13: Chemická struktura PROTAC konjugátů. 

3.3 Buněčná selektivita CDKi 

Kinasové inhibitory se vyznačují promiskuitou nejen na biochemické úrovni, ale i nízkou 

selektivitou při jejich tkáňové a buněčné distribuci. Většina cílí na kinasy či procesy, 

jejichž regulace je u nádorových buněk narušena, avšak tyto kinasy mohou mít esenciální 

funkci také v jiných nepatologických procesech normálních nenádorových buněk 

(Van Beuge et al., 2012; Ferguson et Gray, 2018). Nízká buněčná selektivita vede k akumulaci 

látky i v jiných orgánech, což může způsobovat systémovou toxicitu, která významně omezuje 

dávkování léčiva a mnohdy bývá příčinou vyřazení z klinického použití. 

Jedním z nejzávažnějších vedlejších účinků je rozvoj srdečních poruch. Kromě toho se může 

jednat např. o dermatologické, hematologické nebo gastrointestinální komplikace, otoky apod. 

(Force et al., 2007; Hartmann et al., 2009).  

Systémy umožňující cílený transport léčiv jsou dlouho dobu intenzivně studovány 

a představují slibný způsob zvýšení buněčné selektivity protinádorových léčiv, a tedy snížení 

jejich toxicity vůči nenádorovým buňkám. Intenzivní výzkum probíhajících posledních 30 let 
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vedl k vývoji několika různých přístupů umožňujících preferenční cílení léčiv. Mnohé z nich 

jsou založeny na často se vyskytující zvýšené expresi antigenů nebo receptorů na povrchu 

nádorových buněk (Kok et al., 2010; Srinivasarao et Low, 2017; Zhao et al., 2020). 

Selektivního transportu může být dosaženo použitím cytotoxického léčiva konjugovaného 

s molekulou (ligandem) rozpoznávající nádorově-specifický antigen exprimovaný 

v dostatečném množství. Takovou molekulou mohou být látky různého charakteru 

jako jsou foláty, monosacharidy, deriváty močoviny, aptamery aj., ale také peptidy 

(Srinivasarao et al., 2015; Zhao et al., 2020). Dalším způsobem cílení je využití liposomálního 

systému, který umožňuje transport jak hydrofilních látek zabudovaných v membráně 

liposomu, tak i lipofilních látek v jeho vodném středu. Specifického cílení je dosaženo 

připojením ligandu na povrch liposomu, který je obvykle chráněn biokompatibilním 

polymerem jako je polyethylenglykol (Sercombe et al., 2015). Obdobným způsobem lze 

využít také přirozených nebo geneticky upravených buněk, kdy jsou terapeutika navázána 

na buněčný povrch nebo zapouzdřená uvnitř buňky (Srinivasarao et al., 2015; 

Zhao et al., 2020).  

Jednou z nejpoužívanějších nízkomolekulárních látek využívaných pro cílení léčiv 

je folát (Zhao et al., 2020). Foláty se vyskytují ve dvou podobách, a to v oxidované formě 

kyseliny listové nebo jako přirozeně se vyskytující redukované foláty. Jsou esenciální 

pro biosyntézu purinů a thymidinu nezbytných pro syntézu a opravu DNA všech buněk 

(Gonen et Assaraf, 2012). Za fyziologických podmínek je extracelulární folát do buněk 

transportován především nízkoafinitními folátovými nosiči nebo transportéry, 

ale také glykoproteinovými folátovými receptory (FR), které foláty specificky vážou 

s vysokou afinitou a transportují endocytózou do buněk (Antony, 1996; Leamon et Reddy, 

2004; Zwicke et al., 2012). Exprese FRα v nezhoubných tkáních je však poměrně vzácná 

a je úzce omezena především na epiteliální buňky dělohy, placenty, sítnice, plic a ledvin. 

FRα jsou navíc lokalizovány pouze na apikálním/luminálním povrchu nenádorových buněk, 

což podstatně omezuje jejich expozici foláty v krevním oběhu (Parker et al., 2005; 

Zhao et al., 2020). Jsou však vysoce exprimovány ve více než 40 % lidských nádorů, 

včetně nádorů ovarií a endometria, karcinomů plic, ledvin, prsu a tlustého střeva 

a také nádorů centrální nervové soustavy (Ledermann et al., 2015; Zhao et al., 2020). 

Při nádorové transformaci navíc dochází ke ztrátě polarizace lokalizace receptorů a nádorová 
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buňka pak nese FRα na celém svém povrchu (Kane et al., 1988). Díky tomu je konjugace 

folátu s terapeutikem považována za účinný způsob zvýšení buněčné selektivity 

vůči nádorovým buňkám (Szigetvari et al., 2018).  

Folátový transportní systém je objektem studií již několik let a na základě řady 

neúčinných pokusů byla odhalena některá základní kritéria pro vytvoření funkčních folátových 

konjugátů. V počátečních studiích byla pozornost zaměřena především na schopnost 

konjugátu transportovat léčivo do nádorových buněk bez ohledu na vztah mezi strukturou 

a aktivitou konjugátu a uvolnění léčiva z jeho struktury, což vedlo k řadě selhání 

(Leamon et Reddy, 2004; Vlahov et Leamon, 2012). Tato limitace byla odstraněna zavedením 

disulfidového linkeru uspořádaného mezi folátem a cytotoxickou látkou, která je díky redukci 

disulfidové vazby glutationem uvolněna. Tohoto typu linkeru bylo využito u konjugátů jako 

maytansin (Ladino et al., 1997), tubulysin (Leamon et al., 2008) nebo vintafolid 

(Vlahov et al., 2006). Dalším kritériem bylo zvýšení hydrofility sloučenin. 

Většina nízkomolekulárních cytotoxických látek má lipofilní charakter, který umožňuje 

náhodnou pasivní difuzi skrz buněčné membrány. Aby nedocházelo k neselektivní pasivní 

difuzi konjugátů, bylo nutné do jejich struktury zařadit spacer obsahující zbytky polárních 

nabitých aminokyselin, které zvyšují jejich hydrofilitu (Obr. 14). Takové hydrofilní konjugáty 

pak mohou vstupovat do buněk výhradně přes FR-zprostředkovaný přenos 

(Vlahov et Leamon, 2012). 

 

Obr. 14:  Příklad chemické struktury folátového konjugátu se štěpitelným disulfidovým linkerem a hydrofilním 

tetrapeptidovým spacerem. 
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Několik konjugátů již bylo testováno v klinických studiích včetně vintafolidu 

(Vergote et Leamon, 2015), nicméně dosud nebyl žádný schválen pro použití v léčbě 

rakoviny. Hlavními důvody selhání testovaných látek byla jejich nízká účinnost a nedostatek 

biomarkerů pro vhodnou selekci pacientů. Tyto látky však poukázaly na potenciál tohoto 

přístupu, který by mohl přispět k diagnostice a léčbě onkologických pacientů 

(Scaranti et al., 2020). CDK inhibitory se vyznačují vysokou biochemickou i buněčnou 

účinností, nicméně jejich klinické použití je mnohdy limitováno nízkou buněčnou selektivitou. 

Tato skutečnost podnítila k rozvoji prvních konjugátů CDK inhibitorů s foláty, které jsou 

schopny vázat folátový receptor FR+ nádorových buněk a vyznačují se vysokou biochemickou 

účinností vůči CDK2. Tento koncept byl popsán v jedné z přiložených prací a poukazuje 

na účinný způsob vývoje inhibitorů s vyšší selektivitou vůči nádorovým buňkám 

(Krajčovičová et al., 2017, Příloha III). 
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4 METODIKA 

4.1 Buněčné kultury  

Lidské nádorové buněčné linie HCT116 wt, HeLa, MCF7, A549, MDA-MB-231 a Hep-G2 

byly získány z The European Collection of Authenticated Cell Cultures. Buněčná linie     

HCC-827 byla koupena z DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell Cultures. 

Linie HCT116 CDK2-/- byla získána od dr. Daniela Fishera (CNRS, Montpellier, Francie) 

a všechny použité linie myších embryonálních fibroblastů MEFs byly získány od dr. Mariana 

Barbacida (CNIO, Madrid, Španělsko).  

Všechny linie byly kultivovány při 37 °C a v atmosféře 5% CO2. Pro linie HCT116 wt, 

HeLa, MCF7, A549, MDA-MB-231 bylo použito kultivační médium DMEM. Toto médium 

bylo pro linii HCT116 CDK2-/- a myší embryonální fibroblasty MEFs obohaceno navíc 

o glukosu (4,5 g/l). Buněčná linie Hep-G2 byla kultivována v médium EMEM a linie       

HCC-827 v RPMI. Použitá média byla vždy doplněna 10 - 20% fetálním bovinním sérem, 

streptomycinem (100 µg/ml), penicilinem (100 U/ml) a L-glutaminem (2 mM).  

4.2 Analýza cytotoxicity 

Pro stanovení cytotoxických účinků látek byly použity metody MTT a calcein AM. 

Kolorimetrická metoda MTT je založena na schopnosti mitochondriálních dehydrogenas 

živých buněk redukovat MTT (3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid) 

na silně pigmentovaný formazán, který je následně rozpuštěn, a poté je stanovena jeho 

absorbance. Principem fluorescenční metody calcein AM je hydrolýza calceinu AM 

intracelulárními esterasami živých buněk na calcein, který silně fluoreskuje.  

Buněčné linie byly vysazeny do 96-jamkové mikrotitrační destičky a druhý den byly 

ovlivněny testovanými látkami v příslušných koncentracích v triplikátu po dobu 72 hodin. 

Následně byl přidán roztok MTT (výsledná koncentrace 1 mg/ml) po dobu 4 hod. Vzniklý 

formazán byl rozpuštěn v DMSO a byla stanovena absorbance při 570 nm spektrofotometrem 

Infinite M200 PRO (Tecan). V případě metody Calcein AM byl po 72 hodinové inkubaci 

s testovanými látkami přidán roztok Calceinu AM (výsledná koncentrace 1 μg/ml) a po 1 hod 

byla změřena fluorescence při 485/538 nm na fluorimetru Fluoroskan Ascent (Labsystems). 

Všechna měření byla provedena v alespoň 3 technických replikátech. 
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4.3 Kinasový inhibiční test 

Kinasová reakce byla provedena standardizovaným kinasovým inhibičním testem 

s rekombinantními CDK1/B1, CDK2/E1 (exprimovaných v hmyzích buňkách Sf9), CDK2/A2 

(exprimovaných v E. coli), CDK4/D1, CDK5/p25, CDK7/H/MAT1, CDK9/T1 (Proqinase) 

a aurora A, B (Sigma). Jako substrát byl použit histon H1 (CDK1/2/5), RPPTLSPIPHIPR 

peptid (CDK4), (YSPTSPS)2KK peptid (CDK7), nebo MBP (Aurora A/B). Reakce probíhala 

v přítomnosti ATP, 0,05 μCi [γ-33P]ATP a testované látky v kinasovém reakčním pufru 

v celkovém objemu 10 μl (koncentrace DMSO v reakci nepřesáhla 0,2 %) v mikrotitrační 

destičce s použitím Eppendorf ThermoMixer (350 rpm, 30 °C). Koncentrace ATP v kinasové 

reakci byla stanovena na základě hodnot Km testovaných kinas. Reakce byla vždy zastavena 

přídavkem 5 μl 3% kyseliny fosforečné. Z každé reakční směsi bylo poté naneseno 5 μl    

na P-81 fosfocelulosu (Whatman), která byla následně 3x promyta 0,5% kyselinou 

fosforečnou po dobu 6 min a poté opláchnuta 96% ethanolem a usušena. Fosfocelulosový 

papír byl exponován v kazetě s citlivou deskou přes noc a poté byla citlivá deska oskenována 

skenerem FLA7000 (Fujifilm). Koncentrace testované látky nezbytná pro redukci kinasové 

aktivity na 50 % (IC50) byla stanovena z křivek závislosti fosforylace na koncentraci 

testovaných látek s využitím programu Origin verze 6.0. Všechny reakce byly provedeny 

nejméně ve třech technických replikátech. 

4.4 Analýza buněčného cyklu 

Buněčné linie byly vysazeny na Petriho kultivační desky a druhý den byly ovlivněny 

testovanými látkami. Po 24 hod inkubace byly buňky sklizeny trypsinizací a zafixovány 

ve vychlazeném 70% ethanolu. Zafixované vzorky byly rehydratovány PBS a následně 

inkubovány 30 min v 2N HCl s 0,5% Tritonem X-100. Pro neutralizaci byly promyty v 0,1M 

Na2B4O7 (pH = 8,5) a poté nabarveny roztokem propidium jodidu (výsledná koncentrace 

100 μg/ml). Po půl hodinové inkubaci byl měřen relativní obsah jaderné DNA pomocí 

průtokového cytometru BD FACS Verse s BD FACSuite Software verze 1.0.6 

(BD Biosciences) s využitím excitačního laseru o vlnové délce 488 nm. Získaná data byla 

analyzována pomocí softwaru ModFit LT verze 4.1.7 (Verity Software house). 
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4.5 SDS-PAGE a imunodetekce 

Buňky určené pro imunodetekci proteinů byly po ovlivnění příslušnými látkami sklizeny 

a následně lyzovány po dobu 20 min v RIPA pufru (20 mM TRIS pH = 7,4; 100 mM NaCl; 

2 mM EGTA; 5 mM EDTA; 0,2% Nonidet P-40 pH = 7,4; před použitím přidáno: 1 mM 

DTT; 1 mM PMSF; 1 mM Na2VO3; 2 mM NaF; 0,5 μg/ml leupeptin a 2 μg/ml aprotinin). 

Pomocí ultrazvukového homogenizátoru byly vzorky sonikovány a poté zcentrifugovány. 

Spektrofotometrickou Bradforodovou metodou (Bradford, 1976) byla změřena koncentrace 

proteinů ve vzorcích. Po vyrovnání koncentrace k nim byl přidán vzorkovací pufr (0,3 M 

TRIS pH = 6,8; 10% SDS; 50% glycerol; 0,05% bromfenolová modř; 5% 2-merkaptoethanol) 

a následně byly denaturovány při 95 °C po dobu 3 min. 

 Proteiny byly separovány polyakrylamidovou gelovou elektroforézou za denaturujících 

podmínek a následně pomocí western blotingu přeneseny na nitrocelulosovou membránu. 

Membrány byly blokovány v 3% BSA a následně inkubovány s primárními a sekundárními 

protilátkami značenými křenovou peroxidázou. Kvantifikace byla provedena s použitím 

chemiluminiscenčního kitu ECL (Thermo Scientific) za použití CCD kamery LAS4000 

(FujiFilm). Specifikace jednotlivých protilátek jsou uvedeny v příslušných publikacích. 

4.6 Analýza teplotní denaturace  

Tato metoda byla nově používaným přístupem testování, a proto bylo nejprve nutné 

optimalizovat její podmínky. Buněčná linie byla vysazena na Petriho kultivační misky a druhý 

den byla ovlivněna testovanými látkami v příslušných koncentracích. Po 3 hodinové inkubaci 

byly buňky sklizeny, přičemž tato doba je dostačující pro interakci látky s cílovou kinasou, 

ale zároveň nedochází k ovlivnění buněčné viability oproti kontrolnímu vzorku neovlivněných 

buněk. Vlastní analýza teplotní denaturace byla provedena dvěma přístupy. V prvním případě 

byly sklizené buňky nejprve lyzovány RIPA pufrem podle předchozí kapitoly a lyzáty 

s vyrovnanými hladinami proteinů byly rozděleny po 50 μl do PCR stripů. V druhém případě 

byla sklizená buněčná suspenze doplněna o inhibitory proteas a poté byla rozdělena po 50 μl 

do PCR stripů. Takto připravené vzorky byly vystaveny teplotní denaturaci. 

V obou případech byly vzorky předehřáty po dobu 1 min na 25 °C a poté byla provedena 

denaturace v požadovaném teplotním gradientu s následným ochlazením po dobu 1 min, 
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a to pomocí termocykléru MJ Mini (BioRad). Rozsah teplotního gradientu byl vždy zvolen 

na základě předběžných experimentů, při kterých byl stanoven tzv. bod tání (Tm), 

při kterém dochází k denaturaci jednotlivých kinas. Takto denaturované vzorky intaktních 

buněk pak byly lyzovány opakovaným zmražením a zahřátím pomocí tekutého dusíku 

a termobloku nastaveného na 25 °C. Následně byla v obou případech provedena centrifugace 

pro odstranění precipitovaných a agregovaných proteinů (případně zbytků buněk) 

a k supernatantu byl přidán vzorkovací pufr. Teplotní stabilita proteinů byla stanovena 

imunodetekcí (jejíž postup byl popsán v předchozí kapitole) a porovnáním bodů tání mezí 

kontrolními a ovlivněnými vzorky. V obou přístupech bylo dosaženo srovnatelných výsledků 

s tím rozdílem, že proteiny v intaktních buňkách disponují vyšší teplotou bodu tání, a tudíž 

bylo nutné použít vyšší teploty oproti buněčným lyzátům (Obr. 15). Pro výsledné experimenty 

byl nakonec zvolen přístup teplotní denaturace buněčných lyzátů vzhledem k tomu, 

že poskytuje určité technické výhody, kdy lze sklizené buňky zamrazit a pokračovat 

v experimentu později. 

 

Obr. 15:  Schématické znázornění použitých metodických přístupů CETSA a porovnání výsledků teplotní 

denaturace CDK1/2/7 a 9 v intaktních buňkách a v buněčných lyzátech. 
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4.7 Analýza kompetice na folátovém receptoru 

Buněčné linie byly vysazeny na Petriho kultivační misky a byly inkubovány po dobu 

24 hodin. Poté bylo vyměněno kultivačním médiu za médium bez folátů a antibiotik 

s přídavkem 10% dialyzovaného fetálního séra, aby bylo možné kontrolovat množství folátů 

při experimentu, a v tomto médiu byly inkubovány dalších 24 hodin. Poté byly buňky 

kultivovány 1 hod při 37 °C s fluorescenční sondou cílící folátový receptor, FolateRSense 680 

(Perkin Elmer), nejprve v přítomnosti, nebo nepřítomnosti samotného folátu 

jako kompetičního agens. Po inkubaci byly buňky opláchnuty PBS pro odstranění 

nespecificky navázaných folátů, resuspendovány v PBS a bylo měřeno zastoupení buněk 

s navázanou fluorescenční sondou pomocí průtokového cytometru BD FACS Verse 

s BD FACSuite Software verze 1.0.6 (BD Biosciences) s využitím excitačního laseru o vlnové 

délce 640 nm. Získaná data byla analyzována pomocí softwaru BD FACSuite TM 

(BD Biosciences). V tomto kroku byla optimalizována koncentrace fluorescenční sondy 

pro dosažení specifické interakce s FR a koncentrace vlastního folátu pro jejich dostatečnou 

kompetici. Také byla tímto způsobem ověřována exprese FR ve vybraných buněčných liniích 

MDA-MB-231, HepG2, A549, HCC-827 a HeLa. Po potvrzení silné exprese FR buněčnou 

linií HeLa a zoptimalizování metody byla testována také vazba vlastních folátových 

konjugátů. Buňky HeLa byly vysazeny a kultivovány stejným způsobem a následně 

inkubovány 1 hod s 1 μM fluorescenční sondou v nepřítomnosti, nebo přítomnosti testovaného 

konjugátu, nekonjugovaného inhibitoru, nebo samotného folátu Poté byly opláchnuty PBS 

a analyzovány průtokovým cytometrem (Obr. 16). 
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Obr. 16:  Schématické znázornění kompetice testovaných látek na folátovém receptoru (FR) a reprezentativní 

výsledky cytometrické analýzy procentuálního zastoupení buněk s navázanou fluorescenční sondou 

FolateRSense 680 v nepřítomnosti, nebo v přítomnosti testovaného konjugátu, samotného folátu, 

nebo nekonjugovaného inhibitoru (upraveno podle Krajčovičová et al., 2017). 
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5 KOMENTOVANÉ VÝSLEDKY A DISKUSE 

5.1 Biochemická selektivita komerčně dostupných CDKi 

Během několika desítek let bylo vyvinuto velké množství CDKi, které se vyznačují různou 

mírou charakterizace jejich biochemické selektivity, z nichž více než 100 látek je komerčně 

dostupných. Především látky objevené před 20-30 lety byly klasifikovány na základě 

původních publikacích. V té době však znalosti o CDK byly značně limitované a látky byly 

testovány pouze vůči několika kinasam, nicméně i přesto jsou komerčně nabízeny 

jako selektivní vůči určité CDK. Podrobnější charakterizace byla provedena jen pro některé 

CDKi, a to až podstatně později, a je obvykle součástí rozsáhlejších studií, kde tyto informace 

není jednoduché rychle a účelně najít. Katalogy komerčních společností navíc nedostatečně 

aktualizují své produktové listy o tato novější data, a pokud se uživatel spoléhá pouze 

na uvedené informace, lze snadno vybrat nevhodnou chemickou sondu s naprosto odlišnou 

selektivitou, než je uváděno (Arrowsmith et al., 2015). Vzhledem k této skutečnosti si řada 

CDKi zaslouží bližší přezkoumání jejich selektivity, aby k takovým případům nedocházelo. 

 Z těchto důvodů byla v přiložené práci harakterizována biochemická selektivita 

31 vybraných komerčně dostupných CDKi (Tab. 2), které byly uváděny jako selektivní vůči 

CDK1, 2 nebo 4/6 a pro které nebyly dostupné úplné informace o jejich selektivitě, 

anebo se vyznačovaly neočekávanými biologickými efekty spojenými s inhibicí dalších kinas 

(Jorda et al., 2018b, Příloha I). Látky, které se vyznačovaly pan-selektivním charakterem, 

nebo jejichž selektivita byla popsána jinde, nebyly zahrnuty. Selektivita byla testována 

v biochemickém inhibičním testu vůči CDK1/2/4/6/7/9 a studován byl také vliv těchto 

inhibitorů na buněčný cyklus průtokovou cytometrií. Inhibice některých cílů byla ověřována 

analýzou teplotní denaturace nebo fosforylace přímých substrátů. Tyto účinky byly spojovány 

s biochemickým profilem látek a s publikovanými daty. 

V rámci skupiny CDK1 selektivních inhibitorů bylo testováno pět látek, 

z nichž benfluoren (Brachwitz et al., 2003), elbfluoren (Voigt et al., 2005) a ,,CDK1 inhibitor“ 

(Andreani et al., 2000) překvapivě nedosáhly dostatečné inhibiční aktivity vůči žádné 

z testovaných CDK (Příloha I, Obr. 3). Publikovaná data ,,CDK1 inhibitoru“ navíc odhalila 

neselektivní inhibici řady dalších kinas inhibovaných podstatně více než CDK1 

(Anastassiadis et al., 2011). Mechanismus, kterým ,,CDK1 inhibitor“ indukoval G2/M blok 
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buněčného cyklu, tedy nelze spojovat s inhibicí CDK1 (Příloha I, Obr. 2), ale spíše jiných 

cílů, jako je např. MLCK způsobující obdobné mitotické defekty (Gao et al., 2013). 

V případě benfluorenu a elbfluorenu nebyl dokonce pozorován žádný vliv na buněčný cyklus 

linie HCT116 (Příloha I, Obr. 2A). CGP74514A byl na základě silné inhibice CDK1 

klasifikován jako selektivní CDK1 inhibitor bez dalšího testování jiných cílů 

(Imbach et al., 1999). Publikovaná indukce G2/M bloku buněčného cyklu by mohla být 

částečně v souladu s inhibicí tohoto cíle (Pernicová et al., 2014; Jorda et al., 2015), 

ale výsledky cytometrické analýzy poukazují pouze na částečný blok odpovídající spíše 

inhibici CDK2 jako primárního cíle (Příloha I, Obr. 2, 3). Navzdory dříve publikovaným 

datům odkazujícím na jeho pan-selektivitu zahrnující právě CDK2, ale i další kinasy jako 

PAK (Eswaran et al., 2007; Fedorov et al., 2007), byl nesprávně používán jako CDK1 

selektivní inhibitor v několika studiích (Chen et al., 2006b, 2012). V rámci této testované 

skupiny pouze RO3306 (Vassilev et al., 2006) dosáhl dostatečné selektivity vůči CDK1, 

která koresponduje i s indukovaným buněčným efektem a s výsledky termodenaturační 

analýzy (Příloha I, Obr. 2, 3). Podle publikovaných dat však RO3306 disponuje inhibicí 

dalších kinas z CMGC rodiny, zejména DYRK (MRC Kinase Profiling Inhibitor Database, 

2021).  

Skupina CDK2 inhibitorů tvoří jednu z nejpočetnějších, avšak tyto látky často inhibují 

druhý primární cíl, zejména CDK1, 5 nebo 9 vzhledem k jejich sekvenční podobnosti, 

a jsou pak označovány jako duální inhibitory. V rámci studie bylo testováno šest látek 

uváděných jako selektivní vůči CDK2, nicméně ani jedna z nich nesplnila kritéria selektivní 

sondy. Ačkoliv ,,CDK2 inhibitor II“ (Davis et al., 2001) disponoval selektivitou vůči CDK2 

v kinasovém inhibičním testu, která odpovídala indukovanému buněčnému efektu, 

tedy zvýšenému počtu buněk zablokovaných v G2/M fázi (Příloha I, Obr. 4, S3), jeho použití 

je podstatně limitováno nízkou rozpustností, která byla při testech zaznamenána. Inhibitor 

SU9516 (Lane et al., 2001) jako jedna z mála látek byl charakterizován poměrně podrobně 

(Moshinsky et al., 2003; Xiong et al., 2010; Anastassiadis et al., 2011), avšak kromě CDK2 

interagoval v kinasovém testu i s CDK5 (Příloha I, Obr. 4). Inhibice CDK5 byla 

zaznamenána také pro CVT313 (,,CDK2 inhibitor III“) (Brooks et al., 1997) a GW8510 

(Davis et al., 2001) (Příloha I, Obr. 4). Všechny tři látky indukovaly pokles fosforylace 

serinu-732 FAK kinasy (Příloha I, S3), která je považována za přímý substrát CDK5 



54 

 

(Daval et al., 2011; Zhou et al., 2017). Tento výsledek společně s dalšími publikovanými daty 

potvrzuje inhibici CDK5 (Anastassiadis et al., 2011). SU9516 a GW8510 způsobují 

zablokování cyklu v G2/M fázi, a to i buněčné linie HCT116 s vyřazeným genem pro CDK2, 

což indikuje inhibici CDK1 (Příloha I, S3). Naproti tomu milciclib (PHA848125) 

(Brasca et al., 2009) v nízkých koncentracích zablokoval buňky v G1 fázi, což odpovídá 

inhibici CDK4, zatímco ve vyšších dávkách buněčný efekt korespondoval s inhibicí CDK2 

(Příloha I, Obr. 4, S4). Zajímavým příkladem je látka NU6140 (,,CDK2 inhibitor IV”) 

(Pennati et al., 2005), která se na panelu CDK v kinasovém inhibičním testu jevila jako CDK2 

selektivní (Příloha I, Obr. 4), nicméně způsobovala výraznou tetraploidizaci buněk 

odpovídající inhibici jiných mitotických kinas (Příloha I, Obr. 5A). Publikovaná studie 

odhalila aurora kinasy jako jedny z nejvíce inhibovaných kinas (Anastassiadis et al., 2011) 

a jejich inhibice byla potvrzena kinasovým inhibičním testem i analýzou fosforylace histonu 

H3, přímého substrátu aurory B (Příloha I, Obr. 5B, C). Tyto výsledky tak poskytují nový 

pohled na možný mechanismus účinku NU6140. 

CDK4 a 6 disponují strukturou mírně odlišnou od jiných CDK, díky které jsou jejich 

inhibitory obvykle více selektivní (Echalier et al., 2014), což pravděpodobně napomohlo 

k úspěšnému schválení palbociclibu, ribociclibu a abemaciclibu pro léčbu rakoviny prsu. 

V rámci testovaného panelu kinas disponovaly všechny tři látky silnou inhibicí CDK4 

(Příloha I, Obr. 6), nicméně na základě publikovaných dat inhibují i další vedlejší cíle, 

jak bylo nastíněno v teoretické části práce. Analýza buněčného cyklu potvrdila inhibici CDK4 

s očekáváným G1 blokem buněčného cyklu bez výrazné indukce apoptózy 

již v nanomolárních koncentracích (Příloha I, Obr. 7A, S4). Při vyšších dávkách abemaciclib 

i palbociclib zvyšují procentuální zastoupení buněk v G2/M fázi v důsledku inhibice dalších 

cílů (Příloha I, Obr. S5) (Liu et Korc, 2012; Hafner et al., 2019). Tři z dalších testovaných 

látek, NSC625987 (,,CDK4 inhibitor II”) (Kubo et al., 1999), ryuvidin (,,CDK4 inhibitor III”) 

(Ryu et al., 2000) a CINK4 (,,CDK4/6 inhibitor IV”) (Soni et al., 2001), nedosáhly dostatečné 

inhibice žádné z testovaných CDK a ani přesvědčivého buněčného účinku odpovídajícímu 

inhibici CDK4 (Příloha I, Obr. 6, 7) (Anastassiadis et al., 2011; Gao et al., 2013). 

Použití ryuvidinu je navíc významně omezeno jeho nízkou rozpustností, 

která byla zaznamenána při analýzách. Tyto látky pravděpodobně působí odlišným 

mechanismem účinku. ,,CDK4 inhibitor V” (Tsou et al., 2009), arcyriaflavin A          
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(Sanchéz-Martinéz et al., 2003) a jeho derivát ,,CDK4 inhibitor” (Zhu et al., 2003) 

sice inhibují CDK4, nicméně také CDK1/2 a 5 (Příloha I, Obr. 6). ON123300 byl popsán 

jako inhibitor CDK4 a ARK5 (Reddy et al., 2014). V nanomolárních koncentracích způsobuje 

předpokládaný G1 blok buněčného cyklu linie HCT116, nicméně v mikromolárních dávkách 

se projevuje také inhibicí CDK2 spojenou s G2/M blokem (Příloha I, Obr. 6, 7), 

což bylo zaznamenáno také v případě lymfatických linií (Divakar et al., 2016). 

Jeho aplikace jako CDK4 selektivní inhibitor je tedy striktně vymezena použitím vhodné 

koncentrace.  

Poslední testovanou skupinu tvořilo 10 duálních CDKi. Žádná z těchto látek selektivně 

neinhibovala pouze dvě udávané CDK v kinasovém inhibičním testu (Příloha I, Obr. 8). 

Pouze tři z nich, BMS265246 (Misra et al., 2003), BML259 (Helal et al., 2004) 

a ,,CDK2/9 inhibitor” (S. Wang et al., 2004), opravdu inhibovaly jejich udávané primární cíle 

s největší účinností. Na základě analýzy fosforylace serinu-732 kinasy FAK bylo zjištěno, 

že všechny tři látky společně s ,,CDK1/2 inhibitorem III” (R. Lin et al., 2005) a CGP60474 

(Ruetz et al., 2003) kromě udávaných primárních cílů inhibují také CDK5, což je také 

v souladu s výsledky biochemického testu (Příloha I, Obr. S6, 8). ,,CDK1/2 inhibitor III” 

a CGP60474 disponovaly poměrně vysokou afinitou také vůči transkripčním kinasam CDK7 

a 9, nicméně jejich inhibice se neprojevila poklesem fosforylace RNA polymerasy II 

(Příloha I, Obr. S6, 8). Duální inhibitory BIO (6-BIO) (Meijer et al., 2003) a (R)-DRF053 

kromě CDK inhibují také další vedlejší cíle, GSK3β, respektive CSNK1δ (Polychronopoulos 

et al., 2004; Oumata et al., 2008), zatímco ,,CDK1/5 inhibitor” (Ortega et al., 2002) 

a PNU112455A95 (Clare et al., 2001) mají pouze velmi omezenou inhibiční aktivitu vůči 

CDK (Příloha I, Obr. 8). Zajímavým příkladem je NU6102, který byl původně popsán 

jako duální inhibitor CDK1 a 2 (Davies et al., 2002; Hardcastle et al., 2004), 

ale pozdější studie odhalily, že se vyznačuje selektivitou pouze k CDK2 (Coxon et al., 2017; 

Echalier et al., 2012; Jorda et al., 2018a; Krasinska et al., 2008). Kinasový inhibiční test 

potvrdil preferenci vůči CDK2, nicméně NU6102 indukoval výrazný G2/M blok linie 

HCT116 s vyřazeným genem pro CDK2, což značí inhibici CDK1 (Příloha I, Obr. 8, S7). 
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Tab. 2:  Přehled testovaných inhibitorů CDK a jejich cílů stanovených v této dizertační práci. 

Rok 
publikace 

Název inhibitoru 
Publikovaný  
primární cíl 

Identifikované cíle v rámci studie 

1999 CGP74514A CDK1 CDK1-2 

2000 CDK1 inhibitor CDK1  

2003 Benfluoren CDK1 - 

2005 Elbfluoren  CDK1 - 

2006 RO3306 (CDK1 inhibitor IV) CDK1 CDK1 

1997 CVT313 (CDK2 inhibitor III) CDK2 CDK2, CDK5 

2001 GW8510 CDK2 CDK1-2, CDK5 

2001 CDK2 inhibitor II CDK2 CDK2 

2001 SU9516 CDK2 CDK1-2, CDK5 

2005 NU6140 (CDK2 inhibitor IV) CDK2 CDK2, Aurora kinasy 

2009 Milciclib (PHA848125) CDK2 CDK2, CDK4 

1999 NSC625987 (CDK4 inhibitor II) CDK4/6 - 

2000 Ryuvidin (CDK4 inhibitor III) CDK4/6 - 

2001 CINK4 (CDK4/6 inhibitor IV) CDK4/6 - 

2003 Arcyriaflavin A CDK4/6 CDK1-6 

2003 CDK4 inhibitor CDK4/6 CDK1-6 

2004 Palbociclib CDK4/6 CDK4/6, ? 

2009 CDK4 inhibitor V CDK4/6 CDK4/6, CDK1-2 

2013 Ribociclib CDK4/6 CDK4/6 

2014 Abemaciclib CDK4/6 CDK4/6, ? 

2014 ON123300 CDK4/6 CDK4/6, CDK2 

2003 CGP60474 CDK1/2 CDK1-2, CDK5 

2002 NU6102 CDK1/2 CDK1-2 

2003 BMS265246 CDK1/2 CDK1-2, CDK5 

2005 CDK1/2 inhibitor III CDK1/2 CDK1-2, CDK5 

2002 CDK1/5 inhibitor CDK1/5 - 

2004 (R)-DRF053 CDK1/5 CDK2, CDK5 

2001 PNU112455A CDK2/5 - 

2003 BIO (6-BIO) CDK2/5 CDK1-6 

2004 BML259 CDK2/5 CDK1-2, CDK5 

2004 CDK2/9 inhibitor CDK2/9 CDK1-2, CDK5, CDK9 
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5.2 Buněčná selektivita konjugátů 2,6,9-trisubstituovaných purinů 

Jeden z prvních objevených CDK inhibitorů, roskovitin (Havlíček et al., 1997), 

poukázal na účinnou biologickou aktivitu 2,6,9-trisubstituovaného purinového skeletu, 

který se díky tomu stal inspirací pro vývoj dalších derivátů s lepšími biologickými 

i farmakokinetickými vlastnostmi. Zejména puriny nesoucí biarylmethylamino 

nebo biarylamino substituenty v pozici 6 se vyznačovaly zlepšením CDK-inhibičních 

a antiproliferačních vlastností. Potenciální klinická aplikace těchto látek je však limitována 

nízkou buněčnou selektivitou (Bettayeb et al., 2008; Oumata et al., 2008; Trova et al., 2009). 

Tato skutečnost podnítila k vytvoření prvního konceptu konjugátů CDK inhibitorů 

s folátovým transportním systémem, který potenciálně zvyšuje selektivitu vůči nádorovým 

buňkám (Krajčovičová et al., 2017, Příloha III). 

Na základě krystalových struktur CDK2 a folátových konjugátů s jinými cytostatiky 

(Vergote et Leamon, 2015) bylo navrženo a syntetizováno 7 folátových konjugátů 17a-g 

(Příloha III, Tab. 1). Tyto sloučeniny jsou založeny na struktuře 2,6,9-trisubstituovaných 

purinů nesoucích 4-aminocyklohexylamin v pozici 2, které se vyznačují CDK2-inhibičními 

a antiproliferačními účinky (Gucký et al., 2013). Terminální amino skupina těchto látek 

poskytuje vhodnou funkční skupinu pro konjugaci s folátem prostřednictvím disulfidového 

linkerem, přičemž tato modifikace neinterferuje s vazbou inhibitoru s katalytickou doménou 

CDK. Tento typ linkeru umožňuje kompletní uvolnění inhibitoru v redukčním prostředí 

glutathionu v endosomech, čímž není narušena jeho inhibiční aktivita. Oligopeptidový spacer 

tvořený kyselinou aspartátovou zvyšuje celkovou hydrofilitu konjugátu, která zajišťuje 

selektivní transport prostřednictvím FR, nikoliv pasivní difuzí (Vlahov et Leamon, 2012). 

Nejprve byl stanoven cytotoxický účinek nasyntetizovaných konjugátů na nádorovou 

linii HeLa, u níž byla prokázána exprese folátového receptoru (Příloha III, Obr. S24 a S25)  

(Liu et al., 2007; Song et al., 2012). Nejvíce účinný konjugát 17d byl na základě těchto 

výsledků zvolen pro další detailnější studie. Skupinou M. Sourala byla provedena simulace 

disulfidové reakce, která mimikuje uvolnění inhibitoru in vitro v přítomnosti redukčního 

činidla, dithiothreitolu nebo glutathionu, pro ověření funkčnosti systému. Byla zaznamenána 

kompletní redukce disulfidového linkeru již po 5 min působení redukčního prostředí 

a po uplynutí 20 hod došlo k úplnému uvolnění samotného inhibitoru (Příloha III, Obr. 2). 
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Naproti tomu v případě nejznámějšího folátového konjugátu, vintafolidu, byla kompletní 

redukce disulfidového linkeru glutathionem zaznamenána až po 2 h, zatímco v případě 

dithiothreitolu po 10 min (Vlahov et Leamon, 2012). Následně byla průtokovou cytometrií 

testována schopnost konjugátu 17d vázat FR nádorové linie HeLa s použitím fluorescenční 

sondy cílící folátový receptor, FolateRSense 680, jako kompetičního agens (Příloha III, 

Obr. 3A). Buněčná linie HeLa byla vybrána s ohledem na vysokou expresi FR a podstatně 

vyšší cytotoxický účinek 17d než vůči jiným testovaným liniím. Výsledky cytometrické 

analýzy potvrdily, že konjugovaný inhibitor podstatně snížil procentuální zastoupení buněk 

s navázanou fluorescenční sondou, a to dokonce účinněji než volný folát (Příloha III, 

Obr. 3B). Tato kompetice byla koncentračně závislá s hodnotou IC50 v mikromolárním 

rozsahu (Příloha III, Obr. 4). V kontrolním experimentu samotný nekonjugovaný inhibitor 

s fluorescenční sondou nekompetoval. Tyto analýzy potvrzují specifický transport konjugátu 

17d prostřednictvím FR. Podobných výsledků bylo dosaženo i v případě ostatních látek 

ze série (Tab. 3). Na závěr byla testována inhibiční aktivita 17d vůči CDK2 v komplexu 

s cyklinem E standardizovaným kinasovým inhibičním testem, kdy tento konjugát dosáhl 

srovnatelné kinasové inhibiční aktivity (IC50 = 77 nM) jako nekonjugovaný inhibitor 17d´ 

(IC50 = 41 nM), a to i v nepřítomnosti redukčního činidla.  

Tab. 3:  Zastoupení buněk pozitivních na fluorescenční sondu FolateRSense 680, která váže folátový receptor, 

A) v přítomnosti volného folátu nebo testovaných konjugátů 17a-17g v koncentraci 50 µM, 

nebo B) v přítomnosti rostoucí koncentrace konjugátu 17d, nebo 17g, nebo jejich prekurzorových 

volných inhibitorů 17d´, nebo 17g´. 

A    Látka 
% zastoupení buněk 
pozitivních na sondu  

B 
  

Látka 
% zastoupení buněk 
pozitivních na sondu 

 

F
lu

o
r.

s
o
n
d
a
 1

 µ
M

 

CTRL 72.1   

F
lu

o
r.

s
o
n
d
a
 1

 µ
M

 

CTRL 75.6 

 volný folát 50 µM 22.6   17d 0.05 µM 70.6 

 17a 50 µM 12.7   17d 0.5 µM 63.5 

 17b 50 µM 10.3   17d 5 µM 33.8 

 17c 50 µM 12.9   17d 50 µM 11.4 

 17d 50 µM 11.4   inhibitor 17d´ 5 µM 72.0 

 17e 50 µM 15.7   inhibitor 17d´ 50 µM 74.4 

 17f 50 µM 11.5   17g 0.05 µM 72.4 

 17g 50 µM 13.6   17g 0.5 µM 64.9 

      17g 5 µM 36.7 

      17g 50 µM 13.6 

      inhibitor 17g´ 5 µM 71.0 

      inhibitor 17g´ 50 µM 72.7 
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Tyto výsledky souhrnně potvrzují, že vazba folátu přes amino skupinu CDK inhibitorů 

neblokuje interakci konjugátu s ATP-vazebným místem CDK2 a jeho účinnost tedy není 

limitována rychlostí uvolnění samotného inhibitoru v buňkách. Zachování vysoké účinnosti 

inhibitorů je jedním z významných faktorů, které ovlivňují úspěšnost při klinickém použití. 

Přestože se některé folátové konjugáty dostaly do klinického testování, jako např. vintafolid 

(Vlahov et al., 2006; Dosio et al., 2010) nebo BMS-753493 (Peethambaram et al., 2015), 

žádný z nich dosud nebyl schválen právě v důsledku jejich nízké účinnosti 

(Scaranti et al., 2020). Vintafolid se vyznačuje pouze omezenou účinností 

při monoterapeutické léčbě, která vyžaduje jeho použití v kombinací s jinými 

chemoterapeutiky, která jsou však neselektivní a způsobují nežádoucí vedlejší účinky 

(Naumann et al., 2013; Hanna et al., 2014). Konjugace folátu s CDK inhibitory s vysokou 

biochemickou i buněčnou účinností by v tomto ohledu mohly představovat vývoj efektivních 

inhibitorů s vyšší selektivitou vůči nádorovým buňkám. 
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6  ZÁVĚR 

V současné době existuje řada komerčně dostupných CDKi poměrně odlišných chemických 

struktur, které dosáhly různého stupně preklinického či klinického vývoje. Tři z těchto látek 

byly schváleny jako protinádorová léčiva a desítky dalších se aktuálně nachází v klinickém 

testování. Přestože většina látek neuspěla v klinickém vývoji, poskytují nepřeberné množství 

nástrojů pro chemickou biologii při studiu biologických pochodů spojených s funkcí CDK 

a také ve vývoji účinnějších léčiv. Kvalita těchto sloučenin, s ohledem na biochemickou 

účinnost, selektivitu a biologické účinky, se však může podstatně lišit. Inhibitory jsou totiž 

na počátku vývoje mnohdy označovány za vysoce účinné a selektivní vůči určitému cíli, 

ale v mnoha případech se toto tvrzení ukázalo jako nepravdivé. V důsledku nedostatečné 

charakterizace jejich biochemické selektivity totiž nejsou správně idenfitikovány jejich cíle, 

se kterými interagují. Inhibice neodhalených vedlejších, anebo i primárních cílů limituje jejich 

použití jako selektivních chemických sond, ale i jejich klinický vývoj.  

 První část této dizertační práce byla věnována charakterizaci biochemické selektivity 

a biologických účinků vybraných komerčně dostupných CDKi, které byly uváděny 

jako selektivní vůči CDK1, 2 nebo 4/6, a tyto výsledky byly porovnávány s publikovanými 

daty. Bylo hodnoceno, zda tyto látky splňují kritéria vhodných selektivních chemických sond, 

která zahrnují dostatečnou selektivitu (>50násobný rozdíl v hodnotách IC50 v biochemickém 

testu zahrnujícím alespoň 125 kinas), biochemickou (<100 nM) a buněčnou účinnost 

(<500 nM). Tato kritéria byla souhrnně definována jako tzv. fitness factor (Frye, 2010; 

Workman et Collins, 2010; Knapp et al., 2013). Bylo zjištěno, že z 31 látek pouze palbociclib, 

abemaciclib a ribociclib splňují všechna kritéria selektivních chemických sond. Ze skupiny 

CDK2 inhibitorů, pouze inhibitory NU6102 a ,,CDK2 inhibitor II“ disponují dostatečnou 

selektivitou vůči CDK2, nicméně nedosáhly dostatečné buněčné účinnosti. Porovnáním 

testovaných CDK1 inhibitorů bylo zjištěno, že pouze RO3306 je vhodným kandidátem z této 

skupiny; žádná jiná látka nedosáhla tak vysoké selektivity pro CDK1. Všechny studované 

duální inhibitory by měly být klasifikovány jako pan-selektivní, protože žádný z nich 

neinhibuje pouze dvě udávané CDK. Vhodným kandidátem pro duální CDK2/5 inhibitor 

by mohl být CVT313, který byl původně udáván jako CDK2 selektivní. Velká většina 

testovaných látek, včetně CDK4/6 inhibitorů, způsobuje mírnou, avšak koncentračně závislou 
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akumulaci buněk v G2/M fázi buněčného cyklu, která indikuje podstatně komplexnější 

mechanismus účinku. Například CDK4/6 inhibitor ON123300 indukuje G1 blok, 

který od určité koncentrace přechází v G2/M v důsledku inhibice CDK2. Tento jev 

se vyskytuje u látek s nanomolární afinitou vůči CDK4, ale nízkým indexem selektivity, 

jako má také ,,CDK4 inhibitor“ nebo milciclib. V případě některých látek dokonce nebyla 

prokázána inhibice CDK jako primárních buněčných cílů navzdory původním publikovaným 

datům a mnohé z nich zřejmě inhibují i jiné proteinkinasy v rámci kinomu. Zatímco hlavní cíl 

,,CDK1 inhibitoru“ zůstává neodhalen, NU6140 byl vyhodnocen jako silný inhibitor aurora 

kinas. Na základě těchto výsledků jsou aurora kinasy již uváděny v produktových listech jako 

vedlejší cíle NU6140 řady komerčních společností. Publikovaná data pro BIO, ON1233000 

a milciclib odhalila, že tyto látky jsou také účinnými inhibitory dalších kinas v kinomu 

jako GSK3, ARK5, nebo TRK (Albanese et al., 2010; Meijer et al., 2003; Reddy et al., 2014). 

Pro řadu látek však nejsou dostupná kompletní data o jejich selektivě v rámci kinomu, 

v důsledku čehož nejsou odhaleny jejich další vedlejší cíle, anebo jsou testovány pouze 

v jedné, často suboptimální, koncentraci. Například ,,CDK1/2 inhibitor III“ byl analyzován 

v koncentraci 500 nM, kdy více než polovina z testovaných kinas byla inhibována s účinností 

>50 %, nicméně s ohledem na jeho buněčnou účinnost by měla být použita podstatně nižší 

koncentrace, díky které by byly vyfiltrovány nerelevantní cíle (Anastassiadis et al., 2011). 

Vedlejšími cíli ale mohou být také jiné nekinasové cíle, například ryuvidin v klinicky 

relevantních dávkách inhibuje také metyltransferasu SETD8 (Blum et al., 2014). Ze získaných 

výsledků je evidentní, že informace o biochemické selektivitě jsou nezbytné pro pochopení 

mechanismu účinku a pro výběr vhodné selektivní sondy. Biochemické testy by měly být vždy 

doplněny o buněčné testy a další analýzy pro dosažení korektní a úplné validace selektivity 

inhibitorů.  

Kinasové inhibitory se však vyznačují promiskuitou nejen na biochemické, 

ale i na buněčné úrovni, kdy dochází k jejich akumulaci i ve zdravých nenádorových buňkách. 

Většina těchto látek inhibuje kinasy či procesy, které podporují nádorové bujení, ale mohou 

mít esenciální funkci také v nenádorových buňkách. Jejich inhibice pak může způsobovat 

systémovou toxicitu a vyřazení z klinického použití. 2,6,9-trisubstituované puriny se vyznačují 

významnými CDK-inhibičními a antiproliferačními vlastnostmi, ale jejich potenciální klinická 

aplikace je limitována právě nízkou buněčnou selektivitou. Cílené zvýšení hladiny inhibitorů 
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v nádorových buňkách prostřednictvím selektivního transportu může představovat účinný 

způsob pro zlepšení efektivity léčby těmito proteinkinasovými inhibitory.  

Tato skutečnost podnítila k vytvoření prvního konceptu folátového transportního 

systému založeného na konjugátech 2,6,9-trisubstituovaných purinů, jehož funkčnost byla 

ověřována v druhé části této dizertační práce. Tyto CDK inhibitory se vyznačují CDK2-

inhibičními a antiproliferačními účinky (Gucký et al., 2013) a jejich terminální amino skupina 

poskytuje vhodnou funkční skupinu pro konjugaci s folátem prostřednictvím disulfidového 

linkeru, která neblokuje interakci konjugátu s ATP-vazebným místem CDK. Konjugát 17d byl 

na základě nejvyšších cytotoxických účinků vybrán pro podrobnější studie. Na základě in vitro 

simulace bylo ověřeno účinné uvolnění samotného inhibitoru ze struktury konjugátu 

působením redukčního prostředí. Cytometrickou analýzou byl potvrzen specifický transport 

konjugátu prostřednictvím FR do nádorových buněk a zachování jeho CDK2 inhibičních 

vlastností, které nejsou limitovány rychlostí uvolnění samotného inhibitoru v buňkách. 

Tento koncept tak naznačuje možnou cestu vývoje protinádorových léčiv s vyšší buněčnou 

selektivitou. 
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9 PŘÍLOHY 

Tato disertační práce shrnuje a odkazuje na následující seznam publikací, které jsou přiloženy 

a v textu označovány jako příloha I-III. 
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Cyclin-Dependent Kinases? J Med Chem. 61, 9105-9120.    *Sdílené prvoautorství 
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databáze biochemické selektivity komerčně dostupných inhibitorů cyklin-

dependentních kinas. 

 

Příloha II: Hendrychová, D., Jorda, R., Kryštof, V. (2021): How selective are clinical 

CDK4/6 inhibitors? Med Res Rev 41, 1578-1598. 

DH jako první autor publikace (70 %) sepsala literární přehled shrnující aktuální 

informace o buněčné odpovědi inhibice cyklin-dependentních kinas 4/6 a o selektivitě 
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Příloha III: Krajčovičová, S., Gucký, T., Hendrychová, D., Kryštof, V., Soural, M. (2017): 

A Stepwise Approach for the  Synthesis of Folic Acid Conjugates with Protein Kinase 

Inhibitors. J Org Chem. 82, 13530-13541. 

DH jako spoluator této publikace (25 %) zoptimalizovala a provedla biologické 
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ABSTRACT: Cyclin-dependent kinases (CDKs) are an important and emerging class of drug targets for which many small-
molecule inhibitors have been developed. However, there is often insufficient data available on the selectivity of CDK inhibitors
(CDKi) to attribute the effects on the presumed target CDK to these inhibitors. Here, we highlight discrepancies between the
kinase selectivity of CDKi and the phenotype exhibited; we evaluated 31 CDKi (claimed to target CDK1−4) for activity toward
CDKs 1, 2, 4, 5, 7, 9 and for effects on the cell cycle. Our results suggest that most CDKi should be reclassified as pan-selective
and should not be used as a tool. In addition, some compounds did not even inhibit CDKs as their primary cellular targets; for
example, NU6140 showed potent inhibition of Aurora kinases. We also established an online database of commercially available
CDKi for critical evaluation of their utility as molecular probes. Our results should help researchers select the most relevant
chemical tools for their specific applications.

■ INTRODUCTION
A substantial fraction of proteins are modified by phosphor-
ylation catalyzed by protein kinases,1 which represent the
largest group of cellular targets for directed anticancer therapy.
The human genome encodes 518 protein kinases, which
regulate most cellular processes. However, the complexity of
protein phosphorylation networks makes experimental studies
aimed at dissecting the functions of individual kinases and
identifying kinase substrates challenging. The use of various
approaches such as RNA interference, chemical inhibitors, in
vivo knockout mouse models, or CRISPR/Cas9 technology
often leads to discrepancies or contradictions.2

An important criterion for a good chemical probe is
biological selectivity for the principal target.3,4 While the
range of chemical probes targeting several protein kinases
appears to be sufficient, with dozens of commercially available
inhibitors for certain kinases, the selectivity information
available is often incomplete or hard to find.5

Cyclin-dependent kinases (CDKs), together with other cell-
cycle protein kinases (Aurora, polo-like, and checkpoint
kinases), have been well validated as targets for cancer
treatment; three inhibitors have already been approved as
drugs.6 The human CDK family comprises 20 members; some
members have been described as essential regulators of the cell
cycle (CDKs 1, 2, 4, 6), while others are involved in diverse

cell-cycle-independent processes, such as regulation of tran-
scription (CDKs 7, 8, 9, 11, 12), splicing (CDK12), DNA
repair (CDKs 2, 9, 12), migration and angiogenesis (CDK5),
or spermatogenesis (CDK16). In addition, most CDKs have
numerous substrates and often participate in quite distinct
processes, such as CDK7 (serving as both a CDK-activation
kinase and an activator of RNA polymerase II), CDK5
(regulating neuronal function and cell migration), CDK9 and
CDK12 (activation of RNA polymerase II, DNA damage
response), and CDK6 (cell cycle, kinase-independent tran-
scriptional regulation).7−11 Nevertheless, the precise biological
function of some CDKs and cyclins has yet to be convincingly
established.
Intensive research in the development of CDK inhibitors

(CDKi) has led to the identification of many compounds that
differ in selectivity toward members of the CDK family and in
potency and cellular effects. Currently, over 100 different
CDKi are commercially available for experimental work
(Supporting Information, File S1). These CDKi are often
classified according to their selectivity as described in the
original literature, but in some cases the selectivity has not
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been well studied. The classification of compounds discovered
10−20 years ago may be incorrect due to the limited
knowledge of other CDKs at that time; many such “selective”
CDK inhibitors were assayed against at most 3 kinases out of
20 (Figure 1). Some CDKi were classified as pan-selective (i.e.,

inhibiting most CDKs), whereas the rest were classified as
selective inhibitors for a single CDK or two specific CDKs
(usually referred to as dual inhibitors) (Supporting Informa-
tion, File S1). The latter classification, in particular, merits
closer inspection because in many cases there is little obvious
mechanistic basis that could explain dual selectivity. In fact, in-
depth characterizations of the selectivity of many such
compounds have often been published later.12−19 However,
these characterizations have often been part of large studies
addressing several kinase inhibitors and are not easy to find in
the literature. Importantly, commercial catalogues frequently

do not reflect these updates, and if a scientist relies solely on
information provided in the product datasheet, an unsuitable
probe could easily be selected and purchased.
Our aim was to provide more information about inhibitors

targeting cell-cycle CDKs that we considered to be
insufficiently validated and to increase the available knowledge
about these compounds as chemical tools; to do so we
evaluated these inhibitors in terms of activity against a panel of
CDKs 1, 2, 4, 5, 7, and 9 (Figure 1) and effects on the cell
cycle of HCT-116, a cell line commonly used for phenotypic
screen of cell-cycle modulators.20 We did not evaluate
inhibitors that display a pan-selective pattern of inhibition or
whose inhibitory preferences for CDKs have been described in
detail elsewhere (such as the clinically developed dinaciclib,
SNS032, roscovitine, flavopiridol, and AT7519, which are also
less selective). Our study further highlights discrepancies
between kinase selectivity and the phenotype exhibited. These
results should help researchers select the most relevant
chemical tools for their specific applications.

■ RESULTS
CDK1 Inhibitors: RO3306 Is the Most Suitable CDK1

Chemical Probe to Date. The strong reported CDK1/B
inhibition by the purine-based CGP74514A (published IC50 =
31 nM)21 led to a simple classification of this inhibitor as a
CDK1-selective without any further investigation of other
possible targets. The reported G2/M cell cycle arrest is partly
in line with the expected target,22−24 but our own results (the
G2/M-arrested population increased only by 19% compared to
control after 24 h treatment with 5.9 μM compound) indicated
that CDK1 is unlikely to be the sole target (Figure 2A).
Indeed, our biochemical assays revealed that this inhibitor
primarily targets CDK2 rather than CDK1 (Figure 3). These
results are in agreement with broad kinase selectivity profiling
using a radiometric filter-binding assay.12,16 CGP74514A was
tested at three concentrations against >300 kinases, and the
results obtained indicate that it exhibits a pan-selective pattern
of inhibition (Supporting Information, File S2). Interestingly,
screening based on a thermal shift assay revealed that
CGP74514A has a preference for group II of p21-activated
kinases (PAKs), which are known nonspecific targets of
purine-based CDK inhibitors.15,25 Despite the availability of

Figure 1. Histogram showing the percentage of tested “selective”
CDK inhibitors against specified number of CDK/cyclin complexes.
Formerly, 52% of “selective” CDK inhibitors (62 inhibitors included)
were assayed against at most 3 CDK complexes out of 20 (only IC50,
Ki and Kd data included) (white bars) while after complementation
with our data (gray bars), 61% of CDK inhibitors were characterized
by at least 7 CDK/cyclin complexes inhibited. Information about
classification, alternative names, CAS numbers, kinase inhibition data,
and references of inhibitors are available in the Supporting
Information, File S1.

Figure 2. (A) Effect of inhibitors designated CDK1-selective on the cell cycle of HCT-116 cells treated for 24 h: flow cytometric analysis (10 000
counts) of DNA stained with propidium iodide. (B) Immunoblot confirming thermal stabilization of CDK1 protein levels by RO3306 in HCT-116
cells after 4 h of treatment.
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sufficient information about CGP74514A targeting CDK2, it
has been used several times as a CDK1-specific chemical
probe.24,26,27 Some authors were aware that the identity of the
cellular target of this inhibitor was unclear and therefore
compared CGP74514A with RO3306,22−24 another well-
established CDK1 inhibitor (discussed below).
“CDK1 inhibitor” (compound 8a; published IC50 = 5.8

μM), was developed from a library of 2-indolinone derivatives
based on the predicted binding to the homology model of
CDK1;28 however, further kinase inhibition or biological data
for this compound have not been published. Our measurement
confirmed its micromolar potency toward CDK1 but not the
selectivity (Figure 3). Published data from a broad-spectrum
kinase profiling of “CDK1 inhibitor” also revealed nonselective
inhibition of several kinases;16 importantly, CDK1 is not
present among the most sensitive kinases (CDK1 ranks 103rd
out of 292) (Supporting Information, File S2).12 Nevertheless,
this compound arrested HCT-116 cells in the G2/M phases
(Figure 2A), but due to poor potency and due to the
nonselective nature of “CDK1 inhibitor”, the underlying
mechanism for this arrest might not be the inhibition of
CDK1. Another possible target is MLCK (11% residual activity
with 10 μM compound),16 the inhibition of which can cause
similar mitotic defects and cytokinesis failure.29

The 1-aza-9-oxafluorenes benfluorene and elbfluorene have
also been designated as CDK1-selective inhibitors.30,31 The
more effective elbfluorene inhibits CDK1 (published IC50 =
4.2 μM), while inhibition of CDK2 and CDK4 was not
observed at up to 100 μM.31 However, our measurement did
not confirm inhibition of CDK1 or of any other tested CDKs
(Figure 3). In addition, we did not observe any effect on the
cell cycle profile of the inhibitor-treated HCT-116 cells (Figure
2A).
The thiazolinone derivative RO330632 is probably the most

frequently used chemical tool in studies investigating the role
of CDK1.27,33,34 Surprisingly, the selectivity profile of RO3306
has only been partially revealed; a recent article described

RO3306 potency only toward CDK1 and CDK2,35 and partial
kinase profiling data showed that CDK2/A and CDK9/T were
only weakly inhibited.36 Nevertheless, published data36

demonstrate that RO3306 can also effectively inhibit other
kinases from the CMGC group of kinome, especially DYRKs
(Supporting Information, File S2). We complemented this
kinase profile and confirmed the high selectivity of RO3306 for
CDK1 (Figure 3).37 Consistent with potent CDK1 inhibition,
RO3306 treatment strongly arrested the cell cycle of the HCT-
116 cell line in the G2/M phase (Figure 2A). This result has
been described in many studies on different cell lines as usually
leading to a substantial G2/M block or to cyclin B
accumulation,23,24,33,38,39 which clearly corresponds to the
inhibition of CDK1 at the cellular level.
To further confirm the direct interaction of studied

inhibitors with CDK1, we performed a cellular thermal shift
assay (CeTSA), which is based on the ligand-induced thermal
stabilization of target proteins40,41 of HCT-116 cells treated
with different concentrations of compounds that affect the cell
cycle of these cells. Our data clearly showed that, in contrast to
CGP74514A and “CDK1 inhibitor” (Supporting Information,
Figure S2), only RO3306 can stabilize CDK1 expression levels
in inhibitor-treated cells (Figure 2B).
The above-mentioned results strongly highlight RO3306 as

the most suitable tool for pharmacological inhibition of CDK1,
while CGP74514A should be classified as a pan-selective
inhibitor. “CDK1 inhibitor”, benfluorene, and elbfluorene were
identified as being inactive toward CDKs.

CDK2 Inhibitors: NU6140 Strongly Inhibits Aurora
Kinases in Vitro. Inhibitors that have been claimed to exhibit
selectivity for CDK2 are the most numerous; however, most of
them are designated as dual inhibitors due to the strong
activities of these compounds toward the structurally related
CDK1 and in some cases toward CDK5 and CDK9 (see
Supporting Information, File S1).
Purine derivatives CVT313 (marketed as “CDK2 inhibitor

III”)42 and NU6140 (marketed as “CDK2 inhibitor IV”)43

Figure 3. (A) Structures of inhibitors designated as CDK1 selective. (B) Kinase inhibition data expressed as IC50 values complemented by graphic
illustration of the selectivity for certain CDK. Red and green bars indicate CDK activity on a log10 scale (midpoint corresponds to 1 μM, and
maximum for red and green is 1 nM and 100 μM, respectively). Cellular phenotype is determined in HCT-116 cells treated for 24 h.
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inhibit CDK2 in a nanomolar range and exhibit selectivity over
CDK1 and transcriptional CDKs (Figure 4). Nevertheless, we
found that CVT313 also interacts with recombinant CDK5
(Figure 4), which is in line with published kinase profiling.12 In
addition, cellular inhibition of CDK5 with CVT313 was
confirmed by monitoring of phosphorylated FAK at S732 that

was shown to be a direct target of CDK5 (Supporting
Information, File S2).44−46 Both the purines arrested HCT-
116 cells in the G2/M phase, but NU6140 treatment resulted
in a significant tetraploid population (Figure 5A). This
observation led us to hypothesize that the main target of
NU6140 might not be CDK2 (determined IC50 = 0.4 μM) but

Figure 4. (A) Structures of inhibitors designated as CDK2 selective. (B) Kinase inhibition data expressed as IC50 values complemented by graphic
illustration of the selectivity for certain CDK. Red and green bars indicate CDK activity on a log10 scale (midpoint corresponds to 1 μM; maximum
for red and green is 1 nM and 100 μM, respectively). Cellular phenotype is determined in HCT-116 cells treated for 24 h.

Figure 5. (A) Effect of different concentrations of NU6140 on the cell cycle of HCT-116 cells treated for 24 h: flow cytometric analysis (10 000
counts) of DNA stained with propidium iodide. (B) Inhibition of Aurora kinases by different CDK inhibitors. JNJ7706621 (dual CDK/AUR
inhibitor) and tozasertib (AURs inhibitor) were used as positive controls. (C) Immunoblotting analysis of Aurora kinases and phospho-histone H3
in HCT-116 cells treated with NU6140 for 24 h. β-Actin was used as a loading control.
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another mitotic kinase, such as PLK or AURs. The screening
data for NU6140 against a panel of 300 kinases suggest a
possible explanation (Supporting Information, File S2).12

While CDK2 was only weakly inhibited by this compound
(CDK2 ranked 54th out of 300; 500 nM NU6140 caused 44%
inhibition), all three Aurora kinases were substantially more
sensitive (2nd, 16th, and 23rd ranks).12 We therefore
determined the IC50 for AURs and found that the values
were approximately 6−10 times lower than that for CDK2
(Figure 5B). To further confirm cellular inhibition of AURB,
we performed immunoblotting analysis to examine phosphory-
lated histone H3, a direct substrate of AURB. NU6140 indeed
decreased phosphorylation of H3-S10 in HCT-116 cells in a
dose-dependent manner (Figure 5C). In addition, the
structurally related 2,6-disubstituted purine reversine was
described recently as an inhibitor of AURs.47 Our findings
thus provide novel insight into the possible mechanism of
action of NU6140.
Indolinone derivatives GW8510 and “CDK2 inhibitor II”

exhibit nanomolar potency for CDK2 (published IC50 = 10−
60 nM).48 We found here that “CDK2 inhibitor II” has higher
selectivity for CDK2 than for other members of the CDK
family, whereas GW8510 showed strong activity against CDK5
and CDK1 (IC50 ≈ 7 and 49 nM, respectively) (Figure 4) that
was confirmed by dephosphorylation of FAK at S732 (CDK5
substrate) and durable G2/M arrest in treated CDK2-
knockout HCT-116 cells (Supporting Information, Figure

S3). Both inhibitors increased the G2/M-arrested population
of HCT-116 cells (Supporting Information, Figure S3).
Unfortunately, usage of the more selective “CDK2 inhibitor
II” as a chemical probe is limited due to its poor solubility (our
own experience). Despite this limitation, in recent articles,
“CDK2 inhibitor II” was used as a tool to highlight the role of
CDK2 in the promotion of tumor proliferation and induction
of radioresistance in glioblastomas49 and in the phosphor-
ylation of ligand-dependent progesterone receptor at S400,50

histone methyltransferase Suv39H1 at S391,51 and enhancer of
zeste 2 (EZH2) at T416.52 However, results of these studies
should be interpreted with caution. First, the concentration
range of inhibitor that was used to determine these effects was
broad (70 nM to 4 μM). Second, profiling of a broader panel
of kinases has not been reported. Lastly, many related
indolinone derivatives are less selective.53

The indolinone SU9516 is one a few inhibitors that have
been well-profiled, including against different CDKs.12,54−56

However, the preference of this inhibitor for CDK2 is not
robust; our data revealed similar activity against CDK5/p25
(Figure 4) that was confirmed also in cells by dephosphor-
ylation of pFAK(S732) (Supporting Information, Figure S3).
This finding is in agreement with reported profiling, where
CDK5 was seen to be the most sensitive out of 300 tested
kinases (Supporting Information, File S2).12 Cell cycle analysis
of inhibitor-treated HCT-116 cells indicated G2/M arrest
(Supporting Information, Figure S3), which is consistent with

Figure 6. (A) Structures of inhibitors designated as CDK4 selective. (B) Kinase inhibition data expressed as IC50 values complemented by graphic
illustration of the selectivity for certain CDK. Red and green bars indicate CDK activity on a log10 scale (midpoint corresponds to 1 μM; maximum
for red and green is 1 nM and 100 μM, respectively). Cellular phenotype is determined in HCT-116 cells treated for 24 h.
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data on other cell lines, namely, T24, SPC-A1, or RKO.54,56

Moreover, significant G2/M block in SU9516-treated HCT-
116 cell lacking CDK2 showed that SU9516 also targets CDK1
in cells (Supporting Information, Figure S3).
Milciclib (PHA848125) was reported to uniquely inhibit

CDK2/A with 10-fold higher potency than for CDK2/E
(published IC50 = 45 nM and 363 nM, respectively);57

however, due to nanomolar inhibition of tropomyosin receptor
kinases (TRKs), milciclib has also been designated a dual
CDK-TRK inhibitor.58 Our measurements confirmed the
published data but revealed that milciclib can also moderately
inhibit CDK4 (Figure 4). This finding is probably associated
with the structural similarity of this compound to the CDK4-
selective palbociclib (PD0332991) and ribociclib (LEE011)
(Figure 6; Supporting Information, Figure S8). Cellular
inhibition of CDK4 is evident from the analysis of the cell
cycle, especially at low inhibitor concentrations, which arrest
HCT-116 cells in the G1 phase. Conversely, higher doses lead
to G2/M arrest, probably due to effective inhibition of CDK2
(Supporting Information, Figure S4). Similar effects were also
reported with ovarian cell lines.58

Our evaluation showed that no commercially available
inhibitor designated as CDK2 selective should be used as a
CDK2 probe in cellular experiments. The compounds have
either low solubility (“CDK2 inhibitor II”), low CDK
selectivity (GW8510, SU9516, CVT313), or heterogeneous
cellular effect (milciclib and NU6140).
Clinical CDK4/6 Inhibitors Are Selective Chemical

Tools. CDK4 and CDK6 exhibit certain structural differences
in comparison with other CDKs, and inhibitors of these
kinases are usually much more selective than other CDKi.59

This selectivity probably contributed to the successful approval
of palbociclib (PD0332991),60,61 ribociclib (LEE011),62 and
abemaciclib (LY2835219)63 for the treatment of advanced
breast cancer. Although these drugs share some pharmaco-
phores (Figure 6), recent data pointed at some distinctions
that confirmed their differences related to their off-
targets.13,18,64−67 Palbociclib, but not ribociclib, has been
shown to specifically interact with several lipid kinases
PIP4K2A/B/C and to increase the number of autophagic

vesicles via inhibition of AKT signaling in lung cancer.67

Autophagy induced by palbociclib was observed also in
hepatocellular carcinoma via the PP5/AMPK axis, while
ribociclib and abemaciclib had minimal effects in this
model.68 Further study revealed that in contrast to palbociclib
and ribociclib, abemaciclib directly inhibits GSK3α/β and
CAMKIIγ/δ kinase activity and potently activates β-catenin-
dependent WNT signaling.64 Non-kinase binding studies and
kinome interaction analyses revealed that abemaciclib inhibits
also CDK9,13 but cellular studies did not find any changes in
phosphorylation of CTD RNA polymerase II (a CDK9-
dependent process) in different cell lines.69,70 And importantly,
unlike palbociclib and ribociclib, abemaciclib exhibits cellular
toxicity also in Rb-deficient cell lines in vitro, highlighting the
possibility of having different targets.66,71

We also performed the cell cycle analysis of inhibitor-treated
HCT-116 to confirm the selectivity of these CDK4/6
inhibitors and expected phenotype (G1 block without
significant apoptosis in Rb-positive cell lines). As we supposed,
palbociclib and ribociclib arrested the cell cycle in G1 phase in
nanomolar concentrations (Figure 7; Supporting Information,
Figure S4).
Micromolar concentrations of palbociclib and abemaciclib,

but not ribociclib increased G2/M population (Supporting
Information, Figure S5), which is in agreement with previous
reports.71,72 Nevertheless, micromolar concentrations of these
drugs do not fall within therapeutically relevant doses, and
therefore only concentration of <1 μM should be used when
targeting CDK4/6 probe.73−75

Mostly palbociclib and ribociclib have frequently been used
as chemical probes in numerous biological studies; however,
other “CDK4/6-selective” inhibitors are also commercially
available.
NSC625987 (sold as “CDK4 inhibitor II”)76 is a

thioacridone derivative of 3-amino-9-thio(10H)-acridone (3-
ATA), one of the first inhibitor published as having a
preference for CDK4 over CDK1/2. Nevertheless, our
measurements did not reveal any affinity to the assayed
CDKs at concentrations up to 20 μM (Figure 6). Our findings
are consistent with published kinase profiling data (Supporting

Figure 7. Cellular effects of commercially available CDK inhibitors marketed as “CDK4 selective” or “dual” do not always correspond to expected
phenotype. Shown are cell cycle analyses of HCT-116 cells treated for 24 h with CDK inhibitors from the same group (panel A, marketed as CDK4
selective; panel B, designated dual inhibitors). Shown is flow cytometric analysis (10 000 counts) of DNA stained with propidium iodide.
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Information, File S2), in which none of the 234 tested kinases
were inhibited with more than 50% efficacy by 10 μM
NSC625987.16 In addition, our cell cycle analysis in inhibitor-
treated cells reveal only moderate G1 phase arrest accom-
panied by massive apoptosis (Supporting Information, Figure
S4), further disqualifying NSC625987 from being a suitable
chemical probe for CDK4.
Ryuvidine (“CDK4 inhibitor III”), a derivative of

benzothiazole, was reported to weakly but selectively inhibit
CDK4 (published IC50 = 6 μM);77 however, there are no
published results that show cellular inhibition of CDK4 by this
compound. Our measurement confirmed micromolar activity
toward CDK4, but due to the limited solubility of this
inhibitor, we could not record IC50 value with other CDKs
(IC50 > 20 μM) (Figure 6). Published kinase profiling of
ryuvidine (Supporting Information, File S2) revealed that none
of the 300 kinases tested were inhibited with more than 40%
efficacy.12,16 Our cell cycle analysis did not show G1 arrest in
inhibitor-treated HCT-116 cells (Figure 7); however, a rather
unexpected accumulation of cells in the S phase was observed
(increased by 15% compared to the control), which is not
typical of CDKi and therefore suggests inhibition of other
targets. Consistent with this finding, recent work has shown
that ryuvidine strongly inhibits the lysine methyltransferase
protein SETD8 (IC50 = 0.5 μM),78 inhibition of which results
in cell cycle defects in the S and G2/M phases.79

The compound CINK4 (available as “CDK4/6 inhibitor
IV”) was reported to inhibit CDK4 in micromolar ranges;80

however, our data also revealed measurable inhibition of
CDK1 and CDK2 (Figure 6), discouraging its use as a specific
probe. Broader selectivity toward CDKs was further confirmed
by flow cytometric analysis of inhibitor-treated HCT-116 cells;
we documented significant G1 arrest upon treatment with
lower doses of this compound but clear G2/M arrest with
higher doses (>10 μM) (Figure 7).
Indolocarbazoles arcyriaflavin A81 and its brominated

derivative sold as “CDK4 inhibitor”82 are structurally related
to the multikinase inhibitor staurosporine. Our data confirmed
the preference of arcyriaflavin A and “CDK4 inhibitor” for
CDK4 (Figure 6), but both compounds also inhibited CDK2
and CDK5 at nanomolar levels (Figure 6). Published results
for “CDK4 inhibitor” from broad-spectrum kinase profiling
(Supporting Information, File S2) showed targeting of CDK4
and CDK6 (9th and 5th rank, respectively, among the 300
kinases tested) but also confirmed nonspecificity throughout
the kinome.12

Cell cycle analyses confirmed the pan-selectivity of both
compounds; while low doses of inhibitor lead to G1 arrest of
HCT-116 cells, higher doses cause accumulation of cells in
G2/M phases (Supporting Information, Figure S4). This
finding has also been documented for other indolocarbazole
derivatives.81 On the basis of our investigation, we cannot
recommend the use of these two inhibitors as specific chemical
tools.
Isoquinolinone-based “CDK4 inhibitor V” is described as a

selective nanomolar inhibitor of CDK4;83 however, this

Figure 8. (A) Structures of inhibitors showing preference for two CDKs (designated as dual). (B) Kinase inhibition data expressed as IC50 values
complemented by graphic illustration of the selectivity for certain CDK. Red and green bars indicate CDK activity on a log10 scale (midpoint
corresponds to 1 μM; maximum for red and green is 1 nM and 100 μM, respectively). Cellular phenotype is determined in HCT-116 cells treated
for 24 h.
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description is not consistent with our measurements. While we
indeed confirmed nanomolar inhibition of CDK4 (IC50 = 38
nM), we found that this compound also inhibits CDK1 and
CDK2 at a submicromolar range (Figure 6). Analysis of the
effects of this compound on the cell cycle further confirmed
our findings; treatment of HCT-116 cells with this inhibitor
resulted in G2/M arrest of cell cycle (Figure 7).
ON123300, which is structurally related to palbociclib, is

known for its preference for not only CDK4 (published IC50 =
4 nM) but also AMPK-related protein kinase 5 (ARK5)
(published IC50 = 4 nM).84 Our data revealed that ON123300
is also able to strongly inhibit CDK2 (Figure 6). An additional
biochemical screening revealed that ON123300 is a nanomolar
inhibitor of other kinases such as FLT3, FYN, Abl, and
PDGFRβ.84 When used at nanomolar doses, the effect of this
compound on HCT-116 cells is associated with the inhibition
of CDK4; however, using higher doses (>1 μM) leads to the
accumulation of cells in the G2/M phases (Supporting
Information, Figure S4), which was also independently
reported in lymphoma cells.85

Taken together, our analysis revealed that only few
compounds (palbociclib, ribociclib, and abemaciclib) cause
typical CDK4-specific cellullar phenotype (G1 block without
induction of apoptosis) in treated cells in a dose−response
manner, whereas others display lower CDK4/6 selectivity
(ON123300, “CDK4 inhibitor”, CINK4, arcyriaflavin A, and
“CDK4 inhibitor V”) or probably another mechanism of action
(NSC625987 and ryuvidine).
Dual Inhibitors: More than Just Two Targets. We were

further interested in CDKi that were classified as dual
inhibitors, suggesting lower selectivity; such compounds
should be avoided by researchers who need a selective
chemical tool. Our results actually provide evidence that
none of the studied compounds selectively inhibit only two
CDKs in biochemical assays (Figure 8). Moreover, only three
of them, namely, BMS265246,86 “CDK2/9 inhibitor”,87 and
BML259,88 exhibit the highest potency for the two CDKs that
are designated as the major targets of these inhibitors. We
found that some other CDKs are inhibited nearly to the same
extent (e.g., the “CDK2/9 inhibitor” also inhibits CDK5). All
these compounds, together with “CDK1/2 inhibitor III”89 and
CGP60474,90 should be reclassified as pan-selective.
Several other inhibitors were reported to effectively inhibit

not only CDKs but also other kinases, which therefore raises
concerns regarding their use as selective CDK probes. For
example, the indirubin derivative BIO (6-BIO)91,92 inhibits
glycogen synthase kinase-3β, while the purine (R)-DRF053
exhibits potent activity toward casein kinase CK1δ.93 “CDK1/
5 inhibitor”94 and PNU112455A95 exhibit limited activity
against CDKs.
To further verify the selectivity of investigated inhibitors, we

performed immunoblot analysis of different CDK substrates
(namely, pFAK-S732 and pRNA polymerase II as substrates of
CDK5 and CDK7/9, respectively) in treated HCT-116 cells.
Our results clearly showed that “CDK1/2 inhibitor III”,
BMS265246, and CGP60474 (all designated as CDK1/2
inhibitors) also inhibit CDK5 in cells (Supporting Information,
Figure S6) and confirmed results from biochemical assays.
Oppositely, relatively high affinity of “CDK1/2 inhibitor III”
and CGP60474 for transcriptional CDKs from kinase assays
did not express significantly in the dephosphorylation of RNA
polymerase II.

Further, we confirmed the preference of these inhibitors for
CDK1 and CDK2 in cells; our data from flow cytometry on
treated HCT-116CDK2−/− cells corresponded with expected
phenotype that co-depletion of CDK1/2 together causes the
greatest increases in G2/M cell cycle (Supporting Information,
Figure S7).96 In the same experiment we also revealed that
CDK inhibitors declared to not inhibit other CDKs (“CDK2/9
inhibitor” and BML259) potently inhibit CDK1 and CDK5 in
cells (Supporting Information, Figures S6 and S7).
NU6102 is a purine-based compound bearing an O6-

cyclohexylmethyl moiety and was developed by the opti-
mization of NU6027 and NU2058 (also commercially
available).97,98 NU6102 shows a binding mode different from
other CDK inhibitors with a purine scaffold (such as
roscovitine, CR8, or H717); one can therefore expect this
compound to also exhibit substantially different potency and
selectivity. NU6102 was formerly described as a nanomolar
inhibitor of CDK1/2 (published IC50 = 9 and 6 nM),98,99 but
additional studies revealed that NU6102 exhibits high
selectivity for CDK2 over other CDK-family members,
including CDK1.34,35,37,100 In addition, the selectivity of
NU6102 in cells was confirmed by the differences observed
in the cytotoxicity of NU6102 toward cells lacking CDK2
compared to wild-type cells,101,102 and further study showed
that NU6102’s specifity over CDK1 in the Xenopus homologs
of these kinases.34

Our data confirmed the reported preference for CDK2 and
the weak activity against transcriptional CDKs (Figure 8).
Treatment of HCT-116 cells resulted in rapid G2/M arrest
(Supporting Information, Figure S4), as reported previously in
other cell lines.34,103 Nevertheless, flow cytometric analysis of
NU6102-treated HCT-116 cells lacking CDK2 revealed
significant G2/M block suggesting CDK1 inhibition (see
Supporting Information, Figure S7).
Interestingly, HCT-116 cells with acquired resistance to

NU6102 exhibit upregulated CDK6 activity, suggesting
functional compensation between these two slightly divergent
kinases.101 NU6102 has been further optimized to develop
inhibitor 73, which is 2000-fold less active toward CDK1
(published IC50 = 86 μM) while retaining high potency against
CDK2 (published IC50 = 0.044 μM).100 Unfortunately, this
compound, which is the most CDK2-selective inhibitor to
date, is not commercially available yet, and we could not
include it in our study. Another structurally related and
commercially available compound, NU6300, has been
described as the first covalent CDK2 inhibitor.104

To sum up, results from cellular experiments and
biochemical profiling clearly discriminate the use of most
dual CDKi as selective probes. Some of these CDKi indeed
inhibit CDKs reported as main targets in nanomolar doses;
nevertheless other CDK complexes are often inhibited to the
same extent. Further, some inhibitors have preference for
another cellular target (BIO and (R)-DRF053) or display poor
potency (“CDK1/5 inhibitor”, PNU112455A) and one should
avoid their application because it would be unreliable to
confidently address CDK inhibition in cells.

Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor Database. In order
to facilitate access to critical information about the utility of
commercial CDK inhibitors as molecular probes, we created
the cyclin-dependent kinase inhibitor database (CDKiDB)
(http://rustreg.upol.cz/CDKiDB). At present, it comprises
101 compounds identified by a survey of vendors’ catalogues.
The following information about the individual inhibitors was

Journal of Medicinal Chemistry Article

DOI: 10.1021/acs.jmedchem.8b00049
J. Med. Chem. 2018, 61, 9105−9120

9112



compiled from original articles or reviews: chemical structure,
CAS numbers and synonyms, SMILES, activities against the
individual CDKs, total number of studied kinases, and
references. The inhibitors are classified according to their
CDK preference(s) given in literature and/or by vendors. We
provide a critical comment on this classification for 31
inhibitors evaluated in this study. We encourage readers to
join our effort to compile such information from both literature
and unpublished data.

■ DISCUSSION AND CONCLUSION

Currently, about 100 CDK inhibitors of rather diverse
chemical structures (for a dendrogram see Supporting
Information, Figure S8) are commercially available, apparently
providing a plethora of tools for chemical biology; however the
quality of these compounds, with respect to biochemical
potency, selectivity, and expected cellular effects, can differ
substantially. A useful chemical tool should meet several
criteria, including a sufficient selectivity profile (>50-fold in
biochemical assays of at least 125 kinases) and biochemical
(<100 nM) and cellular (<500 nM) potency. These features
have been defined as important “fitness factors” of chemical
tools as defined recently.4,105,106 Unfortunately, many CDK
inhibitors do not meet at least one of these factors (Figure 9).
We have measured the inhibitory profile of 41 compounds (31
studied + 10 control CDK inhibitors) to gain information

about their potency and selectivity of these compounds toward
CDKs 1, 2, 4, 5, 7, and 9 (for summary heatmap see
Supporting Information, Figure S1), and these results were
further compared with data available in the literature.
Furthermore, we analyzed the effects of inhibitors on the cell
cycle in the HCT-116 cell line and attempted to link these
effects to the biochemical profile.
We found that out of the 31 inhibitors studied, only

palbociclib, ribociclib, and abemaciclib meet the above fitness
factors and can be used as CDK4-selective probes; application
of the other studied CDK4 inhibitors could be problematic.
These results clearly reflect the clustering of CDK inhibitors
according to CATDS (concentration- and target-dependent)
score reported recently by Klaeger et al.18 Other candidates
from different classes, namely, NU6102 and “CDK2 inhibitor
II”, also showed good performance across two fitness factors,
but the cellular potency was poor or limited. Nevertheless, only
these two inhibitors exhibited reasonable selectivity for CDK2
and can be used as CDK2 probes. Alternatively, the irreversible
CDK2 inhibitor NU6300 is available for studies. Although
biochemical assays have revealed additional interactions with
other kinases, there is little evidence of significant off-target
activity of NU6300 in cells.104 Our comparison of the
selectivity profiles of the tested CDK1 inhibitors clearly
shows that RO3306 is the most suitable chemical tool; no
other compound exhibited such high selectivity for CDK1

Figure 9. Distribution of commercially available CDK inhibitors according to their fitness factors,4 including biochemical potency (availability of
IC50, Ki, or Kd values for at least one CDK), cellular potency related to direct inhibition of CDK/s in cells (e.g., dephosphorylation of
retinoblastoma protein or RNA polymerase II (for CDK7 and CDK9 inhibitors), cell cycle arrest, BrdU incorporation or 7dF3 cell based assay (for
CDK8/19 inhibitors), and selectivity profiling across the kinome. Underlined inhibitors also meet stricter criteria of cellular potency (<500 nM)
and profiling on the panel of at least 125 kinases.106 Inhibitors K03861, CDK-IN-2, CDK9-IN-6, butyrolactone I, PHA690509, 3-ATA, “CDK1/2
inhibitor III”, BML259, WHIP180, CDK9-IN-2, indirubin, indirubin-5-sulfonic acid, 6-iodoindirubin-3′-monoxime, alosine B, and hymenidin are
not included due to lack of information in one of the categories. Additional information about compounds, their alternative names, CAS numbers,
kinase inhibition data, and references are available in the Supporting Information, File S1.
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(∼4-fold). Furthermore, our results provide evidence that no
dual inhibitor selectively inhibits only two of the assayed CDK
complexes; they usually exhibit broader spectra of inhibition.
We also showed that CVT313 and GW8510, both designated
as CDK2 inhibitors, also exhibit high potency toward CDK5.
The use of other compounds, such as “CDK1/5 inhibitor”,
CINK4, benfluorene, elbfluorene, PNU112455A, and
NSC625987, to study processes linked with CDKs should be
strictly avoided due to the poor inhibition of CDKs by these
compounds. Our CDK profiling has identified inhibitors that
should be reclassified as pan-selective (e.g., CGP74514A,
SU9516, and “CDK4 inhibitor V”). Moreover, some
compounds did not inhibit CDKs as a main cellular target,
despite original reports (e.g., “CDK1 inhibitor” and NU6140).
While the major target of “CDK1 inhibitor” remains to be
identified, our results provide evidence that NU6140 is a
potent inhibitor of Aurora kinases (Figure 5).
Most CDKi also inhibit other protein kinases; in many cases,

the compounds exhibit even higher affinity for these
nonselective targets. Typical examples are BIO, ON123300,
and milciclib, which are also potent inhibitors of GSK3, ARK5,
and TRK, respectively.58,84,91 Kinome-wide selectivity data are
unavailable for most compounds, and the lack of these data
could be a factor that limits the use of these compounds in
chemical biology. While some CDKi have indeed been
profiled, the results are often buried in supplementary files of
articles that do not focus directly on CDKs and are therefore
hard to find.12−17,19 The available selectivity profiles could
reveal potential nonspecific targets and thus improve the
interpretation of obtained results; however, a lack of general
awareness of the existence of these selectivity profiles seems to
be a limiting factor. Additionally, these inhibitors are often
assayed in single, sometimes suboptimal dose, which does not
provide enough information and could limit the use of these
compounds. For example, profiling of “CDK1/2 inhibitor III”
was conducted at a 500 nM concentration, at which
concentration more than half of the 300 kinases tested were
inhibited with efficacy of >50%.12 With respect to the strong
cellular potency, a lower concentration would be more suitable
and would filter out weakly targeted kinases.
A literature survey revealed that at least 47 CDKi have been

profiled against more than 50 kinases (Figure 9 and Supporting
Information, File S1). These data revealed information about
additional kinases that might also be inhibited in cells, which
could therefore interfere with the interpretation of the results
of cellular experiments. Typical examples include p21-activated
kinases (PAKs) or casein kinases (CK1), which are inhibited
by purine-based CDKi such as CGP74514A and (R)-DRF053
(Supporting Information, Files S2 and S3).107 Notably,
roscovitine and CR8 were initially believed to be pan-CDK
inhibitors;108 however, subsequent studies have demonstrated
that both these compounds also effectively inhibit CK1 and
have been referred to as dual CDK/CK1 inhibitors.17,109,110

In addition to nonspecific kinase targets, unrelated targets
can also complicate the delineation of observed cellular
effects.111 Non-protein kinase targets can be isolated, for
example, using affinity chromatography on immobilized
inhibitors; this approach led to the identification of pyridoxal
kinase as a nonspecific target of roscovitine.112 Dinaciclib was
found to interact with the bromodomain testis-specific protein
BRDT, a member of the BET family of bromodomains, via a
hinge-binding scaffold;113 however, this binding occurred at
clinically irrelevant doses. Bromodomain-containing proteins

might therefore be general targets of kinase inhibitors, as also
shown recently for some clinically tested drugs, such as
fedratinib and volasertib.114 Ryuvidine (“CDK4 inhibitor III”),
one of the compounds studied in this paper, was shown in
2014 to inhibit the lysine methyltransferase SETD8 at clinically
relevant doses.78 These examples highlight the possibility of
obtaining misleading conclusions with nonselective inhibitors,
as previously discussed. For example, SB203508 was originally
developed as a p38α kinase inhibitor but was found to interact
also with CK1.115

Since most CDKs in our biochemical panel regulate the cell
cycle, their selective inhibition should influence the distribu-
tion of cell populations in different phases. We therefore
analyzed cell cycle effects in inhibitor-treated HCT-116 cells. A
sharp G2/M arrest can indicate interactions with cell cycle-
regulated kinases;20 however, such a finding can sometimes be
wrongly interpreted as a result of CDK1 inhibition. Only four
of the studied compounds, including RO3306 and “CDK1/2
inhibitor III”, which are potent CDK1 inhibitors, were able to
strongly (>80%) induce G2/M arrest (Figures 2, 5 and 7). In
contrast, G2/M arrest caused by CDK1 inhibitors is probably
not linked to CDK1 as the cellular effects were observed at
doses much lower than the biochemical IC50 value of this
compound. Surprisingly, the cellular effect of NU6140 seems
to be related to the inhibition of Aurora kinases but not of
CDK1 (Figure 5).
A majority of the tested inhibitors caused slight, but dose-

dependent, accumulation of cells in the G2/M phases,
suggesting more complex cellular effects. Surprisingly, this
observation was made not only for CDK2 or dual inhibitors
but also for “CDK4 inhibitor V” and CGP74514A (a CDK1
inhibitor). Interestingly, some compounds induce dose-
dependent accumulation of cells in the G1 phase (up to a
certain concentration), which is converted to a G2/M arrest
upon treatment with higher doses. We assume that this effect is
caused by strong cellular inhibition of CDK4 with low doses of
compound, while higher doses also effectively inhibit CDK1 or
CDK2. This phenomenon is observed for those CDKi that
exhibit nanomolar affinity for CDK4 but do not have a high
selectivity index, namely, ON123300, “CDK4 inhibitor”,
CINK4, and milciclib.
It is evident that information about selectivity is crucial

when choosing high-quality chemical tools, and it is important
to avoid using nonoptimized and poorly profiled probes.
Biochemical profiling assays with purified kinases should be
complemented with in vitro phenotypic assays. Further
profiling by different techniques, such as surface plasmon
resonance, isothermal calorimetry, thermal denaturation assays,
cellular thermal shift assays, microscale thermophoresis,
mobility shift assays, and affinity chromatography coupled
with proteomics, will contribute to the correct validation of
these inhibitors as chemical tools and to the identification of
possible nonspecific targets among unrelated proteins.
Last, but not least, instability of some (especially less

explored) compounds may be another critical issue, which
should be also considered. Some compounds could be
chemically unstable in the assay media; possible modifications
include redox reactions, hydrolysis, hydration, and isomer-
ization.116 We could highlight for example benfluorene (an
ethyl ester) and “CDK inhibitor II“ (a hydrazone), both
susceptible to hydrolysis, or ryuvidine (1,4-quinone deriva-
tive), which may undergo redox reactions and serve as a
dienophile for various Diels−Alder reactions. Consideration of
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chemical stability is therefore recommended to select reliable
tool compounds and to produce high-quality data.
In conclusion, we created CDKiDB, an online resource for

critical evaluation of commercial CDK inhibitors. It contains
our commentary on the utility of the inhibitors based on the
results presented in this paper. We plan to update and extend
the evaluation by the results of follow-up studies. We would
also like to encourage other researchers to contribute their data
to the database.

■ EXPERIMENTAL SECTION
1. Cell Lines. The HCT-116 cell line (colorectal carcinoma) was

obtained from the European Collection of Authenticated Cell
Cultures. Briefly, cells were cultured in DMEM supplemented with
10% fetal bovine serum, penicillin (100 U/ml), and streptomycin
(100 μg/mL). MDA-MB-468 and HCT-116 (CDK2−/−) cells were
kindly provided by Dr. Jan Bouchal from Department of Clinical and
Molecular Pathology, Palacky ́ University, in Olomouc, and Dr. Daniel
Fisher from IGMM, CNRS, University of Montpellier, respectively.
These cell lines were cultured in DMEM−high glucose medium
supplemented with 10% fetal bovine serum and antibiotics. Cells were
maintained in a humidified CO2 incubator at 37 °C.
2. Reagents. The collection of CDK inhibitors was purchased

from Sigma-Aldrich, MedChemExpress, Santa Cruz Biotechnology,
Enzo Life Sciences, Tocris Bioscience, Calbiochem, Merck, or Selleck
Chemicals. Tozasertib was purchased from LC Laboratories. The
purity of studied compounds was >95% as determined by HPLC-MS
analysis. See Supporting Information Table S1 for specific vendors for
each inhibitor, exact purity, and method used for purity determi-
nation.
3. Immunoblotting. Briefly, the inhibitor-treated cells were

harvested and then lysed in RIPA buffer. Proteins were separated on
SDS−polyacrylamide gels and electrotransferred 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 using Pierce ECL Western blotting substrates
and a CCD camera LAS-4000 (Fujifilm). Specific antibodies were
purchased from Cell Signaling (anti-FAK; anti-Aurora A, clone 1G4;
anti-CDK1, clone POH1; anti-CDK2, clone 78B2), Thermo Fisher
Scientific (anti-pFAK, serine 732), Santa Cruz Biotechnology (anti-β-
actin, clone C4; anti-Aurora B, clone E-15), or Merck Millipore (anti-
pHistone H3, serine 10; anti-RNA polymerase II, clone ARNA3; anti-
pRNA polymerase II, serine 2, clone 3E10; anti-pRNA polymerase II,
serine 5, clone 3E8).
4. Cell Cycle Analysis. Subconfluent cells were treated with

different concentrations of each test compound for 24 h. The cells
were trypsinized, washed with PBS, fixed with 70% ethanol, and
denatured with 2 M HCl. Following neutralization, the cells were
stained with propidium iodide and analyzed by flow cytometry using a
488 nm laser (BD FACS Verse with BD FACSuite software, version
1.0.6.). Cell cycle distribution was analyzed using ModFit LT (Verity
Software House, version 4.1.7).
5. Kinase Inhibition Assay. CDK/cyclin complexes were assayed

as previously described.37,117−120 All kinases were tested with
appropriate substrates in the presence of ATP, 0.05 μCi of
[γ-33P]ATP and the test compound in a reaction buffer to a total
volume of 10 μL (the concentration of DMSO in the reaction never
exceeded 0.2%) (see Supporting Information Table S2 for details of
individual kinase reaction conditions). The reactions were stopped by
the addition of 5 μL of 3% aq H3PO4. Aliquots were spotted onto P-
81 phosphocellulose (Whatman), washed 3× with 0.5% aq H3PO4,
and air-dried. Kinase inhibition was quantified using an FLA-7000
digital image analyzer (Fujifilm). The concentration of the test
compounds required to reduce CDK activity by 50% was determined
from the dose−response curves and reported as the IC50 value. The
concentration of ATP used in the kinase assay was determined based
on the Km value for ATP of each enzyme, which was determined for

each kinase using a standard assay over an appropriate range of ATP
concentrations. All assays were linear with respect to time and enzyme
concentration under the conditions used. All assays were performed at
least in triplicate for the indicated time using an Eppendorf
ThermoMixer (350 rpm, 30 °C) in a 96-well format.

6. Cellular Thermal Shift Assay. HCT-116 cells were treated
with test compounds at different concentrations for 3 h, harvested,
and then lysed in RIPA buffer. The soluble fraction was separated
from the cell debris by centrifugation, and protein concentration was
determined. Then, the samples (50 μL) were distributed into PCR
tubes, preheated (rt, 1 min), and heated at a thermal gradient for 3
min in an MJ Mini thermal cycler (Bio-Rad) followed by cooling. The
appropriate thermal gradient was determined from preliminary
CeTSA experiments. Then, the samples were centrifuged to remove
precipitated and aggregated proteins, denatured in Laemmli sample
buffer, and analyzed by immunoblotting for appropriate proteins.
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(https://github.com/rdkit). The dendrogram showing the structural diversity of the inhibitors 

was produced as follows. The molecules (loaded as SMILES) were desalted and their Morgan 

fingerprints (radius 2) calculated in RDKit. RDKit was also used for calculation of Tanimoto 

similarity. Clustering and other data manipulation was done in R. 

 

HPLC-DAD-MS analyse  

An Alliance 2695 separations module (Waters) linked simultaneously to a PDA 996 (Waters) 

and a Q-Tof micro (Waters) benchtop quadrupole orthogonal acceleration time-of-flight 

tandem mass spectrometer were used. Samples were dissolved in methanol and diluted to a 

concentration of 10 µg·mL
–1

 in the mobile phase (initial conditions). Then, 10 µL of the 

solution were injected on a RP-column (150 mm × 2.1 mm; 3.5 µm; Symmetry C18, Waters). 

The column was kept in a thermostat at 25 °C. Solvent (A) consisted of 15 mM formic acid 

adjusted to pH 4.0 with ammonium hydroxide. Methanol was used as the organic modifier 

(solvent B). At flow rate of 0.2 mL·min
–1

, the following binary gradient was used: 0 min, 

10% B; 0–24 min, a linear gradient to 90% B, followed by 10 min isocratic elution of 90% B. 

At the end of the gradient, the column was re-equilibrated to the initial conditions for 10 min. 
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The effluent was introduced into the DAD (scanning range 210–400 nm, with 1.2 nm 

resolution) and an electrospray source was applied (source temperature 110 °C, capillary 

voltage +3.0 kV, cone voltage +20 V, desolvation temperature 250 °C). Nitrogen was used as 

both the desolvation gas (500 L·h
–1

) and the cone gas (50 L·h
–1

). The mass spectrometer was 

operated in positive (ESI+) ionization mode, and data were acquired in the 50–1000 m/z 

range. 
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Supplementary Figure S3. 
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Supplementary Figure S4.  
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Supplementary Figure S4  - continued.  
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Supplementary Figure S6. 
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Supplementary Figure S7. 
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Supplementary Table S1 

Compound CAS number Vendor Purity (%) 

Method for purity 

determination 

RO-3306 872573-93-8 Santa Cruz Biotechnology 99.1 HPLC 

CGP74514A 190654-01-4 Enzo Life Science 95 LCMS 

CDK1 inhibitor 220749-41-7 Santa Cruz Biotechnology >97 HPLC 

Elbfluorene n.a. Enzo Life Science ≥95 HPLC 

Benfluorene 440362-74-3 Santa Cruz Biotechnology 95 HPLC 

Milciclib 802539-81-7 MedChemExpress 98.61 LCMS 

CVT313 199986-75-9 MedChemExpress 99.47 LCMS 

NU6140 444723-13-1 Santa Cruz Biotechnology 95 HPLC 

GW8510 222036-17-1 Santa Cruz Biotechnology 97.9 HPLC 

CDK2 inhibitor II 222035-13-4 Santa Cruz Biotechnology ≥95 HPLC 

SU9516 377090-84-1 Merck - Calbiochem 96 HPLC 

Palbociclib 571190-30-2 MedChemExpress 99.94 LCMS 

Ribociclib 1211441-98-3 MedChemExpress 99.82 LCMS 

ON123300 1357470-29-1 MedChemExpress 98.29 LCMS 

Abemaciclib 1231930-82-7 MedChemExpress 99.87 LCMS 

Arcyriaflavin A 118458-54-1 Santa Cruz Biotechnology ≥95 LCMS 
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CDK4 inhibitor 546102-60-7 Santa Cruz Biotechnology ≥ 97 LCMS 

NSC625987 141992-47-4 Santa Cruz Biotechnology 98.5 LCMS 

Ryuvidine 265312-55-8 Santa Cruz Biotechnology ≥98 HPLC 

CINK4 359886-84-3 Santa Cruz Biotechnology >96 HPLC 

CDK4 inhibitor V 943746-57-4 Merck - Calbiochem ≥98 HPLC 

CDK1/2 inhibitor III 443798-55-8 Santa Cruz Biotechnology >98.9 HPLC 

BMS265246 582315-72-8 MedChemExpress 97.47 LCMS 

CGP 60474 164658-13-3 Tocris Bioscience 99.5 HPLC 

NU6102 444722-95-6 Santa Cruz Biotechnology 95 HPLC 

CDK1/5 inhibitor 40254-90-8 Santa Cruz Biotechnology >99.1 HPLC 

(R)-DRF053 1186647-87-9 Santa Cruz Biotechnology 98.8 HPLC 

BIO 667463-62-9 MedChemExpress 98.37 LCMS 

PNU112455A 21886-12-4 Santa Cruz Biotechnology 99.6 HPLC 

BML259 267654-00-2 Enzo Life Science 98 LCMS 

CDK2/9 inhibitor 507487-89-0 Merck - Calbiochem ≥95 HPLC 

JNJ-7706621 443797-96-4 MedChemExpress 99.82 LCMS 

Dinaciclib 779353-01-4 MedChemExpress 99.10 LCMS 

Flavopiridol 146426-40-6 Sigma Aldrich ≥98 HPLC 

SNS-032 345627-80-7 Selleck Chemicals 99.62 HPLC 
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BS181 1092443-52-1 Selleck Chemicals 99.79 HPLC 

CDK9-IN-2 1263369-28-3 MedChemExpress 99.83 LCMS 

CDK-IN-2 1269815-17-9 MedChemExpress 97.54 LCMS 

LDC000067 1073485-20-7 MedChemExpress 98.14 LCMS 

PHA767491 845714-00-3 Sigma Aldrich 100 HPLC 

Tozasertib 639089-54-6 LC Laboratories ≥99 HPLC, TLC 

R-CR8 294646-77-8 Eur J Med Chem. 2016 Mar 3;110:291-301 98.7 HPLC 
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Supplementary Table S2 

CDK/cyclin 

complexes 

Source Substrate, 1 mg/ml (source) 

ATP 

(µM) 

Buffer Enzyme Tag 

Expression system 

CDK1/B1 own histone H1 (Sigma Aldrich) 15 100 mM HEPES-NaOH, pH 7.4 His-tag Baculovirus infected Sf9 cells 

CDK2/E1 own histone H1 (Sigma Aldrich) 15 100 mM HEPES-NaOH, pH 7.4 His-tag Baculovirus infected Sf9 cells 

CDK2/A2 own histone H1 (Sigma Aldrich) 15 100 mM HEPES-NaOH, pH 7.4 GST-tag E.Coli 

CDK4/D1 Proqinase RPPTLSPIPHIPR peptide (Clonestar) 15 60 mM HEPES-NaOH, pH 7.5 GST-tag Baculovirus infected Sf9 cells 

CDK5/p25 Proqinase histone H1 (Sigma Aldrich) 0.15 60 mM HEPES-NaOH, pH 7.5 GST-tag Baculovirus infected Sf9 cells 

CDK7/H/MAT1 Proqinase (YSPTSPS)2KK peptide (Apronex) 1.5 60 mM HEPES-NaOH, pH 7.5 GST-tag Baculovirus infected Sf9 cells 

CDK9/T1 Proqinase (YSPTSPS)2KK peptide (Apronex) 1.5 60 mM HEPES-NaOH, pH 7.5 GST-tag Baculovirus infected Sf9 cells 

AURORA A Sigma MBP (Sigma Aldrich) 0.3 50 mM MOPS, pH 7.2 GST-tag Baculovirus infected Sf9 cells 

AURORA B Sigma MBP (Sigma Aldrich) 3 50 mM MOPS, pH 7.2 GST-tag Baculovirus infected Sf9 cells 
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Abstract

Pharmacological inhibition of cyclin‐dependent kinase 4/6

(CDK4/6) has emerged as an efficient approach for treating

breast cancer, and its clinical potential is expanding to other

cancers. CDK4/6 inhibitors were originally believed to act

by arresting proliferation in the G1 phase, but it is gradually

becoming clear that the cellular response to these com-

pounds is far more complex than this. Multiple context‐
dependent mechanisms of action are emerging, involving

modulation of quiescence, senescence, autophagy, cellular

metabolism, and enhanced tumor cell immunogenicity.

These mechanisms may be driven by interactions with

unexpected targets. We review cellular responses to the

Food and Drug Administration‐approved CDK4/6 inhibitors

palbociclib, ribociclib, and abemaciclib, and summarize

available knowledge of other drugs undergoing clinical trials,

including data on their off‐target landscapes. We emphasize

the importance of comprehensively characterizing drugs'

selectivity profiles to maximize their clinical efficacy and

safety and to facilitate their repurposing to treat additional

diseases based on their target spectrum.

K E YWORD S

cancer, cyclin‐dependent kinase 4/6, inhibitor, off‐target,
polypharmacology, selectivity

1 | CLEAR INSIGHT IN DRUG TARGET SPECTRUM OFFERS NEW
OPPORTUNITIES

Despite great efforts and remarkable advances in modern medicine, cancer remains a major cause of death

worldwide, highlighting an urgent need for more effective therapies. To maximize the clinical efficacy of any



anticancer drug, its potency and selectivity spectrum must be well understood, because polypharmacology (i.e. a

drug's propensity to interact with multiple targets) may have both advantageous and undesirable consequences.

Misunderstanding a drug's mechanism of action may hamper efforts to predict therapeutic responses and thereby

reduces clinical success. In particular, off‐target activities can cause dangerous side effects, leading to failures in

patient treatment. However, in many cases, rather than causing only undesired effects, off‐target interactions are
essential for anticancer activity.1 They also offer opportunities to repurpose drugs towards more specified cohorts

or new indications.2 It is therefore important to investigate the selectivity profile of drugs; this is particularly true

for kinase inhibitors targeting structurally conserved ATP‐binding sites, where polypharmacology is expected.3

Kinase inhibitors are often claimed to be potent and selective in the first stages of discovery, but this has

proven to be untrue in many cases.4 Inhibitor potencies and selectivity profiles based on large panels of cell lines

and kinases are missing or unavailable to the public for many compounds. Kinase inhibitors may have also non‐
kinase off‐targets, whose discovery would require robust cellome‐wide screening, which can be challenging.5,6

Selectivity screening assays are usually performed with recombinant proteins, which typically lack certain features

of native full‐length proteins in the cellular context, such as variable posttranslational modifications or interactions

with other proteins (which are often tissue‐ or cell type‐dependent).3 Presumptive targets are rarely validated

genetically; in fact, a recent study showed that many targets of clinical drugs are nonessential and the drugs act

independently of their putative target.1 These findings raise important questions about the relevance of cellular

assays and xenograft models using immunodeficient mice.5 As a result, the precise mechanisms of action of most

kinase inhibitors are not well understood.

Here we summarize current knowledge about the cellular responses and selectivity landscapes of the most

promising cyclin‐dependent kinase 4/6 (CDK4/6) inhibitors at this time including the three compounds of this class

with Food and Drug Administration (FDA) approval: ribociclib, palbociclib, and abemaciclib. Evidence of substantial

differences between these compounds is emerging; we provide a comprehensive overview of their target spectra.

2 | BIOLOGY OF THE CANONICAL CDK4/6–RETINOBLASTOMA
PATHWAY

CDKs are crucial regulatory enzymes whose best‐characterized members are implicated in the control of orderly

progression through the cell cycle and transcription.7 Tight control over the timing of CDK activation is essential

for the maintenance of normal physiological cell functions, and aberrant activation of cell cycle proteins is one of

the main hallmarks of cancer.8–10 CDK4/6, as the key regulators of the G1/S transition, are currently the most well‐
established therapeutic targets for CDK inhibitors. In the early G1 phase of the cell cycle, activation of CDK4/6 is

driven by multiple factors, especially interactions with D‐type cyclins expressed in response to changes in the

overall mitogenic signaling balance. The catalytic activity of CDK complexes is also regulated by endogenous

inhibitors, which are divided into two families called Cip/Kip (p21, p27, p57) and INK4 (p16, p15, p18). Once

activated, CDK4/6 initiate phosphorylation of the retinoblastoma (Rb) protein and the related Rb‐like family

proteins p107 and p130, which are their best‐characterized substrates.10–14 CDK4/6 have been proposed to add

only one phosphate during the G1 phase, which primes Rb for hyperphosphorylation by other CDKs.15 Hyper-

phosphorylation of Rb reduces its inhibitory activity towards E2 factor (E2F) transcription factors, enabling them to

drive the expression of genes necessary for promoting entry into the S‐phase and DNA replication.11,16,17

However, a growing body of evidence indicates that CDK4/6 also phosphorylate other substrates including

FOXM1, SMAD3, and nuclear factor of activated T cells (NFAT).18–20 Phosphorylation of the FOXM1 transcription

factor leads to its stabilization and activation, which is required for progression in both S phase and mitosis.

Interestingly, it also suppresses senescence.18,21 SMAD3 is a transcription factor that mediates the transforming

growth factor‐β (TGF‐β) antiproliferative response under physiological conditions and provides an additional level

of regulatory control over the cell cycle network. Phosphorylation induced by CDK4 or CDK2 inhibits the
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transcriptional activity and antiproliferative effects of SMAD3; this reduces levels of p15 and increases those of

c‐Myc, thereby facilitating the G1/S transition. Inhibition of CDK4/6 and CDK2, thus, leads to cell cycle blockage

induced by TGF‐β.19,22 It should be noted that not all functions of CDK4/6 are directly related to the cell cycle. For

example, these CDKs negatively modulate the activity of NFAT transcription factors, crucial regulators of T‐cell
function.20 CDK4/6 also phosphorylate substrates affecting metabolic processes, cell differentiation, apoptosis,

and mitochondrial activity.23–26 In addition, CDK4/6‐cyclin D complexes perform noncatalytic functions such as

sequestering endogenous CDK inhibitors of the Cip/Kip family, including p21 and p27, that would otherwise bind to

CDK2.27,28 Interestingly, a recent study revealed that in addition to its inhibitory function, p27 allosterically

activates CDK4 in complex with cyclin D to increase catalytic activity. This is another avenue by which it influences

sensitivity to pharmacological CDK4/6 inhibitors.29

3 | IMPLICATION IN CANCER

The Cancer Dependency Map Portal of clustered regularly interspaced short palindromic repeats screening

data from project Achilles indicates that 352 out of 739 genomically characterized cancer cell lines have an

essential requirement for CDK4, 390 for CDK6, 579 for cyclin D1, 54 for cyclin D2, and 119 for cyclin D3.30,31 The

CDK4/6–Rb–p16 pathway is commonly altered by amplification or overexpression of D‐type cyclins or deletion of

endogenous CDK inhibitors, or more rarely by activating mutations or amplification of CDKs. It can be also evaded

by the upregulation of upstream pathways, which leads to Rb hyperphosphorylation.13,32 Because of the multi-

functional nature of Rb, which in complex with E2F transcription factors represses hundreds of genes involved in

several cellular functions, the CDK4/6–Rb–p16 pathway influences several fundamental properties of cancer

cells.12 Although further research is needed, preclinical and clinical data demonstrate that CDK4/6 inhibition is an

efficient strategy for treating various malignancies. Most clinical applications of this strategy relate to hormone‐
positive breast cancer,33 but it is also effective for other diseases with poor prognosis including glioblastoma

multiforme, metastatic melanoma, mantle cell lymphoma, and other hematologic malignancies. Clinical trials using

CDK4/6 inhibition against these cancers are currently underway.34–36

4 | FROM PAN ‐SELECTIVE COMPOUNDS TO SELECTIVE CDK4/6
INHIBITORS

Several CDK inhibitors have been developed in the last 20 years. The first generation of compounds in this class

such as flavopiridol37 and roscovitine38 was relatively nonspecific and targeted multiple CDKs. These compounds

suffered from certain limitations associated with cytotoxicity, giving rise to narrow therapeutic windows. Because

of the limited understanding of their mechanisms of action and inappropriate patient selection, they displayed poor

results in clinical trials. Consequently, efforts were made to discover drugs with higher selectivity and greater

overall potency.13,39

On the basis of the central role of CDK4/6–Rb–p16 in controlling proliferation and the fact that genetic

alteration or overexpression of CDK4 and cyclin D1 are observed in several tumor types, CDK4/6 kinases were

identified as promising therapeutic targets. 3‐ATA and its derivative NSC625987 were among the first compounds

described as selective for CDK4 over CDK1/240; other selective CDK4/6 compounds were subsequently dis-

covered, including ryuvidine,41 CINK4,42 and arcyriaflavin A.43 While all these compounds were described as

selective, their CDK4/6 selectivity is limited and they often produce distinct cellular outcomes.4 It was later shown

that certain pyridopyrimidines exhibit high selectivity for CDK4/6 over other CDKs,44 and subsequent optimization

led to a discovery of palbociclib (Ibrance, PD0332991),45 which was finally approved by the FDA for treatment of

breast cancer in 2015.46,47 Its approval was shortly followed by approval for ribociclib (Kisqali, LEE011)48 and
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abemaciclib (Verzenio™, LY2835219).49 Since selective inhibition of the CDK4/6 pathway has emerged as a

beneficial approach, at least 14 CDK4/6 inhibitors have been entered into clinical trials, including trilaciclib

(G1T28),50 lerociclib (G1T38),51 and SHR639052 (Table 1; Figure 1).

5 | FDA ‐APPROVED CDK4/6 INHIBITORS

Palbociclib, ribociclib, and abemaciclib have been described as potent orally bioavailable small‐molecule

inhibitors.13,45,54 They exhibit strong inhibitory potency towards CDK4/6, with low nanomolar half‐maximal

inhibitory concentration (IC50) values (see Figure 2). Their chief mechanism of action is thought to be based on

preventing Rb phosphorylation by inhibiting CDK4/6 and consequently inducing G1 cell cycle arrest.12,13,45,54,59

Unlike less selective drugs exhibiting cytotoxic effects, they tend to have cytostatic effects without substantial

induction of cell death, which is probably linked to their reduced clinical toxicity.

However, recent studies have revealed other cellular effects that accompany CDK4/6 inhibition induced by

all three compounds or by knockdown. These effects may be due to the impact of inhibition on other CDK4/6

kinase substrates or to the noncatalytic functions of these CDKs, either of which could influence cellular

phenotype. Moreover, these effects could potentially alter tumor progression by mechanisms other than

prevention of Rb phosphorylation. This could offer opportunities to increase the clinical efficacy of these drugs

by developing new therapeutic approaches such as combining CDK4/6 inhibition with immunotherapy. To do

this, it is crucial to understand common mechanisms by which CDK4/6 inhibitors exert their effects.24

TABLE 1 CDK4/6 inhibitors under clinical development

CDK4/6 inhibitor Company Stage Reference

Palbociclib (PD033291) Pfizer Approved, Phase I/II [45]

Ribociclib (LEE11) Novartis Approved, Phase I/II [53]

Abemaciclib (LY283519) Eli Lilly Approved, Phase I/II/III [54]

SHR6390 Hengrui Medicine Phase I/II/III [52]

Trilaciclib (G1T28) G1 Therapeutics Phase II [50]

Lerociclib (G1T38) G1 Therapeutics Phase I/II [51]

MM‐D37Ka MetaMax Phase I/II [55]

BPI‐16350 Betta Pharmaceuticals Phase I b

TQB3616 CTTQ Pharma Phase I [56]

FCN‐437 Fochon Pharmaceutical Phase I [57]

Birociclib (XZP‐3287) Sihuan Pharmaceutical/XuanZhu Pharma Phase I [58]

HS‐10342 Jiangsu Hansoh Pharmaceutical Group Phase I c

CS3002 CStone Pharmaceuticals Phase I d

BEBT‐209 Guangzhou BeBetter Medicine Technology Phase I e

Note: Information obtained from clinicalgov.org and apps.who.int/trialsearch/in June 2020.
aPeptide‐based inhibitor.
bbettapharma.com.
chspharm.com.
dcstonepharma.com.
ebebettermed.cn.
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The cellular responses to CDK4/6 inhibitors beyond simple cytostatic growth arrest are discussed at length

below and briefly summarized in Figure 3.

6 | BIOLOGICAL CONSEQUENCES OF PHARMACOLOGICAL CDK4/6
INHIBITION

6.1 | Decision point: Quiescence or senescence?

The cell cycle inhibition induced by CDK4/6 inhibition is accompanied by phenotypic changes characteristic of

quiescence or senescence. Unlike quiescence, which is reversible, senescence is defined as irreversible cell cycle

arrest and is characterized by a senescence‐associated secretory phenotype.12 Progression from quiescence to

senescence has been termed geroconversion.66 CDK4/6 inhibitors cause reversible cell cycle arrest in lower doses

and irreversible arrest in higher doses (especially upon prolonged treatment) in diverse cell lines.53,67–70 In several

cases, the cellular response is dose‐dependent and predetermined by the intrinsic programs of specific tumor cell

types, which are activated following the cell's withdrawal from the cell cycle.24,71,72 Induction of senescence or

quiescence may be coupled with the assembly of the dimerization partner, RB‐like, E2F, and multivulval class B

F IGURE 1 Chemical structures of the most advanced cyclin‐dependent kinase 4/6 inhibitors. Asterisks indicate

Food and Drug Administration approval

F IGURE 2 Ranges of published half‐maximal inhibitory concentration (IC50) values for Food and Drug

Administration‐approved cyclin‐dependent kinase 4/6 (CDK4/6) inhibitors, showing their differing degrees of
selectivity4,45,54,60–64
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(DREAM) complex, which was shown to repress the expression of most, if not all, cell cycle genes during quiescence.

This multisubunit complex includes the Rb paralog p130 and the MuvB protein, which scaffold with E2F4/5

transcription factors. Active CDK4/6 phosphorylate p130, leading to disruption of DREAM and shifting the balance

from quiescence to proliferation. The released MuvB core component then interacts with BMYB and FOXM1 and

coordinates gene expression during the S and G2/M phases.73,74 Inhibition of CDK4/6 activity blocks DREAM

complex disassembly and prevents cell cycle entry.75 FOXM1 is itself a CDK4/6 substrate, and its phosphorylation

was found to prevent senescence.18 Inhibition or small interfering RNA (siRNA) knockdown of CDK4/6 led to the

loss of multisite phosphorylation and destabilization of FOXM1 together with a reduction in cellular self‐renewal

capacity.70 However, siRNA depletion of FOXM1 led to a weaker induction of senescence in melanoma cells,

indicating that some other function of CDK4/6 inhibitors may have contributed to the response observed initially.18

The nature of the decision point that determines whether or not a cell progresses to permanent senescence is not

F IGURE 3 Impact of cyclin‐dependent kinase 4/6 (CDK4/6) inhibitors on the hallmarks of cancer defined by

Hanahan and Weinberg8 and Luo et al.65 CDK4/6 inhibitors primarily block sustained proliferation of cancer cells in
the G1 phase by suppressing Rb/E2F‐regulated gene transcription and the phosphorylation of other CDK4/6
substrates. When arrested cells exit the G1 phase, they may undergo reversible quiescence or progress into an
irreversible senescence state. Altered metabolism could increase ROS levels, which may lead to apoptosis. In some

cells, autophagy occurs as an adaptive mechanism promoting survival. G1 cell cycle arrest is also associated with a
higher proteasomal activity, which may be critical for the induction of senescence. CDK4/6 inhibition enhances
antitumor immunity via multiple mechanisms including increasing levels of MHC I class proteins, type III interferons

(IRIII), or IL2, promoting T effector cell activation, and improving recognition and clearance of tumor cells. In
addition, the senescence state is accompanied by SASP involving cytokines, chemokines, promigratory factors, and
T cell chemoattractants, possibly enhancing tumor clearance. E2F, E2 factor; IL2, interleukin‐2; MHCI, major

histocompatibility complex class I; Rb, retinoblastoma; ROS, reactive oxygen species; SASP, senescence‐associated
secretory phenotype [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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entirely clear at present. Other proteins such as MDM2, ATRX, HRAS, and mTOR have been shown to arbitrate in

the transition to senescence in a cell type‐specific way.71,72,76 In addition, in breast cancer cell lines, only higher

doses (5 µM) of palbociclib induced irreversible cell cycle inhibition and CDK4/6 knockdown did not recapitulate

this irreversible effect, suggesting that the inhibition of other targets by high doses of palbociclib may be required

for the irreversible transition.70

6.2 | Cellular metabolism

The process of cell division is tightly coordinated with the activity of the metabolic machinery. Cell cycle entry is

accompanied by increased production of metabolites required for cell division, and enzymes of cellular metabolism

have been identified as CDK4/6 kinase targets.26,77 In pancreatic ductal adenocarcinoma, CDK4/6 inhibition by all

three approved inhibitors increases cellular complexity, leads to accumulation of mitochondria and ATP, and sti-

mulates glycolytic and oxidative metabolic pathways, which also increase the production of reactive oxygen species

(ROS). Such enhanced metabolic activity was associated with increased mTORC1 activity.26 In keeping with previous

studies, siRNA depletion of CDK4/6 increased ROS levels, indicating that this is an on‐target effect of CDK4/6

inhibitors.70 Two key enzymes in glycolytic metabolism, 6‐phosphofructokinase 1 (PFK1) and pyruvate kinase M2

(PKM2), were subsequently identified as important CDK6 substrates that are inhibited by CDK6‐mediated

phosphorylation. PFK1 and PKM2 are rate‐limiting enzymes in glycolysis; the reduction in their catalytic activity

redirected glycolytic intermediates into the pentose phosphate and serine pathways that produce NADPH and

glutathione.25 In T‐cell acute lymphoblastic leukemia lines with high expression of CDK6 and cyclin D3, pharmaco-

logical inhibition of CDK4/6 or knockdown of CDK6 reduced carbon flow through the pentose phosphate and serine

pathways. This led to the depletion of the antioxidants NADPH and glutathione together with increased ROS

production, making the cells susceptible to ROS‐dependent apoptosis upon CDK4/6 inhibition. Conversely, in cell

lines not expressing appreciable levels of CDK6 and cyclin D3, such as breast cancer cells, CDK4/6 inhibition did not

reduce the catalytic activity of PFK1 and PKM2 and the cells only underwent cell cycle arrest.25,78,79

6.3 | Impact on proteasome activity

A recent study showed that G1 cell cycle arrest induced by the CDK4/6 inhibitors palbociclib and ribociclib

(abemaciclib was not included in the study), is associated with a high proteasomal activity, which may be also

critical for the induction of senescence.80 Interestingly, proteasomal activation increased proteolysis and levels of

endogenous proliferation‐related proteins in a breast cancer cell line but was not associated with increased protein

ubiquitylation. Thermal proteome profiling revealed that the increase in proteasome activity was mediated at least

partly by reducing the proteasomal association of EMC29, which normally suppresses proteasome activity. Further

analysis showed that the palbociclib‐ and ribociclib‐mediated increase in proteasomal activity may be an additional

mechanism required for complete G1 arrest. However, knockdown studies showed that proteasomal activation was

CDK4/6‐ and cell cycle‐independent. Further studies are required to identify the direct target driving these

outcomes, which may be a common off‐target contributing to the mode of action of these drugs.80

6.4 | Tumor immune microenvironment

Interestingly, CDK4/6 inhibitors also enhance antitumor immunity via effects on both tumor cells and immune cells.

Palbociclib and abemaciclib suppressed the proliferation of regulatory T cells, reducing their immunosuppressive

function, and enabling recognition of tumor cells by cytotoxic T cells.81 This effect was proposed to be a
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consequence of suppressed E2F transcription activity and subsequent downregulation of its target, DNA me-

thyltransferase 1 (DNMT1). Downregulation of DNMT1 is believed to reduce methylation of endogenous retroviral

genes in tumor cells, increasing levels of double‐stranded RNA. CDK4/6 inhibition mediates the production of

type III interferons in tumor cells, which induce expression of responsive transcription factors such as signal

transducer and activator of transcription 1 and enhance tumor antigen presentation.81,82 CDK4/6 kinase inhibition

also derepressed NFAT family transcription factors and their target genes, which are crucial for promoting

T cell activation and function.20,82 Heightened NFAT signaling increased secretion of interleukin‐2, a marker of

T cell activation, and levels of tumor‐infiltrating T cells.20 Moreover, senescence induced by CDK4/6 inhibitors

was accompanied by a senescence‐associated secretory phenotype (SASP), which involves upregulation of various

cytokines, chemokines, promigratory factors, and possibly also T cell chemoattractants, suggesting that SASP may

enhance tumor clearance.83 However, although abemaciclib treatment increased β‐galactosidase activity, which is a

marker of cellular senescence, no increased expression of SASP factors was observed.18,81 CDK4/6 inhibition also

increased expression of antigen processing and presentation proteins including MHC class I molecules, enabling

recognition of tumor cells by cytotoxic T cells.81 These results indicate that pharmacological CDK4/6 inhibitors

have a strong impact on the tumor immune microenvironment via multiple pathways that collectively enhance

immune cell activity and tumor clearance. On the other hand, CDK4/6 inhibitors may also suppress immune

responses. CDK4/6 inhibition elevated PD‐L1 levels by preventing CDK4‐mediated phosphorylation of the SPOP

adaptor of E3 ubiquitin ligase, which regulates PD‐L1 stability. Elevated PD‐L1 levels may facilitate evasion of

immune surveillance checkpoints.84 However, pharmacological CDK4/6 inhibitors enhance the efficacy of immune

checkpoint blockage; accordingly, combinatorial treatment using pharmacological CDK4/6 inhibitors with anti‐PD‐1
immunotherapy enhanced tumor regression and improved overall survival in preclinical tumor models.20,81,84

6.5 | Responses independent of Rb status

Although CDK4/6 inhibitors are reported to be mostly inactive in Rb‐deficient cell lines,12 recent studies suggest

that they can affect Rb‐deficient cell lines. For example, bladder cancer cells were sensitive to CDK4/6 inhibitors

regardless of their Rb status: Rb wild‐type cells were arrested in the G1 phase, while Rb‐deficient cell lines

displayed reduced mitotic entry and induction of apoptosis. This seems to be a consequence of decreased

phosphorylation of FOXM1 upon CDK4/6 inhibition, which downregulates its transcriptional targets involved in the

G2/M phase of the cell cycle. Levels of FOXM1 correlated with sensitivity to CDK4/6 inhibitors in Rb‐deficient
bladder and small‐cell lung cancer cell lines. This observation led to a breakthrough in the treatment of advanced

bladder cancer, which was previously considered unfit for treatment using existing drugs.85

6.6 | Cell cycle dynamics

Cellular responses to CDK4/6 inhibition also involve tissue‐specific alternative cell cycle regulation mechan-

isms.86 The discovery of functional redundancy between CDKs has changed the classical view of orderly cell

cycle regulation, and the supposedly essential role of CDK4/6 has been challenged by the finding that CDK1 or

CDK2 can facilitate the G1/S transition alone in some cases.87,88 For example, triple‐negative breast

cancer luminal androgen receptor subtype cells were considerably more sensitive to CDK4/6 inhibition by

palbociclib than basal‐like cells.86 Luminal cells exited mitosis with low levels of CDK2, and, therefore, required

CDK4/6 activity to re‐enter the cell cycle following quiescence. Conversely, basal‐like cells could proceed

directly into mitosis because they exhibited persistently high levels of CDK2, bypassing the requirement for

CDK4/6 activity; consequently, they were not responsive to CDK4/6 inhibitors. This may explain why some

tumor types resist CDK4/6 inhibition therapy.86
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7 | SUBSTANTIAL DIFFERENCES AMONG TRIO OF APPROVED
COMPOUNDS

Although all three approved compounds are reported to be CDK4/6‐selective, emerging profiling data have de-

monstrated clear differences in their overall selectivity both within and outside the CDK family (Figure 4). These

off‐target activities lead to significant differences in the drugs' phenotypic effects, making their molecular and

clinical behavior even more complex. Abemaciclib, in particular, elicits biochemical and phenotypic responses that

are not induced by ribociclib and only weakly by palbociclib.64 These drugs also have quite different cellular

potencies with respect to cytostasis induction, partly because of their different CDK inhibition profiles. Abemaciclib

is approximately 5.5‐fold more potent on average than palbociclib as an inducer of cytostasis in breast cancer

cell lines.64 Abemaciclib also induces distinct cellular effects in higher doses, including cell cycle blockage in the

G2 phase as well as G1, and cytotoxicity even in the absence of Rb. Exposure to ribociclib has little or no impact on

cell death, while palbociclib exhibits only weak cellular toxicity at lower doses.64 However, in pancreatic cell lines,

palbociclib elicits cytotoxic effects upon high or prolonged dosing, and surviving cells exhibit G2/M cell cycle arrest,

indicating inhibition of other kinases.89

The drugs also have significantly different clinical profiles. They all are approved for estrogen receptor

positive (ER+)/human epidermal growth factor receptor‐2 negative (HER2‐) breast cancer and cause similar

improvements in progression‐free survival, but their dose‐limiting toxicities differ significantly. Palbociclib and

ribociclib elicit myelosuppression and high‐grade neutropenia as the main dose‐limiting toxicities, and, thus,

require discontinuous dosing, whereas abemaciclib is dosed continuously.33,59,91 Abemaciclib also exhibits

higher single‐agent activity, whereas palbociclib and ribociclib are most effective in combination with other

drugs, namely letrozole fulvestrant.92–97

These data collectively suggest the drugs have distinct and complex pharmacology, especially abemaciclib,

leading to differences in their cellular effects in vitro and in the clinic. Each drug, thus, has distinct advantages and

drawbacks. Further research on their polypharmacology could improve understanding of their mechanisms of

action and expand their clinical applications. Polypharmacology could enable the repurposing of drugs to treat

different diseases and because inhibiting multiple signaling pathways may slow or even prevent the development of

drug resistance. The off‐target activities of FDA‐approved CDK4/6 inhibitors are discussed below in more detail.

7.1 | Palbociclib

Palbociclib was developed by elaborating on the pyrido[2,3‐d]pyrimidine‐7‐one scaffold45 and was the first CDK4/6

inhibitor approved by the FDA for the treatment of metastatic breast cancer.35,46,47 It has high potency towards

CDK4 and CDK6, with nanomolar IC50 values. On the basis of kinetic assays, palbociclib is the most potent inhibitor

of CDK6 among the approved compounds discussed herein.3,63 It was found to inhibit CDK6 more strongly than

CDK4 in a dose‐response cellular thermal shift assay.98

Early tests using a panel of 36 kinases suggested that palbociclib was exquisitely selective for CDK4/6,45 but

more comprehensive studies revealed possible off‐targets.3,60–64 A chemoproteomic study and thermal proteome

profiling indicated that palbociclib also interacts with CDK9,80,99 but this was not confirmed by other assays in

which palbociclib did not exhibit appreciable inhibition of or affinity for CDK9.3,60,62–64,98 A subsequent binding

competition assay identified CDK16/17 as possible targets with affinities comparable to CDK4/6,62 but the Kd

values for these proteins determined in other studies were over twice those for CDK4/6.3 Further comprehensive

investigations are needed to confirm the relevance of these proteins.

Palbociclib has also been convincingly demonstrated to interact with several lipid kinases such as PIK3R4,

PIK3CD, PIP4K2A/B/C, and PIP5K2C.3,62,80,99 All these lipid kinases are involved in the phosphatidylinositol

signaling pathway, which produces phosphatidylinositol 3,4,5‐triphosphate, a compound critical for activation of
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the protein kinase B (AKT) signaling cascade.100 Palbociclib was shown to dose‐dependently inhibit phosphoryla-

tion of AKT and its downstream target GSK3β in squamous cell lung carcinoma and melanoma models.69,80,99

In contrast to previous studies, palbociclib mediated activation of AKT in malignant pleural mesothelioma,

osteosarcoma, and breast cancer cells.67,101 Biochemical assays indicated that palbociclib did not appreciably

inhibit GSK3β or CAMKIIγ/δ.62–64 Combinatorial treatment with PI3K/AKT/mTOR inhibitors gave promising

synergistic results against triple‐negative breast cancer in preclinical trials.102

Subsequently, members of the CSNK2 family and AMP‐activated protein kinase α1 (AMPKα1) were shown to interact

specifically with palbociclib; CSNK2α1/2 were highlighted as the most prominent targets.80,99 Inhibition of AMPK and

CSNK2 kinases together with lipid kinases in the PI3K/AKT pathway were considered to be responsible for modulation of

autophagy, which was observed in lung squamous carcinoma in response to dosing with palbociclib in the micromolar

range.99 Inhibition of CSNK2α1/2/3 kinases was confirmed in other profiling studies,3,61 and the Kd values determined

towards CSNK2β and CSNK2α2 were even lower than that for CDK4.3 However, AMPK kinases were not inhibited

sufficiently,61,63,64 and the IC50 values determined for CSNK2α1/2 were above 8 µM.64 Conversely, Hsieh et al.103 re-

ported that palbociclib treatment activates AMPK and inhibits PP5 at micromolar concentrations, inducing both apoptosis

and autophagy in hepatocellular carcinoma. These effects were not reproduced upon CDK4/6 depletion. Induction of

autophagy was also observed in breast and gastric cancer cells as well as fibroblasts and leukemic cells.70,104–106 In breast

cancer cell lines, only low (1 µM) concentrations of palbociclib induced autophagy accompanied by reversible G1 cell cycle

arrest; higher doses (> 2.5 µM) induced senescence. The induction of a similar phenotype at a dose of 1 µM was confirmed

in cells with siRNA‐silenced CDK4/6. Inhibition of CDK4/6 increased cellular ROS levels, which, in turn, triggered au-

tophagy, which may degrade ROS and mediate reversal of cell cycle arrest. Induction of autophagy can, thus, be seen as an

adaptive mechanism that promotes cancer cells' survival and prevents the induction of senescence.70 However, it is not

clear whether the induction of autophagy is due to CDK4/6 inhibition or other off‐targets. Simultaneous inhibition of

autophagy significantly enhances the efficacy of palbociclib in cancers with intact G1/S transition.70

Mass spectrometry (MS)‐based drug affinity screening and thermal proteome profiling indicated that c‐Jun
N‐terminal kinase 1 (JNK1) also interacts with palbociclib.80,99 Accordingly, JNKs were downregulated in palbociclib‐
treated breast cancer cells. These kinases have been shown to suppress cell migration and invasion via the modulation

of the c‐Jun/COX‐2 axis. Together with enzymes of the extracellular‐signal‐regulated kinase (ERK) pathway, JNK

phosphorylates and stabilizes the c‐Jun transcription factor, which promotes transcription of COX‐2, an enzyme that is

involved in the epithelial–mesenchymal transition (EMT) and is, thus, critical for migration and metastasis.107 However,

other profiling studies provided no convincing evidence of JNK inhibition by palbociclib.3,61,62,64 In pancreatic

cancer cells, palbociclib surprisingly upregulated several genes implicated in EMT, thereby enhancing invasiveness and

metastasis. Moreover, silencing CDK4/6 with short hairpin RNA also led to EMT induction, increased SMAD3

transcriptional activity, elevated p15 levels, and activation of TGF‐β signaling, suggesting that these outcomes are due to

an on‐target effect.89 The inconsistent reported findings concerning the effects of palbociclib on EMT suggest that

further research is needed to clarify the involvement of CDK4/6 kinases or other off‐targets in EMT modulation.

Other kinases sensitive to palbociclib that repeatedly appear with high ranks in profiling datasets include HIPK,

CLK, TTK, ULK, and FLT3.3,60,61,63,64 However, no follow‐up studies targeting these enzymes have been reported.

F IGURE 4 Kinome tree views showing the selectivity of approved CDK4/6 inhibitors. Processed profiling data
were adapted from published (A) mobility shift assays using 1 µM compounds with 274 kinases60; (B) KinomeScan®
assays using 1 µM concentration with 465 kinases61; (C) mobility shift, enzyme‐linked immunosorbent assay and

IMAP assays using 1 µM concentration with 280 kinases63; and (D) mass spectrometry‐based chemoproteomic
kinobead assays using 0.003–3 µM concentration, originally performed with 587 proteins.3 Kinome trees were
generated by the web‐based tool KinMap.90 Illustration reproduced courtesy of Cell Signaling Technology, Inc.
(www.cellsignal.com). TK, tyrosine kinase; TKL, tyrosine kinase‐like [Color figure can be viewed at

wileyonlinelibrary.com]
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Palbociclib also exhibited considerable activity against MPSK1/STK16 in KinomeScan and cell‐based assays.60,64

In addition, there are several kinases exhibiting inconsistent results. For example, palbociclib exhibited an IC50 of

191 nM towards CAMK2δ in one assay64 but did not appreciably inhibit this kinase in other assays.60,63

7.2 | Ribociclib

Ribociclib was developed from the same pyrido[2,3‐d]pyrimidine‐7‐one scaffold as palbociclib.53 It is the most

selective CDK4/6 inhibitor but less potent than palbociclib and ribociclib in a biochemical assay.63 At a con-

centration of 0.1 μM, it was exclusively selective for CDK4 in addition to CDK6 (which was not included in the

assay)61,64 and even at higher concentrations, only a few other kinases were inhibited.60–64

Comprehensive profiling studies clearly showed that CAMK2α/β/γ/δ isoforms are among these additional

ribociclib targets.3,60,61,63,64 The IC50 value for CAMK2δ was 58.9 nM, which is comparable to the values obtained

for CDK4/6 in the same assay64; in fact, the binding affinities for CAMK2γ and CAMK2δ exceeded that for CDK6.3

Another notable kinase involved in cell cycle proliferation identified as a target of ribociclib when applied at a

dose of 1 μM is cyclin G‐associated kinase (GAK).99 Slight inhibition of GAK was also observed in other selectivity

screenings61,64 and the binding affinity (Kd) of ribociclib for GAK was determined to be 658 nM.3 GAK is involved in

several biological processes including cell proliferation and membrane trafficking.108 Aurora kinase A was also found

to interact with ribociclib in a chemoproteomic study,99 but this drug did not exhibit even moderate IC50 values

towards aurora kinases in a kinase assay. Therefore, the changes in aurora expression observed in the proteomic

analysis probably reflect an indirect effect on the cell cycle related to the arrest of cells in the G1 phase, which would

reduce the level of aurora phosphorylation in the G2 phase.64 Ribociclib also induced similarly modest inhibition

of another cell cycle‐related protein, TTK (MPS1).61,64 TTK plays a key role in the spindle checkpoint, and in a

biochemical assay, it exhibited an IC50 value of 92 nM.64 It is also weakly inhibited by palbociclib and abemaciclib.61,64

7.3 | Abemaciclib

The benzimidazolylpyrimidine derivative abemaciclib is the only CDK4/6 inhibitor approved by the FDA for use as a

single agent in breast cancer treatment.92,93 Of the compounds discussed herein, it is the strongest inhibitor of

CDK4, with IC50 values 2–5 times lower than those for palbociclib or ribociclib in kinase assays. It also had higher

affinities for CDK4 and CDK6 in binding assays compared to palbociclib and ribociclib.3,61

Although abemaciclib seemed far less active against other cells cycle‐related CDKs in early selectivity screening

assays,54 later profiling studies revealed several additional targets in the CDK family.3,60–64 Multiplexed inhibitor bead/

MS competition experiments indicated that abemaciclib inhibits CDK1/2/9/16/17 with potencies comparable to those

for CDK4/6, and is a slightly less potent inhibitor of CDK5/7/8/12/13/14/15/19.62 However, other studies yielded

different results. For instance, an assay using kinobeads did not confirm these additional targets; aside from CDK4/6,

only CDK9/16 exhibited Kd values in the nanomolar range.3 Potent targeting of CDK9 by abemaciclib was subsequently

confirmed in three independent studies.54,60,64 Interestingly, however, CDK9 inhibition was not confirmed in cellular

assays and was, therefore, considered to be inconsequential.54,109 Abemaciclib also exhibited significant potency to-

wards atypical CDK5 in a biochemical assay, with an IC50 value of 200 nM,60 which was consistent with other re-

ports.54,62,63 Although abemaciclib was less potent against CDK1/2 (for which it has IC50 values of 194 and 238 nM,

respectively) than against CDK4/6,54,64 combined inhibition of these kinases probably contributes to the drug's effects

on the cell cycle in higher doses.64 As expected, nanomolar doses of abemaciclib reduce Rb phosphorylation, leading to

G1 cell cycle arrest.54,109 However, at doses above 0.3 μM and depending on the cell type, a subset of cells is also

arrested in the G2 phase and abemaciclib treatment elicits cytotoxic effects.12,64 Given the inconsistent results that

have been reported, further assessments of abemaciclib's activity against other CDKs are needed.
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The cellular cytotoxicity induced by higher doses of abemaciclib has also been attributed to inhibition of

the CSNK2, DYRK, and HIPK kinase families,59 which were found to be sensitive to this drug in profiling

studies.54,60,61,63,64 Interestingly, HIPK2/3 were also identified to bind strongly to abemaciclib based on Kino-

meScan profiling data.61,64 The cytotoxic effects of abemaciclib were accompanied by the formation of multiple

large vacuoles,59,110,111 which were also observed in a control experiment using CX‐4945, a CSNK2 inhibitor with a

similar off‐target spectrum including DYRK and HIPK kinases.59 Other studies have found that increases in overall

cellular complexity are associated with senescence phenotypes, suggesting that the multivacuolar phenotype is a

consequence of CDK4/6 inhibition rather than off‐target activity of abemaciclib.109,110 However, in renal cell

carcinoma, enhanced vacuolization was accompanied by cleavage of LC3, an increased presence of autophago-

somes, and elevated beclin‐1 levels, which were attributed to changes in autophagy.111 On the other hand, in non‐
small‐cell lung cancer cells, abemaciclib induced vacuole formation and cell death independently of autophagy.112

Palbociclib was also shown to inhibit CSNK2 and HIPK kinases but to a lesser degree than abemaciclib.3,61,63

CSNK2 together with lipid kinases has been suggested to modulate autophagy induced by palbociclib,99 so

abemaciclib and palbociclib may have common off‐targets whose inhibition modulates autophagy. However, there

are still considerable differences between them, such as abemaciclib's cytotoxic effect, which is induced by

inhibition of other unique off‐targets.
PIM kinases have also been identified as interesting targets of abemaciclib that are insensitive to palbociclib

and ribociclib. Abemaciclib inhibits PIM1 (IC50 = 50 nM) and PIM33,54,60,61,63 but is less potent against PIM2

(IC50 = 3.4 µM).54 Interestingly, the binding affinity of abemaciclib towards PIM1 (Kd = 7 nM) measured using a

kinobeads assay was even higher than those for CDK4 and CDK6 (Kd = 97 nM and 59 nM, respectively).3 PIM1

inhibition was also mentioned in Eli Lilly's original abemaciclib patent113 and was confirmed by the observation of

reduced phosphorylation of two known PIM1 substrates, BAD and 4EBP1.54 PIM kinases are overexpressed in

various hematological and solid tumors, where they support malignant proliferation via their effects on cell cycle

regulation and inhibition of apoptosis. Consequently, they have become potential targets in cancer research and

inhibitors of PIM kinases have been developed such as SGI‐1776 and LGH447.114–117 Knowledge of this off‐target
activity has made abemaciclib an attractive drug for treating renal cell carcinoma, in which CDK4/6 and PIM1

kinases were identified as potentially effective targets. Dual inhibition of those kinases proved to be beneficial in

vitro and in vivo for treating this type of cancer.111

Cell‐based and in vitro kinase assays revealed GSK3α/β to be very potent targets of abemaciclib,62 which were

also confirmed by other profiling studies.3,60,63,64 Abemaciclib was shown to inhibit GSK3α/β with IC50 values

of 5.8 nM and 10.4 nM, respectively.64 By inhibiting GSK3β, abemaciclib induces β‐catenin stabilization, which

increases its transcriptional activity, and, thus, activates WNT signaling.62 Among other things, activation of WNT

signaling enhances neutrophil production; this may explain why the clinical profile of abemaciclib differs from those

of palbociclib and ribociclib, for which neutrophenia is the main dose‐limiting factor.62,63,118

Profiling studies indicated that all three approved CDK4/6 inhibitors also inhibit members of the CAMK2

kinase family, but abemaciclib was found to be their most potent inhibitor.3,60,62,63 In kinase assays, CAMK2δ

exhibited an IC50 value of 0.8 nM, which was even lower than that for CDK4/6; low IC50 values were also observed

for CAMK2α/β/γ (3.3 nM, 3.5 nM, and 14.2 nM, respectively).62,64 CAMK2 isoforms are multifunctional kinases

that are responsive to calcium signaling and modulate proliferation, cell cycle control, invasion, and metastasis.

Importantly, they are established as therapeutic targets for the treatment of malignant diseases.119

Several other protein kinases have been identified as potential abemaciclib targets. For instance, the CLK

family was efficiently inhibited in several profiling studies. The CLK1 isoform exhibited a high binding affinity

towards abemaciclib (Kd = 7 nM)3 and an IC50 value of 60 nM in a kinase assay.64 Other kinases assigned high ranks

in profiling studies include AAK1, MPSK1/STK16, IRAK1, ERK8, PCTK1, SGK, FLT3 (D835V) and FLT3 (D835V),

and NEK10.54,60–64 AAK1, MPSK1/STK16 belong to the same numb‐associated kinase family as GAK.108

Interestingly, a binding competition assay revealed a lipid kinase, PIP4K2B, to be a possible abemaciclib target62

that is shared with palbociclib.
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To identify nonkinase activities of abemaciclib, 17 diverse functional protein sentinels were probed by ligand

displacement analysis. Abemaciclib did not strongly inhibit any of these proteins; the lowest IC50 values determined

in this experiment were in the micromolar range.60

8 | NEW CDK4/6 INHIBITORS DEVELOPED FOLLOWING THE SUCCESS
OF APPROVED COMPOUNDS

The clinical success of CDK4/6 inhibitors has prompted the development of additional compounds in this class

because while the approved CDK4/6 inhibitors are very promising drugs, their use is limited by drawbacks in-

cluding dose‐limiting toxicity and acquired resistance. The most studied of these compounds are trilaciclib

(G1T28),50 lerociclib (G1T38),51 and SHR6390.52 There is very little public information on the properties of other

compounds in this class that is currently undergoing clinical trials.

Trilaciclib (G1T28) is based on a tricyclic lactam scaffold and was developed to preserve bone marrow and

immune system function during chemotherapy.50 It is currently being tested in phase II clinical trial to investigate

its clinical impact on the antitumor effects of chemotherapy.120 Trilaciclib has high potency against CDK4/6, with

the IC50 value for CDK4 being fourfold lower than that for CDK6 in a biochemical assay. It exhibits no appreciable

activity against CDK2/5/7, but has a nanomolar IC50 value against CDK9. Additional cell‐based assays are needed

to confirm this apparent CDK9 inhibition. Trilaciclib was also profiled against a large panel of kinases, of which

NEK10 and SNARK exhibited Kd values comparable to those for CDK4. Other kinases inhibited by over 90% in a

profiling assay included FLT3 (D835V), FLT3, PRKD1/3, ULK2, and GAK.50

Lerociclib (G1T38) was developed from the same scaffold as trilaciclib. It has unique pharmacokinetic and

pharmacodynamics properties that minimize undesirable side effects such as myelosuppression. It can, thus, be

dosed continuously, unlike some approved CDK4/6 inhibitors. It is currently being evaluated in a phase II clinical

trial for the treatment of ER+, HER2− breast cancer. Lerociclib is highly selective for CDK4/6 over CDK1/2/5/7. It

did apparently inhibit CDK9 in a biochemical assay, but this finding was contradicted by the results of a cellular

assay. Like trilaciclib, it is highly potent against NEK10, SNARK, ULK2, TTK, PRKD1/3, FLT3 (D835V), and FLT3

(ITD, D835V), but not against wild‐type FLT3.51

SHR6390 has been described as a selective CDK4/6 inhibitor that exerts antiproliferative effects against

esophageal squamous cell carcinoma cell lines and PDX models by inhibiting Rb phosphorylation and arresting the

cell cycle in the G1 phase.52 It is currently being tested in phase III clinical trial for the treatment of advanced

breast cancer and is also being considered for the treatment of other cancer types. However, no profiling studies

have yet been published, so its selectivity cannot be evaluated.52,121

An emerging approach to modulate CDK4/6 is based on their selective degradation induced by proteolysis

targeting chimera (PROTAC) compounds. PROTACs developed from palbociclib, ribociclib, and abemaciclib redirect

an E3 ubiquitin ligase to CDK4/6, leading to their proteolysis in the proteasome.122–127 Interestingly, these

PROTACs are still nanomolar kinase inhibitors, but they display various degrees of selectivity towards CDK4 and

CDK6, at least partly due to the linker type and length.124 In comparison with traditional kinase inhibitors, this

strategy offers an advantage in targeting not only enzymatic but also enzyme‐independent (and inhibitor‐
insensitive) functions of kinases, which have been recently discovered for CDK6.128 Nevertheless, further work will

be necessary to develop CDK4/6 targeting PROTACs into clinical candidates.

9 | CONCLUSION AND FUTURE DIRECTIONS

The development of CDK4/6 inhibitors was a major breakthrough in the treatment of breast cancer and their

application has been gradually expanding to additional oncological indications. However, the precise mechanism of
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action of approved compounds is incompletely understood. Although the main outcome of CDK4/6 inhibition is

cytostatic cell cycle arrest, its impact on cellular processes is highly heterogenous and appears to depend on

intrinsic cellular programs and/or cell cycle dynamics. It is, thus, context‐specific and involves induction of quies-

cence, senescence, or autophagy as well as modulation of cellular metabolism and enhanced tumor cell im-

munogenicity. In addition, substantial differences at the molecular level and even in the clinic have emerged in

recent years. It has gradually become clear that these compounds inhibit other proteins beyond CDK4/6, and

profiling methods are being used to reveal those secondary targets. However, determining a drug's overall

selectivity spectrum remains challenging. There are many ways to measure selectivity including various in vitro or

cell‐based assays, and results obtained using different methods can vary greatly. Disagreements between methods

arise from the fact that they measure different quantities under different conditions. Consequently, one method

may be more or less suitable than another for a specific kinase and/or drug, leading to controversial results for

some targets. Integration of multiple profiling methods is thus needed to obtain accurate selectivity profiles for

drugs and understand their mechanisms of action.

Here, we compare published results obtained using a wide range of profiling methods and provide clear

evidence that approved CDK4/6 inhibitors have distinct selectivity profiles (Figure 5). We conclude that ribociclib

is the most selective CDK4/6 inhibitor; its cellular response is fully consistent with inhibition of CDK4/6 and it

exhibits only weak off‐target activities towards kinases such as CAMK2 or GAK. Palbociclib has a wider range of

targets including several lipid kinases involved in phosphatidylinositol signaling and protein kinases from the

CSNK2 family, which are probably linked to the modulation of autophagy induced by this compound. Autophagy is

also influenced by abemaciclib, but despite its substantially broader selectivity profile, neither PI3K nor CSNK2 is

sensitive to this compound; higher doses arrest a subset of cells in the G2 phase, which may be due to inhibition of

CDK1/2, and also induce cytotoxic effects inconsistent with selective inhibition of CDK4/6. It may also target other

members of the CDK family, especially CDK16/17, as well as additional kinases including CAMK2, PIM, DYRK, and/

or GSK3α/β isoforms. This broad pharmacology probably contributes to its high potency, strong negative effect on

viability, and single‐agent activity in the clinic.

Differences in selectivity profiles are also supported by the fact that palbociclib‐resistant breast cancer cells
accustomed to palbociclib were cross‐resistant to ribociclib but sensitive to abemaciclib. Similar results were

obtained in a cell line established from a patient whose cancer progressed on ribociclib and letrozole treatment.

These results suggest that palbociclib and ribociclib have overlapping selectivity landscapes whereas abemaciclib

F IGURE 5 Targets of palbociclib,
ribociclib, and abemaciclib that
repeatedly appear with high ranks in

kinomic selectivity profiling data. GAK,
G‐associated kinase [Color figure can be
viewed at wileyonlinelibrary.com]
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targets additional signaling pathways important for survival and cancer progression and can thus overcome

acquired resistance. Patients who become resistant to initially effective treatments may therefore benefit from

a change in therapy.64

We emphasize the importance of investigating drugs' selectivity profiles and adverse effects to better inform

clinical decisions and improve the efficacy and safety of cancer therapy. Thorough characterization of drug

selectivity landscapes may also enable repurposing of known drugs to treat additional indications. For example,

palbociclib and abemaciclib were shown to be potent against CLK1, which is considered a promising target for

the treatment of Duchenne muscular dystrophy.129 These compounds could thus be repurposed to treat this

rare disease.63 Similarly, CAMK2 kinases are inhibited by abemaciclib (and to a lesser extent, ribociclib),

and could, therefore, be repurposed for CAMK2‐driven diseases such as colon cancer, myeloid leukemia, or

osteosarcoma. However, more research in this area is required62,119 because off‐target activities may be beneficial

if therapeutically useful but may also increase the risk of unwanted effects and toxicity.
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ABSTRACT: Herein, we report an alternative synthetic
approach for selected 2,6,9-trisubstituted purine CDK
inhibitor conjugates with folic acid as a drug-delivery system
targeting folate receptors. In contrast to the previously
reported approaches, the desired conjugates were constructed
stepwise using solid-phase synthesis starting from immobilized
primary amines. The ability of the prepared conjugates to
release the free drug was verified using dithiothreitol (DTT)
and glutathione (GSH) as liberating agents. Finally, binding to
the folate receptor (FOLR1) overexpressed in a cancer cell line
was measured by flow cytometry using a fluorescent imaging
probe.

■ INTRODUCTION

Little or no specificity toward cancer cells is one of the most
serious problems of traditional cancer chemotherapy, as it leads
to systemic toxicity. The systemic toxicity of conventional
chemotherapy causes serious side effects and is also one of the
limiting factors of treatment efficiency.1 The use of small-
molecule delivery systems that can decrease the systemic
toxicity of cytotoxic drugs to normal cells is a promising
approach. Tumor-targeting delivery systems have been studied
intensively in the past three decades and represent a promising
approach for both increasing chemotherapy selectivity and
decreasing systemic toxicity. Selective drug delivery is based on
the frequent overexpression of many receptors in tumor cells,
which can serve as targets to deliver a cytotoxic agent selectively
into a tumor. Relatively selective transport into tumor cells can
be accomplished with the use of conjugates of a cytotoxic agent
and tumor recognition moiety.2

One of the most recent and powerful approaches involves
targeting the folate receptor (FOLR1).3 FOLR1 is a
glycosylphosphatidylinositol-anchored cell-surface receptor
that binds and transports folic acid into cells with high affinity
(Kd ≈ 0.1−1 nM). It is overexpressed in a wide range of human
cancers.4 Folate-targeting technology has successfully been
applied for the delivery of various chemotherapeutic agents to
FOLR1-positive cancers.5 Because of its selective expression,
FOLR1 is considered a “Trojan horse” that delivers molecules

selectively to folate receptors.6 Specific drug delivery using
FOLR1 has been studied intensively since the late 1980s. The
crucial points for folic acid−drug conjugate design, namely, its
optimal constitution for cell penetration and release of the free
drug, have been reported.7 A suitable folic acid−drug conjugate
consists of four parts: folic acid, a spacer, a cleavable self-
immolative linker, and a cytotoxic agent. Determining a suitable
spacer between folic acid and the cleavable drug-release linker,
which is connected to the cytotoxic agent, has been studied
with the aim of maintaining a high affinity of the final conjugate
to the folate receptors. According to the published results, the
spacer modification has a rather small impact on the targeted
activities of folates, as it consists of hydrophilic groups.11 One
of the working classes of spacers for this purpose are
oligopeptide chains, which have already been utilized in a
number of conjugates with various cytotoxic agents. To date,
four folate-based therapeutics are undergoing clinical test-
ing.8−10

Similarly, the potencies of bioreleaseable self-immolative
linkers have been extensively examined, and the choice of an
appropriate candidate seems to be crucial.11 These studies have
resulted in the design of a disulfide linker that is most
effectively cleaved within the cell, releasing the active drug. For
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Scheme 1. Design and Potential Application of Target Conjugates

Scheme 2. Conventional and Suggested Stepwise Synthetic Approaches to Obtain the Target Conjugates
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this reason, this type of linker has been successfully applied in a
large number of folate−cytotoxic agent conjugates.11 Among all
others, the most successful conjugate, vintafolide, entered phase
II clinical trials and phase III clinical trials for the treatment of
platinum-resistant ovarian cancer. Although the clinical trials
have been stopped, the strategy of FOLR1 targeting with small-
molecule drug conjugates is promising.12

Cyclin-dependent kinases (CDKs) are specific serine/
threonine protein kinases that play a key role in cell cycle
regulation, especially in the progression of the cell cycle from
the G1 to S phase and from the G2 to M phase.13 Therefore,
CDKs are promising targets for the inhibition of cancer cell
proliferation, and a large number of small-molecule CDK
inhibitors have been synthesized and studied for their CDK
inhibitory activities.13 To date, more than 20 of the most potent
inhibitors have been registered for clinical trials on cancer
diseases.14,15 The performed structure−activity relationship
studies, together with proper knowledge of the binding sites for
ATP in various CDKs, have enabled the synthesis of 2,6,9-
trisubstituted purines that show potent biochemical, cellular,
and in vivo activities. In particular, 2,6,9-trisubstituted purine
derivatives bearing biarylmethylamino or biarylamino substitu-
ents at the 6 position of the purine skeleton are the most active
known CDK inhibitors.16−18 However, their possible clinical
application is significantly limited by their low selectivity.
Despite this fact, targeting of CDK inhibitors using conjugation
with folic acid has not been reported to date.
We recently reported the syntheses and activities of highly

potent purine CDK inhibitors bearing a 4-aminocyclohexyl
moiety in the C2 position.19 The terminal amino group of these
compounds was found to be a suitable functionality to attach to
the FOLR1-targeting system (Scheme 1). The preparation and
preliminary evaluation of desired conjugates are summarized in
this article.

■ RESULTS AND DISCUSSION
Synthesis. First, we attempted to use the previously

reported conventional synthetic approach.11,20,21 It consisted
of the preparation of a folic-acid-oligopeptide-SH segment
using solid-phase synthesis and its subsequent coupling with a
premodified drug equipped with the self-immolative drug-
release linker (Scheme 2, Conventional approach). However,
despite the successful preparation of the corresponding
intermediates, this strategy failed in the stage of the final
thiol−disulfide exchange because of the low purity of the
resulting products and irreproducibility on a preparative scale.
Moreover, because of the zwitterionic structure and high
polarity, the solubility of folic acid in organic solvents (except
for DMSO) was limited, and the final products required at least
two-step purification using reverse-phase chromatography.22

For these reasons, we designed an alternative synthetic
approach. It consisted of the sequential construction of the
target conjugates in the following direction: purine → drug-
release linker → tetrapeptide → folic acid (Scheme 2, Stepwise
approach). Considering the well-known advantages of solid-
phase synthesis in multistep reaction sequences (especially the
fast and simple isolation of reaction intermediates without the
need for tedious purification) and taking the previous
knowledge in the area of polymer-supported synthesis of
purines into account,23 we designed the entire reaction
sequence on the solid phase using a common aminomethyl
polystyrene resin equipped with an acid-labile benzaldehyde
linker (i.e., backbone amide linker, BAL).

The synthetic pathway was started by the immobilization of
primary amines (resulting in purine C6 substitution) through
the reductive amination of starting resin 1. Intermediates 2
were regioselectively arylated with 2,6-dichloropurine and were
then subjected to alkylation of the N9 position with alkyl
halides to obtain intermediates 4 (Scheme 3, steps iv and v).

Alternatively, we obtained such intermediates after the N9-
alkylation of 2,6-dichloropurine in the solution phase using
Mitsunobu conditions (yielding 3a and 3b), followed by their
immobilization through the arylation of resin 2 (Scheme 3, step
iii). The latter alternative procedure yielded the desired
intermediates with higher crude purities. Subsequently, the C2

position underwent replacement of the chlorine with diamines.
Because of the low reactivities of intermediates 4, the reaction
of these intermediates with 1,4-diaminocyclohexane required
very harsh conditions to yield intermediates 5 quantitatively.
For this reason, we developed a more efficient Pd-catalyzed
substitution using Buchwald−Hartwig C−N coupling con-
ditions that was successfully tested for both 1,4-diaminocyclo-
hexane and putrescine to yield intermediates 5 with excellent
crude purities (for a representative example, see Figure 1).
As in the conventional synthetic approach, the key step of the

stepwise solid-phase sequence was the formation of the
disulfide bridge using thiol−disulfide exchange. First, we
intended to mimic the solution-phase approach, and for this
reason, intermediates 5 were reacted with reagent 7, which had
been presynthesized from mercaptoethanol according to a
published procedure (Scheme 4).24 The desired intermediates
8 were obtained in excellent crude purities, as detected by
ultrahigh-performance liquid chromatography (UHPLC)-UV-
MS analysis after trifluoroacetic-acid-mediated cleavage from

Scheme 3. Synthesis of Immobilized CDK Inhibitorsa

aReagents and conditions: (i) R1-amine, NaBH(OAc)3, DMF/AcOH
(10:1), room temperature; (ii) R2-OH, PPh3, diisopropyl azodicarbox-
ylate (DIAD), THF, room temperature (3a, 86%; 3b, 80%); (iii)
N,N′-diisopropylethylamine (DIPEA), dioxane, 80 °C; (iv) 2,6-
dichloropurine, dioxane, DIPEA, 80 °C; (v) R2-I, (tert-butylimino)-
tris(pyrrolidino)phosphorane (BTPP), DMSO, 65 °C; (vi) H2N-R

3-
NH2, Pd2dba3 (dba = dibenzylideneacetone), 2-dicyclohexylphosphi-
no-2′,4′,6′-triisopropylbiphenyl (XPhos), LiHMDS, THF, 60 °C.
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the resin. However, the subsequent reaction with Fmoc-Cys-
OH or Fmoc-Cys-OtBu provided results similar to those
obtained in the case of the conventional approach: It was not
possible to optimize the thiol−disulfide exchange to obtain the
desired intermediates, even using various conditions (various
pH values25 and concentrations of reagents, solvents, and
bases).
To overcome such problems, we switched to a hybrid

approach consisting of the liquid-phase synthesis of the

problematic segment and its incorporation into the solid-

phase synthesis sequence (Scheme 5). More specifically,

intermediate 12 was prepared in three steps using commercially

available L-cystine derivative 9. Compound 12 was then reacted

with resin 5, and the desired intermediate 13 was obtained in

excellent crude purity, as determined from HPLC-UV traces

after cleavage from the polymer support (see Scheme 6 and

Figure 1).

Figure 1. HPLC-UV traces of selected steps of the reaction sequence leading to compound 17c to demonstrate the crude purity of the
corresponding intermediates after cleavage from the polymer support.

Scheme 4. Attempted Use of Intermediates 8 for Thiol−Disulfide Exchangea

aReagents and conditions: (i) methoxycarbonyl sulfenyl chloride, 2-mercaptopyridine, CH3CN, 0 °C to reflux, (6: 81%); (ii) 1-hydroxybenzotriazole
(HOBt), triphosgene, triethylamine (TEA), CH2Cl2, 0 °C to room temperature (7: 60%); (iii) DMAP, DIPEA, CH2Cl2, room temperature.
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The subsequent task focused on the synthesis of the
hydrophilic oligopeptide scaffold using repetitive coupling
with Fmoc-Asp(OtBu)-OH. Contrary to our expectations, this
part of the reaction sequence also required careful optimization.
Although the synthesis of a tetrapeptide from 13 using a
standard Fmoc solid-phase peptide synthesis proceeded well
and afforded intermediates 15 in high crude purity, cleavage of
its Fmoc protective group using a common cocktail consisting
of 20% piperidine in DMF caused the formation of unexpected
major products. From the LC-MS traces, their structures were
suggested to be the symmetrical disulfides 14 (Scheme 7).
Fortunately, after further optimization, the formation of
undesired byproducts 14 was fully suppressed using only 1%
piperidine in DMF.

Finally, intermediates 16 were subjected to acylation with
Fmoc-Glu(OH)-OtBu, followed by cleavage of Fmoc protective
group and acylation with pteroic acid, which yielded the desired
conjugates (Scheme 8). Products 17a−g were cleaved from the
polymer matrix using 50% TFA in CH2Cl2 and purified using
semipreparative HPLC.
The reaction sequence was successfully tested using different

building blocks, and the list of conjugates synthesized using the
developed method is summarized in Table 1. Furthermore,
Figure 1 displays the HPLC-UV traces of representative
reaction intermediates. This figure demonstrates that the
optimized procedure furnished the corresponding compounds
in excellent crude purities and good yields after 15 reaction
steps and reverse-phase purification.

Scheme 5. General Scheme for the Hybrid Approach to Overcome the Problematic Thiol−Disulfide Exchange

Scheme 6. Synthetic Sequence for the Proposed Hybrid Approacha

aReagents and conditions: (i) P(Bu)3, THF/H2O (40:1), room temperature (10, 91%); (ii) mercaptoethanol, methoxycarbonyl sulfenyl chloride,
lutidine, CH3CN, 0 °C to room temperature (11, 75%); (iii) HOBt, triphosgene, TEA, CH2Cl2, 0 °C to room temperature (12, 62%); (iv) CH2Cl2,
room temperature.
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In Vitro Disulfide Reduction Test. To test the
applicability of our conjugates, we subsequently mimicked
drug release in vitro. The mechanism of self-immolative
cleavage of the linker is based on 1,2-elimination.21

Accordingly, the release of the CDK inhibitor was successfully
accomplished by treating a 0.04 mM solution of representative
conjugate 17d (Figure 2A) with 4 mM of the reducing agent
dithiothreitol (DTT) at 37 °C. The release was monitored by
UHPLC-UV (λ = 289 nm) at pH 7 and 7.4. The disulfide bond
was cleaved within 5 min and yielded the drug−spacer
intermediate (Figure 2B), which subsequently self-immolated
and quantitatively released the purine inhibitor after 20 h
(Figure 2C). Use of glutathione (GSH) instead of DTT led to
cleavage of the conjugate 17d after the same time.
Cellular and Biochemical Assays. For a proof of concept,

conjugate 17d was further tested for its binding to the HeLa

cell line overexpressing FOLR1 by flow cytometry using the
folate-receptor-targeted fluorescence probe FolateRSense 680
(PerkinElmer) as a competing agent (Figure 3A). The HeLa
cell line was used because of its overexpression of FOLR1 and
significantly greater probe uptake over other cell lines; in
addition, HeLa cells were also much more sensitive to the
conjugate than other cell lines (see Supporting Information,
Table S1). The cells were stained with 1 μM FolateRSense 680
in the absence or presence of conjugate 17d (Figure 3B,C). In
control incubations, the probe was combined with either the
unconjugated inhibitor or free folic acid (Figure 3D,E). After 1
hour of incubation, cell-associated fluorescence was quantified
by flow cytometry. Autofluorescence of the unstained cells was
used for gating strategies, in which cells scattered outside the
autofluorescence signal were considered probe-marked cells.
The measurements confirmed that the presence of conjugated

Scheme 7. Undesired, Base-Catalyzed Redox Reaction Leading to Symmetrical Disulfides 14a

aReagents and conditions: (i) DMF/piperidine (4:1), room temperature; (ii) DMF/piperidine (99:1), room temperature; (iii) Fmoc-Asp(OtBu)-
OH, N,N′-diisopropylcarbodiimide (DIC), DMF/CH2Cl2 (1:1), room temperature.

Scheme 8. Finishing the Reaction Sequencea

aReagents and conditions: (i) Fmoc-Glu-OtBu, DIC, DMF/CH2Cl2 (1:1), room temperature; (ii) pteroic acid, HOBt, 2-(1H-benzotriazol-1-yl)-
1,1,3,3-tetramethyluronium hexafluorophosphate (HBTU), DIPEA, DMF/DMSO/NMP (9:5:1), room temperature, protected from light; (iii)
TFA/CH2Cl2 (1:1), room temperature.
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CDK inhibitor 17d markedly decreased the percentage of cells
with bound FolateRSense 680 from 75.6% to 11.4% (Figure
3C). Free folate also reduced the percentage of positive cells
and thus confirmed the function of the probe (Figure 3D). The
specificity of cellular binding of conjugate 17d was demon-
strated in a control experiment in which an excess of
unconjugated CDK inhibitor (synthesized according to a
previously published procedure)19 did not compete with the
probe (Figure 3E). In a titration experiment, 17d caused clear
dose-dependent competition with the fluorescence probe
(Figure 4), with half-maximal inhibitory concentration (IC50)
in the micromolar range.
Finally, conjugate 17d was assayed to determine its kinase

inhibitory potency toward recombinant human CDK2/cyclin E
according to a published protocol.19 The IC50 value for 17d was
77 nM, which is comparable to the inhibition activities of
related purine inhibitors.16−19 The high potency of 17d was

rather surprising; however, it can be considered advantageous,
because the inhibition of cellular CDKs is not necessarily
limited by the speed of release of the free purine inhibitor from
conjugate.

■ CONCLUSIONS

To conclude, we developed a synthetic method applicable for
the preparation of purine CDK inhibitor conjugates targeted to
the folate receptor. Compared to the conventional approach, a
stepwise construction concept using solid-phase synthesis
enabled the rapid production of the desired compounds.
Furthermore, the diversification of individual parts of the target
conjugates (oligopeptide, R1−R3 substituents) can be easily
accomplished by changing the building blocks in the reaction
sequence. With respect to the numerous kinases as molecular
targets of cytotoxic purines,26 the strategy is not limited to
CDK ligands, but can be used to produce the targeted
conjugates of different inhibitors. The stepwise approach is not
limited exclusively to purines but can furnish conjugates of any
immobilized compound containing reactive nucleophilic
moieties. Thus, the method reported herein represents a
general approach for the modification and study of diverse
drug-like heterocycles yielded by solid-phase synthesis. Flow
cytometric measurements demonstrated the ability of an
example conjugate to bind to cancer cells overexpressing the
folate receptor. In addition, in vitro simulation of the
intracellular liberation of the ligand from the drug-delivery
handle demonstrated the applicability of our conjugates to
release the inhibitor. In summary, we confirmed that CDK
inhibitors conjugated to folate could bind FOLR1-over-
expressing cells, suggesting that this concept is a possible
route to the development of more selective anticancer drugs.
Detailed biological experiments are in progress in our
laboratories and will be reported in subsequent contributions.

Table 1. List of Synthesized Conjugates

aOverall yield calculated from the loading of resin 2 after the entire
reaction sequence and preparative HPLC purification.

Figure 2. UHPLC-UV traces of the mimicked disulfide reduction test: (A) conjugate 17d, (B) complete reduction of the disulfide bond in the
presence of DTT after 5 min, (C) release of purine inhibitor after 20 h.
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■ EXPERIMENTAL SECTION
General Information. All reagents were of reagent grade and were

used without further purification. Solvents and chemicals were
purchased from Sigma-Aldrich (Milwaukee, IL, www.sigmaaldrich.
com) and Acros Organics (Geel, Belgium, www.acros.cz). Dry solvents
were dried over 4 Å molecular sieves or stored as received from
commercial suppliers. Aminomethyl resin [100−200 mesh, 1%
divinylbenzene (DVB), 0.9 mmol/g] was obtained from AAPPTec
(Louisville, KY, www.aapptec.com). The reactions were carried out in
plastic reaction vessels (syringes, each equipped with a porous disk)
using a manually operated synthesizer (Torviq, Niles, MI, www.torviq.
com) or in dried glassware, unless stated otherwise. The volume of
wash solvent was 10 mL per 1 g of resin. For washing, resin slurry was
shaken with the fresh solvent for at least 1 min before the solvent was
changed. Resin-bound intermediates were dried under a stream of
nitrogen for prolonged storage and/or quantitative analysis. For the
LC-MS analysis, a sample of resin (∼5 mg) was treated with CH2Cl2/
TFA (1:1, 1 mL, v/v), the cleavage cocktail was evaporated under a
stream of nitrogen, and the cleaved compounds were extracted into
CH3CN/H2O (1:1, 1 mL, v/v). The LC-MS analyses were carried out
on a UHPLC-MS system consisting of a UHPLC chromatograph
Acquity with a photodiode array detector and a single-quadrupole
mass spectrometer (Waters), using an X-Select C18 column at 30 °C
and a flow rate of 600 μL/min. Mobile phase consisted of (A) 0.01 M

ammonium acetate in H2O and (B) CH3CN, linearly programmed
from 10% A to 80% B over 2.5 min and held at the latter composition
for 1.5 min. The column was re-equilibrated with 10% of solution B for
1 min. The ESI ion source was operated at a discharge current of 5 μA,
a vaporizer temperature of 350 °C, and a capillary temperature of 200
°C. Purification was carried out on a C18 reverse-phase column (YMC
Pack ODS-A, 20 × 100 mm, 5-μm particles), with a gradient formed
from 10 mM aqueous ammonium acetate and CH3CN at flow rate of
15 mL/min. Flash chromatography was carried out on silica gel (230−
400 mesh). TLC plates were visualized under UV and/or with cerium
ammonium molybdate (CAM) stain. For lyophilization of the residual
solvents at −110 °C, a ScanVac Coolsafe 110-4 freeze dryer was used.
NMR spectra were recorded on a JEOL ECX500 spectrometer at a
magnetic field strength of 11.75 T (with operating frequencies of
500.16 MHz for 1H and 125.77 MHz for 13C). Chemical shifts (δ) are
reported in parts per million (ppm), and coupling constants (J) are
reported in Hertz (Hz). The 1H and 13C NMR chemical shifts (δ in
ppm) were referenced to the residual signals of CDCl3 [7.26 ppm
(1H) and 77.23 ppm (13C)] and DMSO-d6 [2.50 ppm (1H) and 39.51
ppm (13C)]. 19F NMR chemical shifts (δ in ppm) were referenced to
the signal of trifluoroacetic acid (−76.55 ppm). Structural assignment
of resonances was performed with the help of 2D NMR gradient
experiments (COSY, 1H−13C HMQC, ROESY). Acetate salt (residual
agent from the semipreparative HPLC purification) exhibited a singlet
at 1.89−1.90 ppm in the 1H NMR spectrum and two resonances at
21.1−21.3 ppm and 172.0−172.1 ppm in the 13C NMR spectrum.
Abbreviations in NMR spectra: app d, apparent doublet; app s,
apparent singlet; app t, apparent triplet; br s, broad singlet; d, doublet;
dd, doublet of doublets; m, multiplet; s, singlet; sp, septet; t, triplet. IR
spectra (4000−400 cm−1) were collected on a Nicolet Avatar 370
FTIR spectrometer. Solid samples were measured neat, and oily
samples were measured as films. Abbreviations in IR spectra: s, strong;
m, medium; w, weak. HRMS analysis was performed using an Orbitrap
Elite LC-MS hybride quadrupole mass spectrometer (Dionex UltiMate
3000, Thermo Exactive Plus, Waltham, MA) operating in positive full-
scan mode (120000 fwhm) in the range of 100−1000 m/z. The
settings for electrospray ionization were as follows: oven temperature,
150 °C; source voltage, 3.6 kV. The acquired data were internally
calibrated with diisoctyl phthalate as a contaminant in CH3OH.
Samples were diluted to a final concentration of 0.1 mg/mL in H2O
and CH3OH (50:50, v/v). Before HPLC separation (Phenomenex
Gemini column, 50 × 2.00 mm, 3-μm particles, C18), the samples
were injected by direct infusion into the mass spectrometer using an
autosampler. The mobile phase was isocratic CH3CN/isopropanol

Figure 3. In vitro binding to the folate receptor: (A) Experimental design is shown for clarity. (B−E) HeLa cells were stained with 1 μM
FolateRSense 680 probe (B) alone or in the presence of (C) conjugated CDK inhibitor 17d, (D) free folic acid, or (E) unconjugated CDK inhibitor
in 50 μM concentrations. Segments mark probe-negative (left segment) and probe-positive (right segment) cells; numbers refer to the percentages
of probe-positive cells.

Figure 4. Dose-dependent competition of conjugate 17d with
FolateRSense 680 probe for binding to the folate receptor in HeLa
cells.
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(IPA)/0.01 M ammonium acetate (40:5:55) at a flow rate of 0.3 mL/
min.
Experimental Procedures. 2,6-Dichloro-9-cyclopentyl-9H-pu-

rine (3a). To a solution of 2,6-dichloropurine (2 g, 10.60 mmol)
and PPh3 (3.6 g, 13.76 mmol) in dry, degassed THF (20 mL) was
added cyclopentanol (1.9 mL, 21.20 mmol), and the solution was
cooled to 0 °C. At this temperature, DIAD (2.7 mL, 13.76 mmol) was
slowly added, and the reaction mixture was stirred at ambient
temperature under a nitrogen atmosphere. The reaction was
monitored by UHPLC-MS, which indicated its completion after 18
h. The reaction mixture was concentrated, diluted with brine (100
mL), and extracted with EtOAc (5 × 120 mL). The organic extracts
were combined, dried over MgSO4, filtered, and evaporated under
reduced pressure. The crude product was purified by flash
chromatography (CH2Cl2/EtOAc = 1:1, v/v) to afford compound
3a as a bright yellow crystalline solid (2.3 g, 86% yield). 1H NMR (500
MHz, CDCl3): δ 8.15 (s, 1H), 2.37−2.32 (m, 2H), 2.07−1.94 (m,
4H), 1.90−1.80 (m, 2H) ppm. Other data were consistent with
published results.27

2,6-Dichloro-9-isopropyl-9H-purine (3b). To a solution of 2,6-
dichloropurine (500 mg, 2.64 mmol) and PPh3 (838 mg, 3.20 mmol)
in dry, degassed THF (10 mL) was added isopropanol (400 μL, 5.30
mmol), and the solution was cooled to 0 °C. At this temperature,
DIAD (630 μL, 3.20 mmol) was slowly added, and the reaction
mixture was stirred at ambient temperature under a nitrogen
atmosphere. The reaction was monitored by UHPLC-MS, which
indicated its completion after 18 h. The reaction mixture was
concentrated, diluted with brine (50 mL), and extracted with EtOAc
(5 × 70 mL). The organic extracts were combined, dried over MgSO4,
filtered, and evaporated under reduced pressure. The crude product
was purified by flash chromatography (CH2Cl2/EtOAc = 1:1, v/v) to
afford compound 3b as a white crystalline solid (490 mg, 80% yield).
1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 8.17 (s, 1H), 4.91 (sp, J = 6.8 Hz,
1H), 1.65 (d, J = 6.8 Hz, 6H) ppm. Other data were consistent with
published results.28

2-(Pyridin-2-yldisulfanyl)ethan-1-ol (6). To a solution of methox-
ycarbonyl sulfenyl chloride (2.3 mL, 25.60 mmol) in CH3CN (10 mL)
at 0 °C was slowly added 2-mercaptoethanol (1.8 mL, 25.60 mmol) in
CH3CN (10 mL), and the solution was stirred for 30 min at 0 °C. To
the clear solution was added 2-mercaptopyridine (2.5 g, 23.04 mmol)
in CH3CN (15 mL), and the yellow mixture was refluxed for 2 h until
a white precipitate formed. The reaction mixture was cooled to
ambient temperature and stirred for an additional 1 h at 0 °C. The
precipitate was filtered and washed with CH3CN (3 × 50 mL). The
crude white solid product 6 was dried and used in the next step
without further purification (3.9 g, 81% yield). Data were consistent
with published results.29

1H-Benzo[D][1,2,3]triazol-1-yl (2-(pyridin-2-yldisulfanyl)ethyl)
Carbonate (7). To a solution of triphosgene (1.84 g, 6.20 mmol) in
dry CH2Cl2 (15 mL) at 0 °C under a nitrogen atmosphere was slowly
added a solution of compound 6 (3.9 g, 20.67 mmol) and TEA (2.9
mL, 20.67 mmol) in dry CH2Cl2 (15 mL). The reaction mixture was
stirred at ambient temperature for 1 h. Then, a solution of HOBt (3.16
g, 20.67 mmol) and TEA (2.9 mL, 20.67 mmol) in dry CH2Cl2 (15
mL) was slowly added over a duration of 20 min at 0 °C. The reaction
was monitored by UHPLC-MS, which indicated its completion after
12 h. The reaction mixture was concentrated, diluted with brine (50
mL), and extracted with CH2Cl2 (5 × 70 mL). The organic extracts
were combined, dried over MgSO4, filtered, and evaporated to dryness
under reduced pressure. Product 7 was obtained as a white crystalline
solid (2.86 g, 40% yield). 1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 8.46−8.45
(m, 1H), 8.22−8.20 (m, 1H), 8.04−7.97 (m, 1H), 7.79−7.76 (m, 1H),
7.70−7.62 (m, 2H), 7.57−7.53 (m, 1H), 7.10−7.08 (m, 1H), 4.81 (t, J
= 6.4 Hz, 2H), 3.26 (t, J = 6.4 Hz, 2H) ppm. 13C NMR (126 MHz,
CDCl3): δ 159.0, 149.9, 147.1, 137.3, 133.4, 133.0, 126.5, 121.3, 120.4,
115.9, 115.2, 66.4, 36.7 ppm. HRMS (ESI) m/z: [M + H]+ calcd for
C14H13N4O3S2, 349.0424; found, 349.0425.
tert-Butyl (((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)cysteinate (10).

To a solution of protected cystine 9 (700 mg, 0.87 mmol) in dry,
degassed THF/H2O (40:1, 12.5 mL, v/v) at 0 °C was slowly added

P(Bu)3 (240 μL, 0.96 mmol), and the solution was stirred at ambient
temperature. The reaction was monitored by TLC (hexane/EtOAc =
3:1, v/v), which indicated its completion after 6−12 h. The reaction
mixture was diluted with 10% aqueous AcOH (50 mL) and extracted
with EtOAc (5 × 70 mL). The organic extracts were combined, dried
over MgSO4, filtered, and evaporated under reduced pressure. The
crude product was purified by flash chromatography (hexane/EtOAc =
3:1, v/v) to afford compound 10 as a pale yellow oil (639 mg, 92%
yield). 1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.77 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.61
(d, J = 7.4 Hz, 2H), 7.41 (app t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.33 (app t, J = 7.4
Hz, 2H), 5.70 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 4.57−4.53 (m, 1H), 4.46−4.37 (m,
2H), 4.24 (t, J = 6.9 Hz, 1H), 3.03−2.96 (m, 2H), 1.51 (s, 9H), 1.34
(t, J = 8.9 Hz, 1H) ppm. 13C NMR (126 MHz, CDCl3): δ 169.0,
155.7, 143.9, 141.4, 127.8, 125.2, 125.1, 120.1, 83.1, 67.1, 55.4, 47.2,
28.1, 27.4 ppm. HRMS (ESI) m/z: [M − H]− calcd for C22H24NO4S,
398.1426; found, 398.1423.

tert-Butyl-N-(((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)-S-((2-
hydroxyethyl)thio)cysteinate (11). To a solution of methoxycarbonyl
sulfenyl chloride (200 μL, 2.22 mmol) in CH3CN (2 mL) at 0 °C was
slowly added 2-mercaptoethanol (155 μL, 2.22 mmol) in CH3CN (2
mL), and the solution was stirred for 30 min. Then, a solution of
compound 10 (800 mg, 2.00 mmol) and 2,6-lutidine (1.3 mL, 11.1
mL) in CH3CN (5 mL) was slowly added to the reaction mixture. The
reaction was monitored by UHPLC-MS, which indicated its
completion after 1.5 h. The residual solvent was evaporated, and the
reaction mixture was diluted with NH4Cl (50 mL) and extracted with
EtOAc (5 × 70 mL). The organic extracts were combined, dried over
MgSO4, filtered, and evaporated under reduced pressure. The crude
product was purified by column chromatography (first, CH2Cl2/
EtOAc = 1:1, v/v; second, hexane/EtOAc = 2:1, v/v) to afford
compound 11 as a pale yellow oil (715 mg, 75% yield). 1H NMR (500
MHz, CDCl3): δ 7.77 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.61 (d, J = 7.4 Hz, 2H),
7.41 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.32 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 5.67 (d, J = 7.3 Hz,
1H), 4.59 (dd, J = 12.5, 5.3 Hz, 1H), 4.46−4.36 (m, 2H), 4.24 (t, J =
7.0 Hz, 1H), 3.85 (app t, J = 5.6 Hz, 1H), 3.27 (dd, J = 14.1, 5.3 Hz,
1H), 3.15 (dd, J = 14.1, 5.3 Hz, 1H), 2.90−2.84 (m, 1H), 1.50 (s, 9H)
ppm. 13C NMR (126 MHz, CDCl3): δ 169.4, 155.9, 143.8, 141.4,
127.8, 127.2, 125.2, 120.1, 83.4, 67.3, 60.4, 54.3, 47.2, 42.2, 41.4, 28.1
ppm. HRMS (ESI) m/z: [M + H]+ calcd for C24H30NO5S2, 476.1565;
found, 476.1562.

tert-Butyl-S-((2-((((1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-yl)oxy)carbonyl)-
oxy)ethyl)thio)-N-(((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)cysteinate
(12). To a solution of triphosgene (310 mg, 1.05 mmol) in dry CH2Cl2
(8 mL) at 0 °C under a nitrogen atmosphere was slowly added a
solution of compound 11 (715 mg, 1.50 mmol) and 2,6-lutidine (523
μL, 4.5 mmol) in dry CH2Cl2 (8 mL). The reaction mixture was
stirred at ambient temperature for 3 h. Then, a solution of HOBt (230
mg, 1.50 mmol) and 2,6-lutidine (523 μL, 4.5 mmol) in dry CH2Cl2 (8
mL) was slowly added within 10 min at 0 °C, and the reaction mixture
was stirred at ambient temperature. The reaction was monitored by
UHPLC-MS, which indicated its completion after 12 h. The residual
solvent was evaporated to dryness, and the crude reaction mixture was
diluted with EtOAc (100 mL) and extracted with aqueous NH4Cl (6 ×
200 mL). The organic extract was dried over MgSO4, filtered, and
evaporated under reduced pressure. The crude product was used
without further purification or was purified by semipreparative HPLC
to afford compound 12 as a pale yellow solid (600 mg, 65% yield). 1H
NMR (500 MHz, CDCl3): δ 8.16 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.99 (d, J = 8.4
Hz, 1H), 7.74−7.72 (m, 3H), 7.59 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 7.51 (t, J = 7.8
Hz, 1H), 7.42−7.27 (m, 5H), 5.66 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 4.75 (t, J = 6.7
Hz, 2H), 4.59 (d, J = 6.6 Hz, 1H), 4.42 (dd, J = 10.2, 7.6 Hz, 1H),
4.37−4.31 (m, 1H), 4.22 (t, J = 6.9 Hz, 1H), 3.32 (dd, J = 13.8, 4.8 Hz,
1H), 3.20 (dd, J = 13.8, 4.8 Hz, 1H), 3.13−3.07 (m, 2H), 1.49 (s, 9H)
ppm. 13C NMR (126 MHz, CDCl3): δ 169.3, 160.8, 155.7, 147.2,
143.8, 141.4, 132.9, 127.8, 127.2, 126.5, 125.2, 120.1, 115.9, 115.2,
83.5, 67.2, 66.6, 54.2, 47.2, 42.1, 36.5, 28.1 ppm. HRMS (ESI) m/z:
[M + H]+ calcd for C31H33N4O7S2, 637.1791; found, 637.1790.

Preparation of BAL Resin 1. Aminomethyl polystyrene resin (1 g,
loading of 0.98 mmol/g) was swollen in CH2Cl2 (10 mL) for 30 min,
washed with DMF (3 × 10 mL), neutralized in DMF/piperidine (5:1,
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10 mL) for an additional 30 min, and then again washed with DMF (5
× 10 mL). Backbone amide linker (700 mg, 2.94 mmol) and HOBt
(450 mg, 2.94 mmol) were dissolved in DMF/CH2Cl2 (1:1, 10 mL, v/
v), and DIC (460 μL, 2.94 mmol) was added. The resulting solution
was added to a polypropylene fritted syringe with aminomethyl resin.
The reaction slurry was shaken at ambient temperature overnight and
then washed with DMF (3 × 10 mL) and CH2Cl2 (3 × 10 mL). A
bromophenol blue test confirmed the quantitative acylation of amino
groups.
General Procedure for Reductive Amination to Obtain Resin 2.

BAL resin 1 was swollen in CH2Cl2 (10 mL) for 30 min and then
washed with dry THF (3 × 10 mL) and dry DMF (3 × 10 mL). A
solution of the corresponding amine (4.9 mmol) in DMF/AcOH
(10:1, 10 mL, v/v) was added to the resin, and the mixture was shaken
overnight at ambient temperature. Then, NaBH(OAc)3 (210 mg, 2.94
mmol) in DMF/AcOH (20:1, 5 mL, v/v) was added portionwise to
the reaction mixture during a period of 4 h, after which the mixture
was washed with DMF (5 × 10 mL) and CH2Cl2 (3 × 10 mL) and
neutralized with DMF/TEA (10:1, 10 mL, v/v) for an additional 30
min to obtain resin 2. The loading was determined according to a
published procedure.30

General Procedure for the Preparation of Intermediates 4.
Arylation with 2,6-Dichloropurine Followed by On-Resin N9-
Alkylation. Resin 2 (500 mg) was swollen in CH2Cl2 (5 mL) for 30
min and then washed with CH2Cl2 (3 × 5 mL). 2,6-Dichloropurine
(320 mg, 1.55 mmol) and DIPEA (256 μL, 1.55 mmol) were dissolved
in dioxane (5 mL) and added to a sealed vial with resin 2. The reaction
slurry was shaken at 80 °C overnight and then washed with THF (5 ×
5 mL) and CH2Cl2 (5 × 5 mL). The corresponding resin (500 mg)
was swollen in CH2Cl2 (5 mL) for 30 min and then washed with
CH2Cl2 (3 × 5 mL), DMF (3 × 5 mL), and DMSO (3 × 5 mL). Alkyl
iodide (3.72 mmol), BTPP (1.13 mL, 3.72 mmol), and DMSO (5 mL)
were added to the resin. The reaction slurry was shaken at 65 °C
overnight and then washed with DMF (10 × 5 mL), DMSO (5 × 5
mL), THF (5 × 5 mL), and CH2Cl2 (10 × 5 mL).
Arylation with N9-Prealkylated Intermediates 3. Resin 2 (500 mg)

was swollen in CH2Cl2 (5 mL) for 30 min and then washed with
CH2Cl2 (3 × 5 mL). Intermediates 3 (3 mmol) and DIPEA (495 μL, 3
mmol) were dissolved in dioxane (5 mL) and added to a sealed vial
with resin 2. The reaction slurry was shaken at 80 °C overnight and
then washed with THF (5 × 5 mL) and CH2Cl2 (5 × 5 mL).
General Procedure for the Preparation of Intermediates 5. Resin

4 (250 mg) was swollen in CH2Cl2 (5 mL) for 30 min and then
washed with CH2Cl2 (3 × 5 mL) and dry THF (3 × 5 mL) that had
been degassed prior to use. Amine (2 mmol), XPhos (96 mg, 0.2
mmol), Pd2dba3 (92 mg, 0.1mmol) and LiHMDS (1 M solution in
THF, 2 ml, 2 mmol) were dissolved in dry, degassed THF (5 mL) and
added to a sealed vial with resin 4. The reaction slurry was protected
from light and shaken at 60 °C for 24 h, after which it was washed with
DMF (10 × 5 mL), THF (5 × 5 mL), and CH2Cl2 (5 × 5 mL).
General Procedure for the Preparation of Intermediates 13.

Resin 5 (250 mg) was swollen in CH2Cl2 (5 mL) for 30 min and then
washed with CH2Cl2 (3 × 5 mL). Linker 12 (318 mg, 0.5 mmol) was
dissolved in CH2Cl2 (2.5 mL) and added to a polypropylene fritted
syringe with resin 5. The reaction slurry was shaken at ambient
temperature overnight and then washed with CH2Cl2 (5 × 3 mL).
General Procedure for the Preparation of Intermediates 15. To

obtain intermediates 15, the following procedures were repeated three
times:
Step 1: Deprotection of Fmoc. Resin 13 (250 mg) was swollen in

CH2Cl2 (5 mL) for 30 min and then washed with CH2Cl2 (3 × 5 mL).
To the resin was added a solution of DMF/piperidine (99:1, 2.5 mL,
v/v), and the slurry was shaken for 2 h at ambient temperature
followed by wash with DMF (5 x 5 ml) and CH2Cl2 (5 x 5 ml).
Step 2: Acylation. Fmoc-Asp(OtBu)-OH (308 mg, 0.75 mmol) was

dissolved in DMF/CH2Cl2 (1:1, 2.5 mL, v/v), and DIC (58 μL, 0.37
mmol) was added. The reaction mixture was added to a propylene
fritted syringe with deprotected resin 13, and the reaction slurry was
shaken overnight at ambient temperature. The resin was washed with
CH2Cl2 (5 × 3 mL).

General Procedure for the Preparation of Intermediates 16.
Resin 15 (250 mg) was swollen in CH2Cl2 (5 mL) for 30 min and
then washed with CH2Cl2 (3 × 5 mL). To the resin was added a
solution of DMF/piperidine (99:1, 2.5 mL, v/v), and the slurry was
shaken for 2 h at ambient temperature. The resin was washed with
CH2Cl2 (5 × 3 mL).

General Procedure for the Preparation of Final Compounds 17.
Step 1: Acylation with Fmoc-Glu-OtBu. Fmoc-Glu-OtBu (317 mg,
0.75 mmol) was dissolved in DMF/CH2Cl2 (1:1, 2.5 mL, v/v), and
DIC (58 μL, 0.37 mmol) was added. The reaction mixture was added
to a propylene fritted syringe with resin 16, and the reaction slurry was
shaken overnight at ambient temperature. The resin was washed with
CH2Cl2 (5 × 3 mL).

Step 2: Fmoc Cleavage and Acylation with Pteroic Acid. The
resin (250 mg) was swollen in CH2Cl2 (5 mL) for 30 min and then
washed with CH2Cl2 (3 × 5 mL). To the resin was added a solution of
DMF/piperidine (99:1, 2.5 mL, v/v), and the slurry was shaken for 2 h
at ambient temperature and then washed with CH2Cl2 (5 × 3 mL).

Then, HBTU (112 mg, 0.3 mmol) and HOBt (46 mg, 0.3 mmol)
were dissolved in DMF/DMSO/NMP (9:5:1, 7.5 mL, v/v), and
pteroic acid (250 mg, 0.64 mmol) was added. The reaction mixture
was added to a propylene fritted syringe with the resin, and the
reaction slurry was protected from light and shaken for 18 h at
ambient temperature.

The resin was washed with DMF (10 × 5 mL), DMSO (10 × 5
mL), water (10 × 5 mL), DMSO (10 × 5 mL), DMF (10 × 5 mL),
THF (10 × 5 mL), and CH2Cl2 (5 × 5 mL).

Step 3: Cleavage from the Resin. The resin (250 mg) was swollen
in CH2Cl2 (5 mL) for 30 min and then washed with CH2Cl2 (3 × 5
mL). To the resin was added a solution of CH2Cl2/TFA (1:1, 5 mL,
v/v), and the slurry was shaken for 2 h at ambient temperature, after
which it was evaporated under a stream of nitrogen and extracted into
CH3CN/H2O (1:1, 3 mL, v/v). The final conjugates 17a−g were
purified by semipreparative HPLC.

Conjugate 17a. Yellowish oil (60 mg, 27% yield). 1H NMR (500
MHz, DMSO-d6): δ 9.15 (br s, 1H), 8.63 (s, 1H), 8.25 (d, J = 6.9 Hz,
1H), 8.18 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 8.05 (d, J = 6.6 Hz, 1H), 7.89 (s, 1H),
7.84 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.73 (d, J = 6.4 Hz, 1H), 7.66−7.61 (m, 2H),
7.33 (br s, 1H), 7.28 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.95 (t, J = 6.7 Hz, 1H), 6.87
(d, J = 9.1 Hz, 2H), 6.65−6.62 (m, 2H), 6.35 (br s, 1H), 4.55−4.47
(m, 7H), 4.29−4.20 (m, 3H), 4.16−4.14 (m, 3H), 3.76−3.72 (m, 5H),
3.22−3.13 (m, 2H), 3.06−3.02 (m, 4H), 2.98−2.94 (m, 5H), 2.74−
2.55 (m, 4H), 2.03−1.95 (m, 4H), 1.86−1.81 (m, 2H), 1.48 (d, J = 6.6
Hz, 6H), 1.35−1.25 (m, 5H) ppm. 13C NMR (126 MHz, DMSO-d6):
δ 174.0, 172.3, 172.0, 171.1, 170.5, 170.1, 167.4, 161.9, 158.1, 155.2,
154.4, 154.1, 152.0, 150.6, 148.6, 148.4, 146.3, 135.5, 133.0, 131.1,
128.8, 127.8, 121.5, 115.4, 111.3, 66.2, 61.7, 56.8, 53.4, 52.5, 50.3, 49.9,
49.4, 49.3, 45.9, 43.6, 36.7, 31.6, 31.2, 26.8 ppm. IR (ν̃max) = 3270 (w),
3056 (w), 2919 (w), 2851 (w), 1632 (m), 1605 (m), 1511 (s), 1452−
1411 (m), 1300 (m), 1263 (m), 1228 (s), 1178 (s), 1118 (m), 1005
(s), 951 (m), 924 (m), 822 (m), 765 (m), 719 (m) cm−1. HRMS
(ESI) m/z: [M + H]+ calcd for C61H76N19O19S2, 1442.5001; found,
1442.5000.

Conjugate 17b. Yellowish oil (66 mg, 22% yield). 1H NMR (500
MHz, DMSO-d6): δ 8.62 (s, 1H), 8.24−8.23 (m, 1H), 8.19 (d, J = 7.1
Hz, 1H), 8.03 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 7.84−7.83 (m, 3H), 7.73 (d, J = 7.6
Hz, 1H), 7.62 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.39 (br s, 1H), 7.28 (d, J = 7.6 Hz,
1H), 6.94 (t, J = 5.2 Hz, 1H), 6.87 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 6.63 (d, J = 8.7
Hz, 2H), 4.70−4.63 (m, 1H), 4.49−4.47 (m, 5H), 4.27−4.22 (m, 2H),
4.15 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 3.76−3.68 (m, 5H), 3.60 (br s, 1H), 3.26 (br
s, 1H), 3.21−3.15 (m, 1H), 3.05−3.02 (m, 4H), 3.00−2.88 (m, 4H),
2.74−2.53 (m, 4H), 2.24−1.99 (m, 11H), 1.85−1.83 (m, 4H), 1.67−
1.64 (m, 2H), 1.31−1.26 (m, 4H) ppm. 13C NMR (126 MHz, DMSO-
d6): δ 174.1, 172.4, 172.4, 172.3, 172.1, 171.1, 170.6, 170.1, 166.1,
161.5, 158.1, 155.2, 154.5, 150.7, 148.6, 148.4, 146.3, 136.2, 132.9,
128.8, 127.8, 121.6, 121.1, 115.4, 111.3, 66.2, 61.7, 53.4, 52.6, 49.9,
49.4, 49.3, 45.9, 41.7, 37.3, 37.0, 36.7, 31.8, 31.6, 31.2, 26.9 ppm. IR
(ν̃max) = 3304 (m), 2914 (w), 2849 (w), 1637 (s), 1604 (s), 1510 (s),
1450−1408 (m), 1264 (m), 1227 (m), 1183 (m), 1115 (m), 1002 (s),
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950 (m), 924 (m), 820 (m), 766 (m) cm−1. HRMS (ESI) m/z: [M +
H]+ calcd for C63H78N19O19S2, 1468.5157; found, 1468.5165.
Conjugate 17c. Yellowish oil (60 mg, 25% yield). 1H NMR (500

MHz, DMSO-d6): δ 9.11 (br s, 1H), 8.62 (s, 1H), 8.25 (d, J = 4.8 Hz,
1H), 8.17 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 8.02 (d, J = 5.5 Hz, 1H), 7.85−7.81 (m,
3H), 7.72 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 7.61 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.37−7.31 (m,
2H), 6.95 (t, J = 6.1 Hz, 1H), 6.87 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 6.66−6.60 (m,
2H), 6.56−6.50 (m, 1H), 4.71−4.65 (m, 1H), 4.51−4.47 (m, 5H),
4.23−4.22 (m, 3H), 4.12 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 3.75−3.70 (m, 6H),
3.27−3.23 (m, 3H), 3.20−3.14 (m, 2H), 3.05−3.02 (m, 4H), 3.02−
2.87 (m, 8H), 2.72−2.56 (m, 4H), 2.22 (m, 1H), 2.16−2.06 (m, 3H),
2.04−1.92 (m, 4H), 1.70−1.60 (m, 3H), 1.55−1.44 (m, 5H) ppm. 13C
NMR (126 MHz, DMSO-d6): δ 174.1, 172.4, 172.1, 171.1, 170.6,
170.1, 166.0, 161.2, 158.9, 155.9, 154.5, 152.0, 150.6, 148.6, 148.4,
146.3, 136.1, 132.8, 131.6, 128.7, 127.8, 121.1, 115.3, 111.3, 66.2, 61.7,
54.8, 53.5, 50.3, 50.2, 49.9, 49.2, 45.9, 43.6, 36.8, 31.8, 27.1, 23.7 ppm.
IR (ν̃max) = 3282 (m), 2952 (w), 2916 (w), 2850 (w), 1639 (m), 1605
(m), 1511 (s), 1452−1411 (m), 1376 (m), 1228 (s), 1179 (m), 1121
(m), 1005 (s), 997 (m), 951 (m), 923 (m), 823 (m), 801 (m), 765 (s)
cm−1. HRMS (ESI) m/z: [M + H]+ calcd for C61H76N19O19S2,
1442.5001; found, 1442.5009.
Conjugate 17d. Yellowish oil (50 mg, 23% yield). 1H NMR (500

MHz, DMSO-d6): δ 8.64−8.58 (m, 2H), 8.37 (d, J = 4.8 Hz, 1H), 8.25
(d, J = 5.7 Hz, 1H), 8.16 (d, J = 6.6 Hz, 1H), 8.00 (d, J = 8.3 Hz, 2H),
7.90 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.84 (td, J = 7.9, 1.8 Hz, 1H), 7.76−7.72 (m,
3H), 7.65 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.59 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.44 (d, J = 8.2
Hz, 2H), 7.34−7.27 (m, 2H), 6.94−6.90 (m, 1H), 6.64−6.61 (m, 2H),
6.07 (d, J = 6.6 Hz, 1H), 4.63 (br s, 3H), 4.49−4.41 (m, 4H), 4.38−
4.36 (m, 1H), 4.16−4.13 (dd, J = 12.8, 6.3 Hz, 4H), 3.61−3.52 (m,
1H), 2.98−2.86 (m, 10H), 2.63−2.60 (m, 1H), 2.15−2.13 (m, 1H),
2.04−1.92 (m, 6H), 1.81−1.75 (m, 2H), 1.64−1.58 (m, 10H), 1.52−
1.49 (m, 5H), 1.30−1.17 (m, 4H) ppm. 13C NMR (126 MHz, DMSO-
d6): δ 174.8, 173.9, 173.6, 173.0, 172.4, 171.4, 171.1, 170.6, 165.6,
161.9, 158.3, 156.0, 155.2, 154.9, 150.5, 149.4, 148.3, 141.8, 137.2,
136.9, 128.5, 127.8, 127.6, 126.3, 122.4, 121.9, 120.0, 111.4, 61.7, 53.9,
53.4, 50.7, 50.4, 49.4, 49.2, 45.9, 43.5, 42.6, 38.5, 38.0, 37.4, 31.8, 31.6,
31.3, 27.7, 22.4 ppm. IR (ν̃max) = 3270 (w), 3054 (w), 2917 (w), 2850
(w), 1655 (m), 1604 (s), 1512 (s), 1394 (m), 1300 (m), 1263 (m),
1228 (s), 1178 (m), 1127 (m), 1046 (s), 999 (s), 949 (m), 902 (m),
822 (m), 768 (m), 719 (m) cm−1. HRMS (ESI) m/z: [M + H]+ calcd
for C65H76N19O18S2, 1474.5052; found, 1474.5055.
Conjugate 17e. Yellowish oil (24 mg, 19% yield). 1H NMR (500

MHz, DMSO-d6): δ 8.63 (s, 1H), 8.24 (br s, 2H), 8.18 (d, J = 7.5 Hz,
1H), 8.05 (d, J = 7.1 Hz, 1H), 7.72 (s, 2H), 7.62 (d, J = 8.7 Hz, 2H),
7.35−7.28 (m, 5H), 7.23 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 7.10 (dd, J = 14.3, 7.3
Hz, 3H), 6.98 (s, 1H), 6.95−6.93 (m, 3H), 6.80 (dd, J = 8.1, 1.9 Hz,
1H), 6.64−6.62 (m, 2H), 6.05 (br s, 1H), 4.67−4.44 (m, 10H), 4.27−
4.21 (m, 3H), 4.13 (t, J = 6.0 Hz, 3H), 3.22−3.15 (m, 3H), 2.99−2.91
(m, 6H), 2.70−2.55 (m, 5H), 2.27−1.92 (m, 10H), 1.85−1.63 (m,
11H), 1.23−1.22 (m, 4H) ppm. 13C NMR (126 MHz, DMSO-d6): δ
174.0, 172.2, 172.0, 171.0, 170.5, 170.0, 166.1, 158.2, 156.6, 156.4,
155.2, 154.4, 150.6, 150.1, 148.5, 143.3, 142.7, 135.5, 129.9, 129.68,
128.8, 127.8, 123.2, 122.4, 121.5, 118.3, 117.4, 116.6, 111.3, 61.7, 54.7,
53.3, 52.5, 50.3, 50.1, 49.8, 49.4, 49.2, 45.9, 43.6, 36.7, 31.8, 31.5, 31.2,
22.2, 21.7 ppm. IR (ν̃max) = 3269 (w), 3066 (w), 2947 (w), 2919 (w),
2851 (w), 1654 (m), 1605 (s), 1513 (s), 1487 (m), 1400 (m), 1376
(m), 1349 (m), 1246 (m), 1180 (m), 1128 (m), 1021 (s), 1002 (s),
950 (m), 901 (m), 820 (m), 768 (m), 719 (m), 691 (s) cm−1. HRMS
(ESI) m/z: [M + H]+ calcd for C66H77N18O19S2, 1489.5048; found,
1489.5049.
Conjugate 17f. Yellowish oil (45 mg, 20% yield). 1H NMR (500

MHz, DMSO-d6): δ 8.66 (br s, 1H), 8.62 (s, 1H), 8.25−8.18 (m, 3H),
8.17−8.15 (m, 3H), 7.98 (d, J = 6.7 Hz, 1H), 7.93 (d, J = 8.2 Hz, 2H),
7.85 (d, J = 7.7 Hz, 2H), 7.75−7.71 (m, 3H), 7.61 (d, J = 8.8 Hz, 2H),
7.45 (d, J = 8.1 Hz, 4H), 7.27 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 6.96−6.93 (m, 1H),
6.66−6.62 (m, 2H), 6.14 (d, J = 5.9 Hz, 1H), 4.63 (br s, 3H), 4.51−
4.47 (m, 6H), 4.23−4.18 (m, 3H), 4.13 (t, J = 5.8 Hz, 3H), 3.56 (br s,
1H), 3.20−3.17 (m, 2H), 2.997−2.88 (m, 4H), 2.73−2.60 (m, 3H),
2.22−1.94 (m, 10H), 1.88−1.63 (m, 11H), 1.27−1.23 (m, 5H) ppm.
13C NMR (126 MHz, DMSO-d6): δ 174.2, 172.5, 172.1, 171.1, 170.6,

170.1, 166.0, 161.6, 158.2, 155.2, 154.6, 152.9, 150.6, 149.0, 148.7,
148.4, 137.8, 136.4, 135.4, 128.7, 128.3, 127.8, 121.6, 121.2, 120.0,
119.1, 111.3, 61.7, 53.6, 52.7, 50.4, 50.2, 50.0, 49.4, 49.3, 45.9, 37.4,
37.2, 36.9, 31.8, 31.6, 31.2, 27.0, 23.7 ppm. 19F {1H} NMR (471 MHz,
DMSO-d6): δ −59.69 (s, 3F) ppm. IR (ν̃max) = 3271 (m), 2936 (w),
1641 (m), 1604 (s), 1512 (m), 1480 (m), 1394 (m), 1337 (m), 1304
(m), 1254 (s), 1220 (s), 1170 (m), 1021 (s), 1002 (s), 998 (s), 952
(m), 901 (m), 823 (m), 764 (m) cm−1. HRMS (ESI) m/z: [M + H]+

calcd for C66H75F3N19O19S2, 1558.4875; found, 1558.4878.
1JC−F was not determined because of poor signal-to-noise ratio.
Conjugate 17g. Yellowish oil (32 mg, 21% yield). 1H NMR (500

MHz, DMSO-d6): δ 8.63 (s, 1H), 8.21 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 8.17 (d, J =
7.4 Hz, 2H), 8.09 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 7.77 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 7.71 (s,
1H), 7.64 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.23−7.18 (m, 4H), 7.08 (d, J = 7.8 Hz,
2H), 6.92 (t, J = 5.9 Hz, 1H), 6.65−6.63 (m, 2H), 6.01 (d, J = 7.1 Hz,
1H), 4.64−4.60 (m, 1H), 4.56−4.47 (m, 7H), 4.36−4.23 (m, 3H),
4.14 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.57 (br s, 2H), 3.25−3.14 (m, 3H), 3.01−
2.91 (m, 4H), 2.74−2.62 (m, 4H), 2.25−2.24 (m, 5H), 2.18−2.03 (m,
9H), 1.85−1.78 (m, 6H), 1.67−1.62 (m, 2H), 1.27−1.21 (m, 5H)
ppm. 13C NMR (126 MHz, DMSO-d6): δ 173.9, 172.2, 172.0, 171.9,
170.9, 170.4, 170.1, 168.3, 166.1, 158.2, 155.1, 154.1, 150.6, 148.6,
148.4, 137.7, 135.3, 129.3, 128.8, 128.5, 127.8, 127.2, 121.4, 111.2,
61.6, 52.9, 52.3, 50.0, 49.7, 49.3, 49.2, 45.9, 37.2, 36.6, 36.4, 31.7, 31.5,
31.2, 26.7, 23.7, 20.8 ppm. HRMS (ESI) m/z: [M + H]+ calcd for
C66H75F3N19O19S2, 1558.4875; found, 1558.4878.
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Figure S1: 1H spectrum of compound 7 in CDCl3. 

 
Figure S2: 13C spectrum of compound 7 in CDCl3. 
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Figure S3: 1H spectrum of compound 10 in CDCl3. 

 

 

Figure S4: 13C spectrum of compound 10 in CDCl3. 
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Figure S5: 1H spectrum of compound 11 in CDCl3. 

 

 
Figure S6: 13C spectrum of compound 11 in CDCl3. 
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Figure S7: 1H spectrum of compound 12 in CDCl3. 

 
Figure S8: 13C spectrum of compound 12 in CDCl3. 
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Figure S9: 1H spectrum of compound 17a in DMSO-d6. 

 
Figure S10: 13C spectrum of compound 17a in DMSO-d6.  
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Figure S11: 1H spectrum of compound 17b in DMSO-d6. 

 
Figure S12: 13C spectrum of compound 17b in DMSO-d6.  
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Figure S13: 1H spectrum of compound 17c in DMSO-d6. 

 
Figure S14: 13C spectrum of compound 17c in DMSO-d6.  
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Figure S15: 1H spectrum of compound 17d in DMSO-d6. 

 
Figure S16: 13C spectrum of compound 17d in DMSO-d6.  
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Figure S17: 1H spectrum of compound 17e in DMSO-d6. 

 
Figure S18: 13C spectrum of compound 17e in DMSO-d6. 
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Figure S19: 1H spectrum of compound 17f in DMSO-d6. 

 
Figure S20: 13C spectrum of compound 17f in DMSO-d6. 
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Figure S21: 19F spectrum of compound 17f in DMSO-d6. 

 
Figure S22: 1H spectrum of compound 17g in DMSO-d6. 
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Figure S23: 13C spectrum of compound 17g in DMSO-d6. 

 

 

In vitro selectivity to folate receptor (Folate uptake assay) 

HeLa cell line derived from human cervix epitheloid carcinoma expressing folate receptor was 
purchased from ATCC and maintained in DMEM medium supplemented with 10% fetal bovine 
serum, penicillin (100 U/ml) and streptomycin (100 μg/ml) under standard cell culture conditions at 
37 °C in 5% CO2.  

Before the incubations, HeLa cells were rinsed three times in PBS and then cultured in folate-free 
DMEM medium supplemented with 10% dialyzed FBS. After 24h incubation, medium was removed 
and cells were stained with 1 μM folate receptor targeted fluorescence probe FolateRSense 680 
(Perkin Elmer) diluted in folate-free DMEM medium in the absence or presence of increasing 
concentrations of conjugate, unconjugated inhibitor or free folic acid as a positive control. After 1 h 
staining at 37 °C, cells were rinsed four times to remove surface bound folate, resuspended in PBS 
and immediately analyzed via flow cytometry (BD FACS Verse) in APC-Cy7 channel. 
 
 

 

Figure S24. Expression of FOLR1 in different cancer cell lines analyzed by immunoblotting. 
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Figure S25. FolateRSense 680 probe uptake by HeLa cell line. Autofluorescence of unstained cells 

(solid line) vs. cells stained with 1 μM probe (dot line). Numbers refer to mean fluorescence intensity 

of cells. 

 

Cell line sensitivity 

The cytotoxicity of compound 17d was against cell lines HeLa, MCF7 and K562 was determined using 
MTT assay. Briefly, cells were treated in triplicate with various doses of the compound for 72 h. Then 
MTT stock solution (5 mg/ml) was added into each well and incubated for 4 h. After this incubation 
period, produced formazan was dissolved by DMSO and final absorbance was measured at 570 nm 
with Synergy H4 Hybrid Multi-Mode Microplate Reader. The IC50 value, the drug concentration 
lethal to 50% of the cells, was calculated from the dose response curves that resulted from the 
assays. 
 
Table S1. In vitro cytotoxicity of conjugate 17d. 
 

Cell line IC50 (µM) 

HeLa 2.3 

MCF7 >100 

K562 >100 
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Souhrn 

V průběhu posledních 30 let bylo objeveno velké množství inhibitorů cyklin-dependentních kinas 

(CDK), z nichž několik bylo schváleno pro léčbu rakoviny a více než 100 látek je komerčně 

dostupných jako chemické nástroje pro buněčnou biologii. Nicméně míra, do jaké jsou vlastnosti 

těchto látek studovány s ohledem na jejich účinnost, selektivitu vůči jednotlivým CDK a buněčné 

efekty, se významně liší. Inhibitory bývají obvykle označovány jako vysoce selektivní a účinné, 

nicméně v mnohých případech nebyly dostatečně nebo správně charakterizovány. 

Znalost biochemické selektivity je přitom nezbytná pro adekvátní interpretaci následků jejich 

působení a nežádoucích účinků a také pro jejich správné použití v biologických studiích. 

Nežádoucí účinky však mohou souviset i s jejich nízkou buněčnou selektivitou, kdy tyto látky 

inhibují kinasy nebo procesy, které podporují nádorové bujení, ale mohou mít esenciální funkci 

také v nenádorových buňkách. Tato disertační práce je zaměřena na charakterizaci vybraných 

komerčně dostupných inhibitorů CDK (CDKi), které byly publikovány jako selektivní vůči CDK 

regulujícím buněčný cyklus. Na základě několika typů experimentů byla hodnocena jejich 

selektivita vůči CDK1/2/4/5/7/9 a jejich efekty na buněčný cyklus, které byly porovnávány 

s publikovanými daty. Výsledky poukazují, že většina původně selektivních CDKi by měla být 

klasifikována jako panselektivní a neměla by být využívána jako selektivních chemických sond. 

V druhé části práce byl navržen koncept cíleného transportu CDKi konjugovaných s folátem 

prostřednictvím folátového receptoru exprimovaného nádorovými buňkami. Cytometrickou 

analýzou byl potvrzen specifický transport konjugátů do nádorových buněk za současného 

zachování CDK inhibičních vlastností. Cílené doručení inhibitorů tak představuje možný způsob 

vedoucí k vyšší buněčné selektivitě léčiv. 
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1 Úvod do řešené problematiky a cíle práce 

Cyklin-dependentní kinasy (CDK) představují skupinu serin/threoninových proteinkinas, 

které se podílí na regulaci buněčného cyklu a transkripce, nicméně jsou zapojeny v mnohem širším 

spektru buněčných procesů jako je např. apoptóza, oprava DNA, metabolismus, diferenciace, 

spermatogeneze nebo angiogeneze (Malumbres et Barbacid, 2005; Lim et Kaldis, 2013; 

Malumbres, 2014; Palmer et Kaldis, 2020). Jakožto klíčové regulátory řady biologických procesů 

se staly atraktivním cílem pro vývoj nízkomolekulárních inhibitorů (CDKi) jako protinádorových 

léčiv a více než 100 těchto látek je komerčně dostupných jako chemické nástroje pro buněčnou 

biologii. Většina z nich reversibilně interaguje s ATP-vazebným místem kinas (Sánchez-

Martínez et al., 2019). 

Vysoký stupeň strukturní podobnosti ATP-vazebného místa však poskytuje pouze omezené 

možnosti selektivně modulovat jednotlivé kinasy a dostupné inhibitory tak často interagují s více 

než jedním proteinem. I když je tato skutečnost všeobecně známa, míra, do jaké jsou informace 

o biochemické selektivitě, ale i o účinnosti a buněčných efektech studovány, se u jednotlivých látek 

výrazně liší (Klaeger et al., 2017). Ukazuje se, že základním mechanismem účinku řady 

kinasových inhibitorů není inhibice původně předpokládaného primárního cíle, ale inhibice 

vedlejších cílů, tzv. off-targets (Lin et al., 2019), které přispívají k cytotoxickým účinkům látky 

a kterými mohou být i jiné nekinasové proteiny (Munoz, 2017). Odborná veřejnost se totiž stále 

potýká s nedostatečnou charakterizací zejména biochemické selektivity nejen vůči jednotlivým 

CDK, ale i dalším cílům. Základní problém spočívá v tom, že v prvotních fázích vývoje jsou 

inhibitory obvykle popsány a komerčně prodávány jako vysoce potentní a selektivní vůči danému 

cíli, nicméně v mnohých případech nebyly dostatečně nebo správně charakterizovány. 

Výsledkem je, že informace o jejich selektivitě jsou často neúplné a mnohdy je komplikované 

je najít, protože společně s dalšími látkami jsou součástí rozsáhlejších studií, které byly provedeny 

až výrazně později (Klaeger et al., 2017; Munoz, 2017; Wells et al., 2020).  

Znalost biochemické selektivity je přitom nezbytná pro adekvátní interpretaci následků 

jejich působení, případné toxicity a nežádoucích účinků, za které je často odpovědná právě inhibice 

vedlejších cílů. Informace o biochemické selektivitě umožňují také odhalit biomarkery pro selekci 

vhodných pacientů a predikovat terapeutickou odpověď. Kromě toho jsou důležité také pro správné 

použití inhibitorů v základním výzkumu, ve kterém jsou často využívány pro cílenou inhibici 
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za účelem pochopení základních buněčných pochodů a funkcí kinas. Nedostatečně nebo chybně 

stanovená selektivita inhibitorů vede k zavádějícím výsledkům a komplikuje tyto studie, 

které jsou zásadní pro vědu a výzkum, a proto by měl být na jejich charakterizaci kladen větší důraz 

(Munoz, 2017; Lin et al., 2019). 

Ačkoliv se může zdát, že promiskuita inhibitorů je spíše negativním faktorem, 

který je nutné prostudovat z důvodu vysvětlení nežádoucích účinků, tak její existence může mít 

i výhodné důsledky. Poskytuje totiž příležitost pro tzv. repurposing, kdy jsou již existující látky 

využity k jiným účelům jako vysoce účinné inhibitory původně neodhalených cílů. Takové látky 

pak mohou být použity pro léčbu odlišných indikací, než bylo původně zamýšleno. 

Nežádoucí vedlejší účinky a systémová toxicita však mohou být způsobeny také nízkou 

buněčnou selektivitou inhibitorů při jejich tkáňové a buněčné distribuci. Většina těchto látek cílí 

na kinasy či procesy, které podporují nádorové bujení a jejichž regulace je u nádorových buněk 

narušena. Tyto kinasy ale mohou mít esenciální funkci také v jiných nepatologických procesech 

normálních nenádorových buněk (Van Beuge et al., 2012; Ferguson et Gray, 2018). Nízká buněčná 

selektivita vede k akumulaci látky i v jiných orgánech, což může způsobovat systémovou toxicitu, 

která významně omezuje dávkování léčiva a mnohdy bývá příčinou vyřazení z klinického použití. 

Zvýšení hladiny inhibitorů v cílových buňkách nebo tkáních prostřednictvím selektivního 

transportu může představovat účinný způsob pro zlepšení efektivity léčby proteinkinasovými 

inhibitory (Force et al., 2007; Hartmann et al., 2009; Ferguson et Gray, 2018). 

Cílem této disertační práce bylo poukázat na důležitost studia biochemické selektivity 

proteinkinasových inhibitorů a ověřit potenciál selektivního transportu prostřednictvím folátového 

receptoru, který by mohl vést ke zvýšení buněčné selektivity protinádorových léčiv. 
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2 Metodika 

2.1 Buněčné kultury  

Lidské nádorové buněčné linie HCT116 wt, HeLa, MCF7, A549, MDA-MB-231 a Hep-G2 

byly získány z The European Collection of Authenticated Cell Cultures. Buněčná linie HCC-827 

byla koupena z DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell Cultures. Linie HCT116 

CDK2-/- byla získána od dr. Daniela Fishera (CNRS, Montpellier, Francie) a všechny použité linie 

myších embryonálních fibroblastů MEFs byly získány od dr. Mariana Barbacida (CNIO, Madrid, 

Španělsko).  

Všechny linie byly kultivovány při 37 °C a v atmosféře 5% CO2. Pro linie HCT116 wt, 

HeLa, MCF7, A549, MDA-MB-231 bylo použito kultivační médium DMEM. Toto médium 

bylo pro linii HCT116 CDK2-/- a myší embryonální fibroblasty MEFs obohaceno navíc o glukosu 

(4,5 g/l). Buněčná linie Hep-G2 byla kultivována v médium EMEM a linie HCC-827 v RPMI. 

Použitá média byla vždy doplněna 10 - 20% fetálním bovinním sérem, streptomycinem 

(100 µg/ml), penicilinem (100 U/ml) a L-glutaminem (2 mM).  

2.2 Analýza cytotoxicity 

Buněčné linie byly vysazeny do 96-jamkové mikrotitrační destičky a druhý den byly ovlivněny 

testovanými látkami v příslušných koncentracích v triplikátu po dobu 72 hodin. Následně byl 

přidán roztok MTT (výsledná koncentrace 1 mg/ml) po dobu 4 hod. Vzniklý formazán 

byl rozpuštěn v DMSO a byla stanovena absorbance při 570 nm spektrofotometrem Infinite 

M200 PRO (Tecan). V případě metody Calcein AM byl po 72 hodinové inkubaci s testovanými 

látkami přidán roztok Calceinu AM (výsledná koncentrace 1 μg/ml) a po 1 hod byla změřena 

fluorescence při 485/538 nm na fluorimetru Fluoroskan Ascent (Labsystems). Všechna měření 

byla provedena v alespoň 3 technických replikátech. 

2.3 Kinasový inhibiční test 

Kinasová reakce byla provedena standardizovaným kinasovým inhibičním testem 

s rekombinantními CDK1/B1, CDK2/E1 (exprimovaných v hmyzích buňkách Sf9), CDK2/A2 

(exprimovaných v E. coli), CDK4/D1, CDK5/p25, CDK7/H/MAT1, CDK9/T1 (Proqinase) 

a aurora A, B (Sigma). Jako substrát byl použit histon H1 (CDK1/2/5), RPPTLSPIPHIPR peptid 

(CDK4), (YSPTSPS)2KK peptid (CDK7), nebo MBP (Aurora A/B). Reakce probíhala 
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v přítomnosti ATP, 0,05 μCi [γ-33P]ATP a testované látky v kinasovém reakčním pufru v celkovém 

objemu 10 μl (koncentrace DMSO v reakci nepřesáhla 0,2 %) v mikrotitrační destičce s použitím 

Eppendorf ThermoMixer (350 rpm, 30 °C). Koncentrace ATP v kinasové reakci byla stanovena 

na základě hodnot Km testovaných kinas. Reakce byla vždy zastavena přídavkem 5 μl 3% kyseliny 

fosforečné. Z každé reakční směsi bylo poté naneseno 5 μl na P-81 fosfocelulosu (Whatman), 

která byla následně 3x promyta 0,5% kyselinou fosforečnou po dobu 6 min a poté opláchnuta 96% 

ethanolem a usušena. Fosfocelulosový papír byl exponován v kazetě s citlivou deskou přes noc 

a poté byla citlivá deska oskenována skenerem FLA7000 (Fujifilm). Koncentrace testované látky 

nezbytná pro redukci kinasové aktivity na 50 % (IC50) byla stanovena z křivek závislosti 

fosforylace na koncentraci testovaných látek s využitím programu Origin verze 6.0. 

Všechny reakce byly provedeny nejméně ve třech technických replikátech. 

2.4 Analýza buněčného cyklu 

Buněčné linie byly vysazeny na Petriho kultivační desky a druhý den byly ovlivněny testovanými 

látkami. Po 24 hod inkubace byly buňky sklizeny trypsinizací a zafixovány ve vychlazeném 

70% ethanolu. Zafixované vzorky byly rehydratovány PBS a následně inkubovány 30 min 

v 2N HCl s 0,5% Tritonem X-100. Pro neutralizaci byly promyty v 0,1M Na2B4O7 (pH = 8,5) 

a poté nabarveny roztokem propidium jodidu (výsledná koncentrace 100 μg/ml). Po půl hodinové 

inkubaci byl měřen relativní obsah jaderné DNA pomocí průtokového cytometru BD FACS Verse 

s BD FACSuite Software verze 1.0.6 (BD Biosciences) s využitím excitačního laseru o vlnové 

délce 488 nm. Získaná data byla analyzována pomocí softwaru ModFit LT verze 4.1.7 (Verity 

Software house). 

2.5 SDS-PAGE a imunodetekce 

Buňky určené pro imunodetekci proteinů byly po ovlivnění příslušnými látkami sklizeny 

a následně lyzovány po dobu 20 min v RIPA pufru (20 mM TRIS pH = 7,4; 100 mM NaCl; 

2 mM EGTA; 5 mM EDTA; 0,2% Nonidet P-40 pH = 7,4; před použitím přidáno: 1 mM DTT; 

1 mM PMSF; 1 mM Na2VO3; 2 mM NaF; 0,5 μg/ml leupeptin a 2 μg/ml aprotinin). 

Pomocí ultrazvukového homogenizátoru byly vzorky sonikovány a poté zcentrifugovány. 

Spektrofotometrickou Bradforodovou metodou byla změřena koncentrace proteinů ve vzorcích. 

Po vyrovnání koncentrace k nim byl přidán vzorkovací pufr (0,3 M TRIS pH = 6,8; 10% SDS; 
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50% glycerol; 0,05% bromfenolová modř; 5% 2-merkaptoethanol) a následně byly denaturovány 

při 95 °C po dobu 3 min. 

 Proteiny byly separovány polyakrylamidovou gelovou elektroforézou za denaturujících 

podmínek a následně pomocí western blotingu přeneseny na nitrocelulosovou membránu. 

Membrány byly blokovány v 3% BSA a následně inkubovány s primárními a sekundárními 

protilátkami značenými křenovou peroxidázou. Kvantifikace byla provedena s použitím 

chemiluminiscenčního kitu ECL (Thermo Scientific) za použití CCD kamery LAS4000 (FujiFilm). 

Specifikace jednotlivých protilátek jsou uvedeny v příslušných publikacích. 

2.6 Analýza teplotní denaturace  

Tato metoda byla nově používaným přístupem testování, a proto bylo nejprve nutné optimalizovat 

její podmínky. Buněčná linie byla vysazena na Petriho kultivační misky a druhý den byla ovlivněna 

testovanými látkami v příslušných koncentracích. Po 3 hodinové inkubaci byly buňky sklizeny, 

přičemž tato doba je dostačující pro interakci látky s cílovou kinasou, ale zároveň nedochází 

k ovlivnění buněčné viability oproti kontrolnímu vzorku neovlivněných buněk. Vlastní analýza 

teplotní denaturace byla provedena dvěma přístupy. V prvním případě byly sklizené buňky nejprve 

lyzovány RIPA pufrem podle předchozí kapitoly a lyzáty s vyrovnanými hladinami proteinů byly 

rozděleny po 50 μl do PCR stripů. V druhém případě byla sklizená buněčná suspenze doplněna 

o inhibitory proteas a poté byla rozdělena po 50 μl do PCR stripů. Takto připravené vzorky byly 

vystaveny teplotní denaturaci. V obou případech byly vzorky předehřáty po dobu 1 min na 25 °C 

a poté byla provedena denaturace v požadovaném teplotním gradientu s následným ochlazením 

po dobu 1 min, a to pomocí termocykléru MJ Mini (BioRad). Rozsah teplotního gradientu byl vždy 

zvolen na základě předběžných experimentů, při kterých byl stanoven tzv. bod tání (Tm), 

při kterém dochází k denaturaci jednotlivých kinas. Takto denaturované vzorky intaktních buněk 

pak byly lyzovány opakovaným zmražením a zahřátím pomocí tekutého dusíku a termobloku 

nastaveného na 25 °C. Následně byla v obou případech provedena centrifugace pro odstranění 

precipitovaných a agregovaných proteinů (případně zbytků buněk) a k supernatantu byl přidán 

vzorkovací pufr. Teplotní stabilita proteinů byla stanovena imunodetekcí (jejíž postup byl popsán 

v předchozí kapitole) a porovnáním bodů tání mezí kontrolními a ovlivněnými vzorky. 

V obou přístupech bylo dosaženo srovnatelných výsledků s tím rozdílem, že proteiny v intaktních 

buňkách disponují vyšší teplotou bodu tání, a tudíž bylo nutné použít vyšší teploty oproti buněčným 
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lyzátům. Pro výsledné experimenty byl nakonec zvolen přístup teplotní denaturace buněčných 

lyzátů vzhledem k tomu, že poskytuje určité technické výhody, kdy lze sklizené buňky zamrazit 

a pokračovat v experimentu později. 

2.7 Analýza kompetice na folátovém receptoru 

Buněčné linie byly vysazeny na Petriho kultivační misky a byly inkubovány po dobu 24 hodin. 

Poté bylo vyměněno kultivačním médiu za médium bez folátů a antibiotik s přídavkem 10% 

dialyzovaného fetálního séra, aby bylo možné kontrolovat množství folátů při experimentu, 

a v tomto médiu byly inkubovány dalších 24 hodin. Poté byly buňky kultivovány 1 hod při 37 °C 

s fluorescenční sondou cílící folátový receptor, FolateRSense 680 (Perkin Elmer), 

nejprve v přítomnosti, nebo nepřítomnosti samotného folátu jako kompetičního agens. 

Po inkubaci byly buňky opláchnuty PBS pro odstranění nespecificky navázaných folátů, 

resuspendovány v PBS a bylo měřeno zastoupení buněk s navázanou fluorescenční sondou pomocí 

průtokového cytometru BD FACS Verse s BD FACSuite Software verze 1.0.6 (BD Biosciences) 

s využitím excitačního laseru o vlnové délce 640 nm. Získaná data byla analyzována pomocí 

softwaru BD FACSuite TM (BD Biosciences). V tomto kroku byla optimalizována koncentrace 

fluorescenční sondy pro dosažení specifické interakce s FR a koncentrace vlastního folátu 

pro jejich dostatečnou kompetici. Také byla tímto způsobem ověřována exprese FR ve vybraných 

buněčných liniích MDA-MB-231, HepG2, A549, HCC-827 a HeLa. Po potvrzení silné exprese FR 

buněčnou linií HeLa a zoptimalizování metody byla testována také vazba vlastních folátových 

konjugátů. Buňky HeLa byly vysazeny a kultivovány stejným způsobem a následně inkubovány 

1 hod s 1 μM fluorescenční sondou v nepřítomnosti, nebo přítomnosti testovaného konjugátu, 

nekonjugovaného inhibitoru, nebo samotného folátu Poté byly opláchnuty PBS a analyzovány 

průtokovým cytometrem. 
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3 Komentované výsledky a diskuse 

3.1 Biochemická selektivita komerčně dostupných CDKi 

Vzhledem k časté incidenci neúplných nebo nesprávných informací o biochemické selektivitě 

CDKi, které jsou mnohdy využívány jako chemické nástroje pro buněčnou biologii, bylo v první 

části práce charakterizováno 31 vybraných komerčně dostupných CDKi. Byly vybrány takové 

látky, které jsou uváděny jako selektivní vůči CDK1, 2 nebo 4/6, nicméně pro ně nebyly dostupné 

úplné informace o jejich selektivitě, anebo se vyznačovaly neočekávanými biologickými efekty 

spojenými s inhibicí dalších kinas (Jorda et al., 2018a, Příloha I). Jejich selektivita byla 

testována biochemickým inhibičním testem, a to vůči CDK1/2/4/6/7/9, a studován byl také vliv 

těchto inhibitorů na buněčný cyklus průtokovou cytometrií. Inhibice některých cílů byla ověřována 

analýzou teplotní denaturace nebo fosforylace přímých substrátů. Tyto účinky byly spojovány 

s biochemickým profilem látek a s publikovanými daty. 

V rámci skupiny CDK1 selektivních inhibitorů bylo testováno pět látek, z nichž benfluoren 

(Brachwitz et al., 2003), elbfluoren (Voigt et al., 2005) a ,,CDK1 inhibitor“ (Andreani et al., 2000) 

překvapivě nedosáhly dostatečné inhibiční aktivity vůči žádné z testovaných CDK 

(Příloha I, Obr. 3). Podle publikovaných dat ,,CDK1 inhibitor“ neselektivně inhibuje řadu 

různých kinas (Anastassiadis et al., 2011; Gao et al., 2013), které jsou pravděpodobně odpovědné 

za G2/M blok buněčného cyklu linie HCT116, nikoliv však CDK1 (Příloha I, Obr. 2). 

V případě benfluorenu a elbfluorenu nebyl dokonce pozorován žádný vliv na buněčný cyklus 

(Příloha I, Obr. 2A) a částečný G2/M blok vyvolaný inhibitorem CGP74514A 

(Imbach et al., 1999; Pernicová et al., 2014; Jorda et al., 2015) odpovídal spíše inhibici CDK2 

jako primárního cíle (Příloha I, Obr. 2, 3). V rámci této testované skupiny pouze RO3306 

(Vassilev et al., 2006) dosáhl dostatečné selektivity vůči CDK1, která koresponduje 

i s indukovaným buněčným efektem a s výsledky termodenaturační analýzy (Příloha I, Obr. 2, 3). 

Podle publikovaných dat však RO3306 disponuje inhibicí dalších kinas z CMGC rodiny, 

zejména DYRK (MRC Kinase Profiling Inhibitor Database, 2021).  

Skupina CDK2 inhibitorů tvoří jednu z nejpočetnějších, avšak tyto látky často inhibují 

i druhý primární cíl, zejména CDK1, 5 nebo 9 vzhledem k jejich sekvenční podobnosti, 

a jsou pak označovány jako duální inhibitory. V rámci studie bylo testováno šest látek uváděných 

jako selektivní vůči CDK2, nicméně ani jedna z nich nesplnila kritéria selektivní sondy. 
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Ačkoliv ,,CDK2 inhibitor II“ (Davis et al., 2001) disponoval dostatečnou selektivitou vůči CDK2 

(Příloha I, Obr. 4, S3), jeho použití je podstatně limitováno nízkou rozpustností. Inhibitory 

SU9516 (Lane et al., 2001), CVT313 (,,CDK2 inhibitor III“) (Brooks et al., 1997) a GW8510 

(Davis et al., 2001) kromě CDK2 interagoval v kinasovém testu i s CDK5 (Příloha I, Obr. 4), 

což bylo potvrzeno také poklesem fosforylace serinu-732 FAK kinasy (Příloha I, S3). 

Naproti tomu milciclib (PHA848125) (Brasca et al., 2009) v nízkých koncentracích inhibuje 

CDK4, zatímco ve vyšších dávkách CDK2 (Příloha I, Obr. 4, S4). Zajímavým příkladem je také 

látka NU6140 (,,CDK2 inhibitor IV”) (Pennati et al., 2005), která se na panelu CDK v kinasovém 

inhibičním testu jevila jako CDK2 selektivní (Příloha I, Obr. 4), nicméně způsobovala výraznou 

tetraploidizaci buněk (Příloha I, Obr. 5A) prostřednictvím inhibice aurora kinas (Příloha I, 

Obr. 5B, C). Tyto výsledky tak poskytují nový pohled na možný mechanismus účinku NU6140. 

CDK4 a 6 disponují strukturou mírně odlišnou od jiných CDK, díky které jsou jejich 

inhibitory obvykle více selektivní (Echalier et al., 2014). V rámci testovaného panelu kinas 

disponoval palbociclib (Fry et al., 2004), ribociclib (Rader et al., 2013) a abemaciclib 

(Dickler et al., 2017; Sledge et al., 2017) silnou inhibicí CDK4 (Příloha I, Obr. 6). 

Analýza buněčného cyklu potvrdila tuto inhibici očekáváným G1 blokem buněčného cyklu 

v nanomolárních koncentracích (Příloha I, Obr. 7A, S4). Při vyšších dávkách ale abemaciclib 

i palbociclib zvyšují procentuální zastoupení buněk v G2/M fázi v důsledku interakce s jinými 

kinasami (Příloha I, Obr. S5) (Liu et Korc, 2012; Hafner et al., 2019). Tři z dalších testovaných 

látek, NSC625987 (,,CDK4 inhibitor II”) (Kubo et al., 1999), ryuvidin (,,CDK4 inhibitor III”) 

(Ryu et al., 2000) a CINK4 (,,CDK4/6 inhibitor IV”) (Soni et al., 2001), nedosáhly dostatečné 

inhibice žádné z testovaných CDK (Příloha I, Obr. 6, 7). Použití ryuvidinu je navíc významně 

omezeno jeho nízkou rozpustností. ,,CDK4 inhibitor V” (Tsou et al., 2009), arcyriaflavin A 

(Sanchéz-Martinéz et al., 2003) a jeho derivát ,,CDK4 inhibitor” (Zhu et al., 2003) sice inhibují 

CDK4, nicméně také CDK1/2 a 5 (Příloha I, Obr. 6). ON123300 byl popsán jako inhibitor CDK4 

a ARK5 (Reddy et al., 2014), nicméně ve vyšších dávkách se projevuje také inhibicí CDK2 

(Příloha I, Obr. 6, 7). Jeho aplikace jako CDK4 selektivní inhibitor je tedy striktně vymezena 

použitím vhodné koncentrace.  

Poslední testovanou skupinu tvořilo 10 duálních CDKi. Žádná z těchto látek selektivně 

neinhibovala pouze dvě udávané CDK v kinasovém inhibičním testu (Příloha I, Obr. 8). 

Pouze tři z nich, BMS265246 (Misra et al., 2003), BML259 (Helal et al., 2004) 
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a ,,CDK2/9 inhibitor” (Wang et al., 2004), opravdu inhibovaly jejich udávané primární cíle 

s největší účinností, ale společně s ,,CDK1/2 inhibitorem III” (Lin et al., 2005) a CGP60474 

(Ruetz et al., 2003) inhibují také CDK5 (Příloha I, Obr. S6, 8). Duální inhibitory BIO (6-BIO) 

(Meijer et al., 2003) a (R)-DRF053 kromě CDK inhibují také další vedlejší cíle, GSK3β, respektive 

CSNK1δ (Polychronopoulos et al., 2004; Oumata et al., 2008), zatímco ,,CDK1/5 inhibitor” 

(Ortega et al., 2002) a PNU112455A95 (Clare et al., 2001) mají pouze velmi omezenou inhibiční 

aktivitu vůči testovaným CDK (Příloha I, Obr. 8). Zajímavým příkladem je NU6102, který byl 

původně popsán jako duální inhibitor CDK1 a 2 (Davies et al., 2002; Hardcastle et al., 2004), 

ale v některých studiích se vyznačoval selektivitou pouze vůči CDK2 (Coxon et al., 2017; 

Echalier et al., 2012; Jorda et al., 2018b; Krasinska et al., 2008). Kinasový inhibiční test potvrdil 

preferenci k CDK2, nicméně výrazný G2/M blok linie HCT116 s vyřazeným genem pro CDK2 

značí inhibici CDK1 (Příloha I, Obr. 8, S7). 

3.2 Buněčná selektivita konjugátů 2,6,9-trisubstituovaných purinů 

Účinná biologická aktivita CDKi roskovitinu (Havlíček et al., 1997) se stala inspirací pro vývoj 

řady dalších derivátů 2,6,9-trisubstituovaných purinů, nicméně jejich klinická aplikace 

je limitována nízkou buněčnou selektivitou (Bettayeb et al., 2008; Oumata et al., 2008; 

Trova et al., 2009). Tato skutečnost podnítila k vytvoření prvního konceptu konjugátů CDK 

inhibitorů s folátovým transportním systémem, který potenciálně zvyšuje selektivitu 

vůči nádorovým buňkám (Krajčovičová et al., 2017, Příloha III). 

Na základě krystalových struktur CDK2 a jiných folátových konjugátů 

(Vergote et Leamon, 2015) byly navrženy a syntetizovány konjugáty 17a-g (Příloha III, Tab. 1) 

založené na struktuře 2,6,9-trisubstituovaných purinů s CDK2-inhibičními a antiproliferačními 

účinky (Gucký et al., 2013). Jejich terminální amino skupina je konjugována prostřednictvím 

disulfidového linkeru a oligopeptidového spaceru s folátem. Nejúčinnější konjugát 17d 

(Příloha III, Obr. S24 a S25) byl podroben skupinou M. Sourala in vitro simulaci disulfidové 

reakce v redukčním prostředí, kdy byla potvrzena kompletní redukce disulfidového linkeru již 

po 5 min působení a uvolnění samotného inhibitoru po 20 hod (Příloha III, Obr. 2). Naproti tomu 

v případě nejznámějšího folátového konjugátu, vintafolidu, dochází ke kompletní redukci 

glutathionem až po 2 h, zatímco v případě dithiothreitolu po 10 min (Vlahov et Leamon, 2012). 

Průtokovou cytometrií byla potvrzena schopnost konjugátu 17d vázat FR nádorové linie HeLa 
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s použitím fluorescenční sondy cílící folátový receptor, FolateRSense 680, jako kompetičního 

agens (Příloha III, Obr. 3A). Konjugovaný inhibitor podstatně snížil procentuální zastoupení 

buněk s navázanou fluorescenční sondou, přičemž tato kompetice byla koncentračně závislá 

a účinnější než s volným folátem (Příloha III, Obr. 3B, 4). V kontrolním experimentu samotný 

nekonjugovaný inhibitor s fluorescenční sondou nekompetoval. Tyto analýzy potvrzují specifický 

transport konjugátu 17d prostřednictvím FR za současného zachování srovnatelné kinasové 

inhibiční aktivity (IC50 = 77 nM) a to i v nepřítomnosti redukčního činidla. Vazba folátu tedy 

neblokuje interakci konjugátu s ATP-vazebným místem CDK2 a jeho účinnost není limitována 

rychlostí uvolnění samotného inhibitoru v buňkách. Zachování vysoké účinnosti inhibitorů 

je jedním z významných faktorů, které ovlivňují úspěšnost při klinickém použití. 

Přestože se některé folátové konjugáty dostaly do klinického testování, jako např. vintafolid 

(Vlahov et al., 2006; Dosio et al., 2010) nebo BMS-753493 (Peethambaram et al., 2015), 

žádný z nich dosud nebyl schválen právě v důsledku jejich nízké účinnosti (Scaranti et al., 2020). 

Vintafolid se vyznačuje pouze omezenou účinností při monoterapeutické léčbě, která vyžaduje 

jeho použití v kombinací s jinými chemoterapeutiky, která jsou však neselektivní a způsobují 

nežádoucí vedlejší účinky (Naumann et al., 2013; Hanna et al., 2014). Konjugace folátu s CDK 

inhibitory s vysokou biochemickou i buněčnou účinností by v tomto ohledu mohly představovat 

vývoj efektivních inhibitorů s vyšší selektivitou vůči nádorovým buňkám. 
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4 Závěr 

První část této dizertační práce byla věnována charakterizaci komerčně dostupných CDKi. 

Bylo hodnoceno, zda tyto látky splňují kritéria vhodných selektivních chemických sond, 

která zahrnují dostatečnou selektivitu (>50násobný rozdíl v hodnotách IC50 v biochemickém testu 

zahrnujícím alespoň 125 kinas), biochemickou (<100 nM) a buněčnou účinnost (<500 nM) 

(Frye, 2010; Workman et Collins, 2010; Knapp et al., 2013). Bylo zjištěno, že z 31 látek pouze 

palbociclib, abemaciclib a ribociclib splňují všechna kritéria. Ze skupiny CDK2 inhibitorů, pouze 

NU6102 a ,,CDK2 inhibitor II“ disponují dostatečnou selektivitou vůči CDK2, nicméně nedosáhly 

dostatečné buněčné účinnosti. Z testovaných CDK1i je pouze RO3306 vhodným kandidátem, 

neboť žádná jiná látka nedosáhla tak vysoké selektivity pro CDK1. V případě některých látek 

dokonce nebyla prokázána inhibice CDK jako primárních buněčných cílů a mnohé z nich zřejmě 

inhibují i jiné proteinkinasy v rámci kinomu nebo i jiné nekinasové cíle. NU6140 byl vyhodnocen 

jako silný inhibitor aurora kinas a tyto cíle díky tomu již byly doplněny v produktových listech 

řady komerčních společností. Ze získaných výsledků je evidentní, že informace o biochemické 

selektivitě jsou nezbytné pro pochopení mechanismu účinku a pro výběr vhodné selektivní sondy. 

Biochemické testy by měly být vždy doplněny o buněčné testy a další analýzy pro dosažení 

korektní a úplné validace selektivity inhibitorů.  

Kinasové inhibitory se však vyznačují promiskuitou nejen na biochemické, ale i na buněčné 

úrovni, kdy dochází k jejich akumulaci i ve zdravých nenádorových buňkách, která může vést 

k systémové toxicitě a vyřazení látky z klinického použití. V druhé části práce byl proto navržen 

a testován koncept cíleného transportu CDKi konjugovaných s folátem prostřednictvím folátového 

receptoru exprimovaného nádorovými buňkami. Nejúčinnější 2,6,9-trisubstituovaný purinový 

konjugát 17d byl podroben in vitro simulaci disulfidové reakce v redukčním prostředí, která ověřila 

účinnou redukci disulfidového linkeru a úplné uvolnění samotného inhibitoru po 20 hod. 

Cytometrickou analýzou byl potvrzen specifický transport konjugátu prostřednictvím FR 

do nádorových buněk a zachování jeho CDK2 inhibičních vlastností, které nejsou limitovány 

rychlostí uvolnění samotného inhibitoru v buňkách. Tento koncept tak naznačuje možnou cestu 

vývoje protinádorových léčiv s vyšší buněčnou selektivitou. 
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7 Summary 

Over the last 30 years a number of small-molecule inhibitors of cyclin-dependent kinases (CDK) 

have been discovered. Some of them have been approved for the treatment of cancer and more than 

100 are commercially available as chemical tools for cell biology. However, the extent to which 

the properties of these compounds are studied varies significantly with respect to their efficacy, 

selectivity for individual CDKs and cellular effects. Inhibitors are often claimed to be potent 

and selective, but they have not been sufficiently or correctly validated in many cases. 

The knowledge of biochemical selectivity is essential for adequate interpretation of 

the consequences of their action and side effects, as well as for their correct application 

in biological studies. However, side effects may also be related to their low cellular selectivity, 

because they inhibit kinases or processes that promote tumor growth, which may have an essential 

function in non-tumor cells. This doctoral thesis is focused on the characterisation of selected 

commercially available CDK inhibitors (CDKi), which are claimed to selectively inhibit cell-cycle 

regulating CDKs. Selectivity of CDKi toward CDK1/2/4/5/7/9 and their effects on a cell cycle 

were evaluated in several types of experiments and compared with published data. Results suggest 

that most originally selective CDKi should be reclassified as pan-selective and should not be used 

as selective chemical tools. In the second part of this thesis, the concept of targeted transport of 

folate-conjugated CDKi through the folate receptor expressed by tumor cells was suggested. 

Cytometric analysis confirmed the specific transport of the conjugates into tumor cells while 

preserving their CDK inhibitory properties. Therefore, targeted delivery of inhibitors represents 

a possible strategy to achieve increased cellular selectivity of drugs. 


