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1. Uvod

Vyvoj novych terapeutickych postupti pro 1é¢bu rako-
viny je dnes znatelné urychlovan studiem molekularni
podstaty vzniku nadord. Brzy po objevu nové vlastnosti
nebo funkce ur¢itého proteinu charakteristické pro nadoro-
vou buriku nasleduje navrzeni mozného vyuziti v terapii.
Moderni terapeutické postupy velmi Casto zasahuji speci-
fické signalni ¢i metabolické drahy nadorovych bunék
a ovliviiuji tim rdst nddoru a jeho expanzi. Postihuji pfitom
pravé rozdily mezi normalni a nadorovou (transfor-
movanou) buiikou, a tim snizuji eventudlni vedlejsi ucinky
1é¢by.

2. Klasicka chemoterapie

Az do zacatku 80. let byl vyvoj protinadorové aktiv-
nich latek smérovan témét vyhradné k nukleovym kyseli-
nam a bunécnému déleni. Ve své dobé to byly nejlépe
prostudované a tedy i postizitelné cile v nadorové burce.
Bohuzel nejen v nadorové. Navzdory jednoznacéné terapeu-
tické ucinnosti dodnes pouzivanych antimetaboliti, alky-
la¢nich c¢inidel a mikrotubularnich jedi, ptedstavuje kla-
sickd chemoterapie obrovskou zatéz pro cely organismus.
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Vysoka toxicita a nizka selektivita zplisobuji nepifijemné
vedlejsi ucinky. Po pocatecni stabilizaci nebo i regresi
nadoru Casto dochazi ke vzniku chemorezistence. Naproti
tomu molekularni onkologie pomohla v poslednich dvaceti
letech identifikovat velkou skupinu potencidlnich cilli no-
vych protinadorové aktivnich latek zejména mezi onkoge-
ny a stimulovala vyvoj specifickych preparatl, znichz
nékteré jsou jiz uvedeny do klinické praxe.

3. Onkogeny a moderni chemoterapie

Mezi onkogeny patfi mnoho geni, jejichz produkty
jsou za normdlnich podminek zapojeny do pfenosu riisto-
vych signalti z extracelularniho prostfedi k jaderné DNA,
kde dochazi k aktivaci genil nezbytnych pro riist a déleni
bundk'?. Rustové signaly jsou piendseny z receptorti
s proteinkinasovou aktivitou fosforyla¢nimi kaskddami az
do jadra, kde dochazi k aktivaci specifickych transkripc-
nich faktorl (obr. 1). Jejich funkénost opét Casto zavisi na
posttranslac¢nich modifikacich véetné fosforylaci. Trans-
formujici mutace, které z neSkodnych protoonkogend vy-
tvareji onkogeny, mimikuji v bufice na nékteré z mnoha
Girovni prenosu signalu permanentni stimulaci k déleni’.
Vysledkem je nekontrolované mnozeni transformované
bunééné populace a rist nadoru.

Proteinkinasy predstavuji dnes jednu z nejatrak-
tivnéjSich enzymovych skupin jako cild moderni protina-
dorové chemoterapie, coz dokladaji vyzkumna zaméfeni
veétSiny farmaceutickych firem produkujicich nova 1éciva.
Vyvoj specifickych inhibitorti proteinkinas, které by se
daly vyuzit terapeuticky, byl vSak jesté¢ zacatkem 90. let
povazovan za ponékud riskantni podnik. Za nejvétsi pie-
kazku vyvoje a pouziti inhibitorti zaméfenych proti aktiv-
nimu mistu byla pokladdna vysokd koncentrace ATP
v bunkach, s nimz by pfipadné inhibitory musely soutézit.
Tento argument vSak neobstal, kdyz bylo prokazano vy-
razné potlaceni aktivity urcitych kinas specifickymi inhibi-
tory i v burikach. Znac¢ny problém piedstavovala téz po-
dobnost aktivniho mista enzymu vyuzivajicich ATP, ktery
neni pouhym zdrojem fosfatu, ale Gcastni se i celé fady
biochemickych reakci jako vSudypfitomny energeticky
zasobnik. Vazebna mista enzymi vyuzivajicich ATP,
a proteinkinas obzvlast, totiz vykazuji vysoky stupen po-
dobnosti, coz znesnadiiuje vyvoj inhibitort specifickych
pro dany enzym.

Ptes uvedené prekazky jiz zndme stovky vice ¢i méné
specifickych inhibitord mnoha proteinkinas, které souvise-
ji s lidskymi nemocemi’. Jejich design a optimalizaci pod-
statné usnadnily dostupné trojrozmérné struktury ftady
proteinkinas, ziskané rentgenostrukturni analyzou, casto
s ATP nebo inhibitorem lokalizovanym v aktivnim misté
enzymu. DalSi vyvoj inhibitorii cilenych proti urcité pro-
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Obr. 1. Schéma mitogenni signalizace iniciované vazbou riisto-
vého faktoru na prisluSny membrinové vazany receptor.
Prostfednictvim kaskad pfenasect signalu na bazi proteinkinas
dochazi k aktivaci transkripénich faktorti a nasledné transkripci
gent nutnych k proliferaci. V podstaté kazdy z uvedenych protei-
nt mize byt vbuiice (mutaci) hyperaktivovan a piispivat tak
k jeji transformaci v buiiku nadorovou. EGF, epidermal growth
factor; EGFR, epidermal growth factor receptor; PI3-K, phospha-
tidylinositol 3-kinase; PDK1, phosphoinositide-dependent kinase-
1; PKB, protein kinase B; RAS, rat sarcoma virus oncogene ho-
molog; RAF, murine leukemia viral oncogene homolog; MEK,
mitogen activated kinase; ERK, extracellular signal-regulated
kinase; JAK, Janus kinase; STAT, signal transducer and activator
of transcription; c-Jun, avian sarcoma virus oncogene homolog;
c-Myc, myelocytomatosis oncogene; c-Fos, murine osteosarcoma
viral oncogene homolog

teinkinase v soucasnosti rovnéz usnadiuje znalost lidského
genomu. Na zaklad€ sekvencnich podobnosti bylo mozné
charakterizovat a klasifikovat lidsky ,,kinom®, kompletni
rodinu genti kédujicich proteinkinasy®. Téch je v nasem
genomu obsazeno 518, pficemz vice nez dvé tfetiny z nich
vykazuji anomaélie ve spojeni s n¢kterymi lidskymi nemo-
cemi véetnd rakoviny. Presto se jako 1é&iva uplatituji inhi-
bitory pouze nékolika malo z nich, nebot’ sit’ jejich vza-
jemnych interakci je skutecné komplikovana a zdaleka ne
uplné popsana.

Aktivita proteinkinas mtze byt prakticky modulova-
telné nékolika rliznymi zplsoby, zahrnujicimi pfimou inhi-
bici enzymové aktivity, narusovani interakci s vazebnymi
proteiny, ptipadné piimé potlaceni exprese dané proteinki-
nasy. Jednoznacné nejcastéji volenou strategii jsou nizko-
molekularni kompetitivni inhibitory, o cemz svéd¢i stovky
odbornych publikaci vénovanych jejich vyvoji, ptipadné
jiz popisujicich vysledky klinického testovani. Vyrazné tak
pfevazuji nad nekompetitivnimi inhibitory, monoklonalni-
mi protiladtkami anebo protismérnymi oligonukleotidy ¢i
inhibi¢ni RNA.
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4. Oranzova pilulka proti leukemii

Vilbec prvnim registrovanym 1é¢ivem na bazi inhibi-
toru proteinkinasy se stal imatinib, s obchodnim oznace-
nim Glivec™ (cit.%). Od roku 2001 je v USA pouZivén pti
terapii chronické myeloidni leukemie (CML), ktera se
vyznacuje pritomnosti vysoce aktivni tyrosinové kinasy
Ber-Abl. Imatinib blokuje jeji katalytickou aktivitu kom-
petici s ATP.

4.1. Chronicka myeloidni leukemie

Onkogen BCR-ABL, charakteristicky pro chronickou
myeloidni leukemii a nékteré formy akutni lymfoblastické
leukemie, vznikd reciprokou translokaci mezi chromoso-
my 9 a 22. Jedna se v podstaté o vzajemnou vyménu ramé-
nek dvou chromosomt, ktera ve svém disledku fizuje gen
Ber s genem Abl v oblasti odpovidajici N-terminalni ¢asti
Abl tyrosinové kinasy (obr. 2). Tento onkogen je lokalizo-
van na zkraceném chromosomu 22q-, oznacovaném také
jako chromosom Philadelphia, a transkripci onkogenu
BCR-ABL vznika konstitutivng aktivovana kinasa’®. Flizni
protein Ber-Abl mé sice zachovanou svou katalytickou
funkci, ale chybi mu ona N-terminalni doména dtlezita pro
regulaci; misto ni obsahuje ¢ast proteinu Ber. Gen Ber je
normalné transkribovan docela siln€, ¢imz podstatné zvy-
Suje koncentraci celého onkoproteinu Ber-Abl. Navic pod-
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Obr. 2. Mechanismus vzniku onkogenu BCR-ABL chromoso-
malni translokaci (a) a struktura proteini Ber, Abl a fuzniho
onkoproteinu Ber-Abl (b) s nékterymi duleZitymi doménami
(OL, oligomeriza¢ni doména; TPK, doména tyrosinové proteinki-
nasy; DB, DNA vazebna doména). Sipky znazorfiuji p¥ibliznou
polohu znamych mist zlomi v obou genech, pfi¢emz pozice zlo-
mu genu BCR urcuje velikost vysledného onkoproteinu Ber-Abl
(190-230 kDa). Myristoylace C-konce proteinu Abl, diilezita pro
jeho regulaci, fuzi zanika
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poruje oligomerizaci Ber-Abl a tim i aktivaci autofosfory-
laci; podjednotky v oligomeru si navzdjem fosforyluji své
aktivacni domény a tim o nékolik fadi vzrasta jejich kata-
lyticka aktivita. Hyperaktivovana Ber-Abl pak bez jakéko-
liv kontroly piebira funkci normalni Abl a prekotné fosfo-
ryluje jeji substraty, proteiny zapojené do signdlnich drah
pro rist a prezivani (napft. kinasy Raf, PKB, PI3-K, tran-
skripéni faktory c-Myc, Stat atd.). Takto transformované
bunky ztraceji schopnost vzajemné adheze, jsou vyplavo-
vany zkostni dfené, zvySuji svij proliferacni potenciél
anavic snizuji citlivost na apoptotické podnéty (napft. pfi
konvenéni chemoterapii)®.

4.2. Vyvoj imatinibu a mechanismus
jeho ucinku

Vzhledem k funkci Ber-Abl pti vzniku a vyvoji CML
predstavuje katalytickd doména této kinasy jedinecny tera-
peuticky cil. Screening sloucenin schopnych blokovat jeji
aktivitu vedl k identifikaci fady inhibitort jako potencial-
nich kandidatd pro farmakologické vyuziti. Vychozim
bodem ve vyvoji imatinibu se stal 2-fenylaminopyrimidin,
pomérné slaby inhibitor proteinkinasy C se snadno modifi-
kovatelnou molekulou. Diikladné studium vlivu modifika-
ci této molekuly na jeji inhibicni schopnosti pak vedlo
k syntéze molekuly vyrazné¢ ucinngjsi a selektivngjsi
k Ber-Abl: pfipojeni pyridylu zvySilo bunéénou aktivitu,
amidicka skupina zesilila interakci s tyrosinovymi kinasa-
mi a nasledné vneseni methylu pak omezilo neZadouci
vliv na proteinkinasu C. Pfipojeni dalSiho postranniho
fetézce na bazi N-methylpiperazinu nakonec zlep$ilo roz-
pustnost a zaroven oralni dostupnost finalni podoby imati-
nibu’.

Rentgenostrukturni analyza spolecného krystalu Abl
kinasy s imatinibem posléze potvrdila, Ze vazebnym mis-
tem pro inhibitor je pravé aktivni misto poutajici ATP
(cit."%). Toto vazebné misto se nachazi ve §térbing mezi C-
terminalni a N-terminalni doménou Abl, podobné jako je
tomu u fady dalSich proteinkinas. Imatinib navic s vyssi
afinitou interaguje s neaktivni formou kinasy a svou vaz-
bou ji v této formé stabilizuje'®. Jak viak miize stabilizovat
neaktivni konformaci Abl, ktera je pfitom konstitutivné
aktivovana fuzi s Ber proteinem? Pravdépodobné vysvétle-
ni spoCiva v dynamice procesu aktivujici fosforylace —
bunécné fosfatasy totiz permanentné defosforyluji a inakti-
vuji Ber-Abl, ktera se ale uc¢inné brani opakovanou auto-
fosforylaci. Jakmile je v8ak aktivacni smycka defosforylo-
vana, imatinib mize vstoupit do vazebného mista a stabili-
zovat tuto konformaci. Konformace neaktivni Ber-Abl je
v kinomu ponékud neobvykla, coz opét prispiva ke specifi-
t& inhibitoru'".

Dulezitou vlastnosti imatinibu je jeho selektivita;
inhibitor az na vyjimky neovliviiuje aktivitu zadnych dal-
sich proteinkinas®'?. Na bunééné urovni se projevuje anti-
proliferacni potencial vyhradné na bunécnych liniich
s aktivnim onkogenem BCR-ABL, a na jiné bunky vliv
prakticky nemé4®. Signalni drahy ovladané onkogenni kina-
sou Ber-Abl v téchto butikach zlstavaji po plisobeni imati-
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nibu zablokovany, a tudiz napt. nefosforylovany aktivator
transkripce Stat5, ktery patii mezi substraty Ber-Abl, zi-
stava neaktivni, neni schopen vyvolat expresi antiapopto-
tického genu Bcl-X| a buiky umiraji. Pivodni Abl kinasa,
od niz je onkogenni Ber-Abl odvozena, sice ma svou fyzi-
ologickou funkci, ale jeji inhibice v normalnich butikich
nepredstavuje pro organismus vyraznéjsi problém, nebot’ ji
mohou zastoupit jiné enzymy. A tim nemiZze zplisobovat
nezadouci vedlejsi t¢inky v normalnich burikach.

Pozd¢jsi dikladné biochemické experimenty vsak
pfece jen prokazaly schopnost imatinibu interagovat
s nékterymi ze strukturné pfibuznych kinas, a to napf.
s receptorem pro rustovy faktor uvolovany trombocyty
(PDGFR) a Kit". Bud’ jedna nebo druha z téchto kinas
byva mutaci hyperaktivovana v nékterych gastrointestinal-
nich nadorech, a tak je dnes imatinib pouzivan také
pfi terapii nadord, jez se uvedenou mutaci vyznacuji,

a konvenéni chemoterapii byvaji obtizné 1é¢itelné'*'>.

4.3. Klinicka rezistence vuci imatinibu

Jiz béhem prvni faze klinickych zkousek bylo zjiste-
no, ze Cast pacientll na terapii imatinibem zprvu dobie
odpovida, ale nedostavi se u nich kompletni vyléceni. Po
nékolika meésicich CML recidivuje a dokonce prestava
odpovidat na imatinib. Dochazi u nich ke vzniku rezistent-
ni populace myeloidnich bun¢k. Piekvapenim vSak byla
povaha snizené citlivosti BCR-ABL pozitivnich bunék na
imatinib. Kromé béZnych mechanismi rezistence transfor-
movanych bun¢k na chemoterapeutika (napt. zesileny
transport inhibitoru ven z bunék pomoci P-glykoproteint
¢i jeho inaktivace vazbou na proteiny) je ¢asto u pacientd
s rezistenci pozorovana amplifikace onkogenu BCR-ABL
(cit."®'7). Buiiky s touto amplifikaci syntetizuji v&tsi mnoz-
stvi Ber-Abl, na coZ uZ terapeuticky pouzivané davky ima-
tinibu nestaci.

Nejcastéjsi a pomérné prekvapivou informaci vSak
byla identifikace bodovych mutaci Ber-Abl, které brani
vstupu imatinibu do vazebného mista, a pfitom zachovava-
ji afinitu k ATP a enzymovou aktivitu. Viibec prvni popsa-
na mutace spociva v zaméné threoninu 315, ktery interagu-
je vodikovym mustkem s aminoskupinou inhibitoru, za
objemnéj§i a nepolarni isoleucin, jenz mustek
s inhibitorem netvoii a navic mu v aktivnim misté preka-
7i'7. Thr315 lezi hluboko v aktivnim misté, aZ na okraji
oblasti interagujici s ATP, takze jeho vazbu viibec neovliv-
fiuje. Dnes zname jiz pies 50 dalSich aminokyselinovych
zamén v rezistentnich formach Ber-Abl, z nichz vétSina se
kupodivu nachézi mimo aktivni misto. Tyto obvykle zesi-
Iuji schopnost autofosforyla¢ni aktivace anebo pfimo sta-
bilizuji aktivni konformaci Ber-Abl, kterd vazbu imatinibu
vyluéuje'®. Mnoho popsanych bodovych mutaci je oviem
pomérné vzacnych, a tak 60-70 % vSech pfipadd pfipada
na rezidua Gly250, Tyr253, Glu255, Thr315, Met351 a
Phe359 (obr. 3).

Nakolik se ale sdm imatinib podili na vzniku bodo-
vych mutaci, neni zatim zfejmé, prestoze byl popsan vliv
Ber-Abl na zvysSeni genetické nestability (podpora produk-
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Obr. 3. Detail mista

aktivniho
v komplexu s imatinibem. Zvyraznény jsou nékteré aminokyse-
liny, jejichz mutace zpisobuji k imatinibu rezistenci

struktury kinasy Abl

ce reaktivnich forem kysliku, inaktivace mechanismi
opravujicich poskozeni DNA), ktera vede k Cetnéj$im mu-
tacim v celém genomu nadorové buiiky'®. Bun&&né popula-
ce s n¢kterymi bodovymi mutacemi Ber-Abl byly totiz na-
lezeny i u neléenych pacientd, u nichz vétSinou propukaji
agresivnéjsi formy CML. Plisobenim imatinibu v organismu
pak ziejmé dochazi k selekci a expanzi bunééného klonu
s n¢kterou z uvedenych forem rezistence (anebo jejich kom-
binaci) a ke zhoreni prognézy pacienta®.

5. Druha generace inhibitori

Pomérné podrobna znalost struktury a funkce onko-
genni Ber-Abl podnitila vyvoj alternativnich inhibitort,
které by byly schopny blokovat také mutantni formy necit-
livé k imatinibu. Usili biochemikd, strukturnich biologt
a medicinalnich chemikl vyvrcholilo pomérné brzy Gspes-
nym vyvojem nékolika typti druhé generace specifickych
farmak (obr. 4), ktera jsou n¢kolikanasobné ¢inné&jsi nez
pivodni imatinib a interaguji s fadou mutantnich forem
Ber-Abl (cit.'®). U pacientd s agresivngjsi formou CML,
ktefi neodpovidaji na 1é¢bu imatinibem, se tak dnes nasa-
zuje dasatinib, jenz byl v USA i v Evropé¢ schvalen v roce
imatinib, a je schopen také ucinné deaktivovat né&které
mutantni formy Bcr-Abl, pouzivd se pro 1é¢bu CML
u pacientll s rezistenci k imatinibu. Dasatinib interaguje
také s dalsimi kinasami (napf. Kit, PDGFR a celé skupiné
Src kinas), coZz je pravdépodobné dano tim, Ze se na rozdil
od imatinibu vaze do aktivni formy Ber-Abl, ktera se mno-
hem vice podoba ostatnim kinasam. Jeho nizsi selektivita
je pro terapeuticky efekt dokonce vyhodnd, nebot’ krome
pfimé inhibice Ber-Abl dasatinib také blokuje aktivitu Src
kinas, které byvaji v leukemickych buikach aktivovany
fosforylaci Ber-Abl. OvSem ani tento inhibitor neni scho-
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pen interakce s nejCast€jSim mutantem Ber-Abl nesouci
Thr3151le (cit."?).

Preklinické a klinické zkouSeni dalSich inhibitort
proto stile probiha'®*'. Za zminku stoji napf. nilotinib,
ktery je sice jen 30x efektivnéj$i nez imatinib, vyznacuje
se vSak podstatné vyssi selektivitou, a proto i mnohem
mirn&j§imi vedlejsimi u¢inky'*'®. Ziejmé nejzajimavéjsim
prepardtem se v soucasnosti jevi latka MK-0457 (diive
oznacovana jako VX-680), ktera byla pivodné vyvinuta
jako inhibitor zcela jiné proteinkinasy — aurory A'%. Te-
prve béhem pozdéjsich biochemickych testi byla objevena
schopnost MK-0457 inaktivovat také Ber-Abl, a to piekva-

pivé 1 vklinicky nejvyznamnéj§i mutantni podobé
I
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Obr. 4. Strukturni vzorce inhibitori onkogenni kinasy Ber-
Abl. Imatinib, dasatinib a nilotinib jsou jiz jako 1é¢iva pouZzivany,
MK-0457 se zatim podrobuje klinickym zkouskam
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Obr. 5. Struktury komplexi kinasové domény Abl s farmakologicky vyznamnymi inhibitory. Zvyraznén je Thr315, ktery s MK-

0457 viibec neinteraguje a jeho mutace nijak inhibitor neomezuje

s Thr315lle (cit.”?). Tento ucinek je zpiisoben tim, Ze se
MK-0457 v aktivnim mist¢ domény Abl vyhyba pravé
interakci s reziduem 315 (obr. 5, cit.??%). Prestoze patii
tato latka evidentn¢ k tém mén¢ selektivnim, anebo mozna
prave proto, je schopna u¢inné likvidovat leukemické bun-
ky s indukovanou rezistenci k imatinibu a dasatinibu jak
v kulturach in vitro, tak ve zvifecich modelech.

6. Zavér

Zavedeni imatinibu jako IéCiva je povazovano za
milnik nejen v terapii CML, ale v protinddorové chemote-
rapii viibec. Jeho komer¢ni uspésnost totiz vyvolala obrov-
skou vlnu z4jmu o farmakologické inhibitory dalSich pro-
teinkinas. Svou podstatou je oviem CML mezi ostatnimi
nadorovymi onemocnénimi pon€kud vyjimecnd, nebot’ za
jeji vznik a rozvoj zodpovida pouze jeden onkogen, ktery
se navic v zadnych dalSich buiikach organismu nevyskytu-
je. Predstavuje proto idedlni cil pro chemoterapeutickou
intervenci. Relativné snadné vySetfeni pfitomnosti chro-
mosomu Philadelphia v leukemickych bunkach navic jed-
noznacné piedurcuje pacienta ke specifické terapii imatini-
bem.

Které ze stovek dalSich proteinkinas ¢i jinych onko-
proteint a jak bude tieba inaktivovat v ur¢itém nadoru pro
uspésnou terapii, je v soucasnosti pfedmétem intenzivniho
vyzkumu. Krom¢ imatinibu a dasatinibu bylo zacatkem
roku 2008 v klinické praxi jiz sedm dalSich 1é¢iv na bazi
inhibitorti proteinkinas a odhaduje se, ze v pokrocilych
fazich klinického zkouseni jsou dnes desitky dalSich, coz
snad poskytuje jistou miru optimismu do budoucnosti.
Nicmén¢ zavedeni diagnostickych metod, které umozni
identifikovat aktivni onkogeny vhodné jako terapeutické
cile individudlné u kazdého pacienta, piedstavuje ukol
stejné dulezity (a naprosto nezbytny) jako dostupnost spe-
cifického Iéku.
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The advances in understanding of neoplastic transfor-
mation considerably help the design of molecular-targeted
therapies. Protein kinases are critical components of cellu-
lar signalling pathways and, due to their frequent deregula-
tion in cancer cells, they have become one of the most
important targets in drug development. The efficiency of
imatinib in the treatment of chronic myeloid leukemia is
a strong evidence that kinase inhibitors can be effective
drugs, although some patients develop resistance to them.
The structure-based design, however, allows synthesis of
second-generation drugs, which are able to overcome this
resistance. The review focuses on oncogenic Ber-Abl as an
example of a rational target for kinase inhibitors, their
development and biochemical properties.



