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Abstrakt: 

Cyklin-dependentní kinasy (CDK) jsou specifické serin/threoninové proteinkinasy, které hrají 

klíčovou roli v regulaci buněčného cyklu, transkripci, apoptóze a diferenciaci. Nadměrná aktivita CDK 

bývá častým znakem různých lidských onemocnění spojených s abnormální mírou proliferace jako je 

rakovina. Z tohoto důvodu se CDK staly slibným terčem cílených protinádorových léčiv. První část 

práce využívá racionálního přístupu při hledání nových inhibitorů CDK. Struktury známých inhibitorů 

olomoucinu a roskovitinu zde byly použity jako výchozí strukturní motiv, na jehož základě byla 

syntetizována série 2,9-substituovaných 6-guanidinopurinů. Všechny připravené deriváty byly 

testovány na CDK1 a CDK2 inhibiční aktivitu in vitro, cytotoxicitu a efekt na buněčný cyklus 

v nádorové buněčné linii MCF7 odvozené od karcinomu prsu a byl u nich studován vztah mezi 

strukturou a biologickou aktivitou. Další část práce je zaměřena na hledání inhibitorů CDK mezi 

přírodními látkami. Studovány byly antiproliferační a anti-angiogenní účinky flavonu eupatorinu a 

mechanismus jeho biologické aktivity. Eupatorin je také jednou z hlavních složek extraktů z listů 

léčivé rostliny Orthosiphon stamineus používané v jihovýchodní Asii k léčbě různých onemocnění. 

Její sušené, drcené listy byly v této práci využity pro vytvoření chloroformového extraktu, který byl 

poté testován na buněčných kulturách a jeho účinky byly srovnávány s aktivitou samotného 

eupatorinu. 
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Abstract: 

Cyclin-dependent kinases (CDKs) are specific serine/threonine protein kinases which play a key role 

in regulation of the cell cycle, transcription, apoptosis and differentiation. Overactivation of CDKs is a 

frequent feature of human pathologies associated with abnormal rates of proliferation such as cancer. 

For these reasons, CDKs have become a promising target in anticancer research. In the first part of the 

thesis, a series of 2,9-substituted 6-guanidinopurines, structurally related to the CDK inhibitors 

olomoucine and roscovitine, has been synthesized and characterized. All prepared compounds were 

screened for their CDK1 and CDK2 inhibitory activities, cytotoxicity, effects on the cell cycle in the 
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part is focused on CDK inhibitors of the natural origin. We investigated the antiproliferative and anti-

angiogenic properties of flavone eupatorin and the mechanisms of its biological action. Eupatorin is 

also one of the constituents of the medicinal herb Orthosiphon stamineus used in folk medicine in 

South East Asia for treatment of various disorders. We prepared a chloroform extract of dried, crushed 

leaves of this plant, tested it on the cell cultures and its activity was then compared to that of the 

eupatorin standard. 
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1. Cíle disertační práce 

 

Cyklin-dependentní kinasy (CDK) jsou specifické serin/threoninové proteinkinasy, které hrají 

klíčovou roli v regulaci buněčného cyklu, transkripci, apoptóze a diferenciaci. Nadměrná aktivita CDK 

bývá častým znakem různých lidských onemocnění spojených s abnormální mírou proliferace, jako je 

rakovina. Z tohoto důvodu se CDK staly slibným terčem cílených protinádorových léčiv. 

 Cílem této práce byla jednak literární rešerše na téma protinádorových léčiv se zaměřením na 

CDK, dále v experimentální části hledání nových inhibitorů CDK a ověření mechanismu jejich 

účinku. Využity přitom byly dva přístupy. První, racionální přístup, byl založen na obměňování 

struktur již známých inhibitorů CDK ve snaze zvýšit jejich biologickou aktivitu, druhý poté využíval 

jako zdroj látky přírodního původu. 

 Dalším cílem bylo posoudit závislost vlivu CDK inhibitorů na genetickém pozadí, konkrétně 

v buněčných modelech potkaních embryonálních fibroblastů s různě funkčními proteiny p53 a c-Ha-

ras.  
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2. Teoretický úvod 

2.1 Protinádorová léčiva 

2.1.1 Strategie hledání nových protinádorových léčiv 

Rostoucí počet případů nádorových onemocnění obvykle doprovázených drastickou léčbou 

s řadou závažných vedlejších účinků s sebou přináší potřebu vyvíjet stále nová léčiva s menšími 

negativními dopady na lidský organismus. Kromě toho se navíc zavedená léčiva potýkají podobně 

jako antibiotika s problémem vytvoření lékové resistence a je tedy i z tohoto důvodu nezbytné hledat 

nejen nové látky, ale i celkové přístupy pro překonání tohoto fenoménu. 

Jednou z historicky nejstarších strategií ve vývoji chemoterapeutik je hledání biologicky 

aktivních látek mezi přírodními produkty mikroorganismů, rostlin či živočichů. Látky jako vinca 

alkaloidy, paclitaxel, campthotecin či epipodophyllotoxin již našly své terapeutické uplatnění a staly 

se nedílnou součástí standardní léčby různých typů rakovin. Objev nové aktivní látky byl však 

převážně dílem náhody a její mechanizmus účinku byl také do nedávné doby předmětem 

retrospektivního výzkumu. Příkladem může být paclitaxel, jehož struktura a protinádorové vlastnosti 

byly publikovány již v roce 1971 (Wani et al., 1971), avšak mechanismus účinku – stabilizace 

mikrotubulů – až o 8 let později (Schiff et al., 1979). Současné pokroky v molekulární biologii a stále 

hlubší znalosti v oblasti nádorové transformace však obrátily pozornost vědců na cílenou terapii a 

molekulárně cílená léčiva. Tento typ léčiv je zaměřen na inhibici/modifikaci určité vybrané 

molekulární dráhy považované za klíčovou pro vznik rakoviny či její rozvoj a metastazování. Hlavní 

myšlenkou této strategie je individualizovaný přístup k pacientům a co nejpřesnější charakterizace 

nádoru, na jejímž základě je poté zvolen určitý typ terapie. Imatinib (Gleevec®) se stal prvním 

představitelem této skupiny inhibující specifickou tyrosinkinasu, Bcr-Abl fúzní onkoprotein, a je 

v současnosti používán pro léčbu chronické myeloidní leukémie a gastrointestinálních stromálních 

nádorů (Druker, 2002). Nová cílená léčiva mohou být hledána pomocí high-throughput screeningu 

různých přírodních produktů či chemických knihoven za účelem modifikace konkrétní molekulární 

dráhy nebo jsou pro tuto modifikaci přímo navrhována a syntetizována. Aktivní látky ovšem nemusí 

mít vhodné vlastnosti z hlediska farmakokinetiky, farmakodynamiky, vedlejších účinků a stávají se 

poté výchozím strukturním motivem pro vývoj derivátů s lepšími biologickými vlastnostmi.  
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2.1.2 Mechanizmy účinku a molekulární cíle protinádorových léčiv 

Onkoproteiny a nádorové supresory 

Je známo, že udržení nádorového bujení je velmi často závislé na neustálé aktivitě určitých 

onkogenů (Weinstein, 2002). Tento fenomén byl demonstrován in vivo pro některé onkogeny. Např. 

myší modely využívající indukovatelný onkogen MYC prokázaly, že papilomy, lymfomy či 

osteosarkomy nevznikají, pokud není onkogen MYC aktivní (Felsher et Bishop 1999; Pelengaris et al., 

1999; Jain et al., 2002). Podobně i závislost na onkogenech HRAS a BCR-ABL byla prokázána na 

myších modelech melanomu a leukémie (Chin et al., 1999; Heuttner et al., 2000). Z těchto důvodů se 

skupina onkogenů, jejichž inhibice vede k zastavení proliferace, buněčné smrti, diferenciaci či 

senescenci, stala zájmem výzkumu protinádorových léčiv. Na základě této myšlenky byly vyvinuty 

inhibitory některých protenkinas jako Bcr-Abl (imatinib/Gleevec), EGFR (gefitinib/Iressa, 

erlotinib/Tarceva), HER2 (trastuzumab/Herceptin) atd. (Druker, 2002; Roberts et Der, 2007; Sharma 

et Settleman, 2007).  

Narozdíl od onkogenů jsou nádorové supresory součástí procesů, které brání nadměrnému 

růstu a dělení, přežívání a genomické nestabilitě. Ztráta jejich funkce vlivem delecí, inaktivujících 

mutací nebo epigenetického umlčení vede k rozvoji rakoviny a naopak obnova funkce těchto genů 

v nádorových buňkách může vést k regresi nádoru. Využití tohoto konceptu v praxi ovšem zůstává 

pozadu za využitím inhibice onkogenů, jelikož je často poměrně složité využít nízkomolekulární látku 

k obnově nebo napodobení funkce proteinu, který je nefunkční nebo zcela chybí. V případě 

nádorových supresorů, které negativně regulují aktivitu protoonkogenu, lze jako léčiva využít látky 

cílené na tyto protoonkogeny. Příkladem může být nádor s nefunkčním nádorovým supresorem, 

lipidovou fosfatasou PTEN, který za normálních okolností inhibuje PI3 kinasovou signální dráhu a je 

tedy citlivý k inhibitorům PI3 kinasy. Podobně ztráta nádorových supresorů Rb, p16, p21, p27 vede 

k nadměrné aktivitě CDK, klíčových regulátorů buněčného cyklu, a proto může být proliferace 

nádorových buněk s těmito aberacemi inhibována pomocí inhibitorů CDK.  

 

Poškození DNA 

 Typickým znakem většiny nádorových buněk je zvýšená hladina poškození DNA a replikační 

stres vedoucí ke genomické nestabilitě. Jednou z nejčastějších příčin jsou mutace v genech DNA 

reparačních enzymů nebo proteinů zahrnutých v signálních drahách odpovídajících na poškození DNA 

jako např. p53 nebo ATM (Harper et Elledge, 2007). Stres z poškození DNA, se kterým se nádorové 

buňky musí neustále vypořádávat, je možné využít terapeuticky několika způsoby. Například 

nádorové buňky podléhající častým spontánním mutacím vykazují zvýšenou citlivost k látkám 

interferujícím se signální dráhou odpovídající na poškození DNA, jako jsou inhibitory kinas ATM 

nebo Chk1 (Chen et al., 2006;  Kennedy et al., 2007). Podobný přístup byl využit i pro léčbu 
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nádorových buněk s mutací nádorového supresorového genu BRCA2 zodpovědného za opravu 

dvouvláknových zlomů DNA pomocí homologní rekombinace. Tyto buňky jsou závislé na ostatních 

formách opravných mechanismů DNA např. na enzymu poly(ADP-ribosa)polymerasa (PARP1) 

účastnící se oprav jednovláknových zlomů a jsou tedy citlivé na jeho inhibici (Bryant et al., 2005;  

Farmer et al., 2005). Netransformované buňky přitom inhibici enzymu PARP1 tolerují díky 

funkčnímu proteinu BRCA2, který jeho funkci kompenzuje (Conde et al., 2001). Další možností 

využití genomické nestability je i podpora již existujícího stresu natolik, že ho odpovídající 

mechanismy nedokážou vykompenzovat a dochází tak k zastavení buněčného cyklu a apoptóze. Tímto 

mechanismem pravděpodobně působí i radioterapie či některá v klinické praxi standardně používaná, 

DNA poškozující léčiva.  

 

Mitotický stres 

Jednou z významných charakteristik nádorových buněk je narušený proces mitózy vedoucí k 

aneuploidii a genomické nestabilitě (Thompson et Compton, 2010). Tyto buňky jsou pro své přežití 

závislé na molekulárních drahách odpovídajících na mitotický stres a stávají se citlivé na jeho další 

zvyšování (Weaver et Cleveland, 2005). Kontrolní bod vřeténka je jedním z mechanismů umožňující 

opravit defekty v mitóze, na němž jsou nádorové buňky se zvýšenou chromozómovou nestabilitou 

závislé, a jeho inhibice je u těchto buněk letální. V jiných případech může být v nádorových buňkách 

přítomna naopak mutace oslabující funkci kontrolního bodu vřeténka (Cahill et al., 1998). Buňky 

s tímto fenotypem jsou senzitivní k látkám zvyšujícím mitotický stres, který nejsou schopny překonat 

a umírají. Takovým mechanismem účinku se vyznačují jednak některá standardní léčiva jako např. 

mikrotubuly stabilizující paclitaxel nebo moderní inhibitory mitotických kinas PLK1 a aurory A či B 

nacházející se v současné době ve fázi klinických testů (Strebhardt et Ullrich, 2006; Carpinelli et Moll, 

2008).  

 

Proteotoxický stres 

 Proteotoxický stres vzniká pravděpodobně jako následek vysokého stupně aneuploidie, změn 

v počtech kopií genů nebo změn v úrovni transkripce (Pollack et al., 2002; Torres et al., 2007). 

Odlišná míra transkripce poté vede k nesrovnalostem ve stechiometrii podjednotek proteinových 

komplexů (Papp et al., 2003) a k rostoucímu množství volných proteinů, jejichž odstraňování je pro 

buňku zátěží (Denoyelle et al., 2006). Odpovědí na proteotoxický stres je aktivace chaperonů, např. 

heat shock proteinů podílejících se na vazbě volných proteinů či jejich degradaci. Zvýšená aktivita 

heat shock proteinů je pozorována v mnoha typech nádorů, a proto se také stala potenciálním cílem 

protinádorových léčiv (Whitesell et Lindquist, 2005). 

Další obranou proti nadměrnému množství nevázaných proteinů je jejich degradace 

proteasomem. Experimentálně bylo zjištěno u kvasinek, že přítomnost jediného nadbytečného 

chromozómu a s tím související nadbytečný obsah některých proteinů je dostačující pro citlivost 
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buněk k inhibitorům proteasomu (Torres et al., 2007). Bortezomid (Velcade) se stal prvním 

inhibitorem proteasomu používaným v klinické praxi pro léčbu mnohočetného myelomu (MM). Po 

dlouhou dobu nebylo jasné, z jakého důvodu je zrovna MM tak citlivý k inhibitorům proteasomu. 

Jedno ze současných vysvětlení je založeno na faktu, že buňky MM syntetizují a poté i sekretují 

značné množství protilátek typu IgG nebo IgA (Bianchi et al., 2009; Cenci et al., 2011), které ovšem 

nejsou správně vázány a dochází tedy k jejich degradaci proteasomem. Inhibice proteasomu vede 

k nadměrnému proteotoxickému stresu, který již buňky MM nedokážou překonat a umírají. 

Netransformované buňky přitom nebývají k těmto látkám citlivé vlivem jejich nízké bazální hladiny 

proteotoxického stresu. Úspěch bortezomidu stimuloval vývoj nových inhibitorů proteasomu, které 

jsou v současnosti v různých stádiích klinického testování (Kisselev et al., 2012).  

 Zajímavým využitím proteotoxického stresu pro léčbu rakoviny je zvýšení teploty pro 

uvolnění proteinů z komplexů. Hypertermie, v historii často používaná léčba pro celou řadu 

onemocnění, je v současné době opět extensivně zkoumána v souvislosti s léčbou rakoviny. Kromě 

zvyšování proteotoxického stresu se podílí také na změnách ve vlastnostech plazmatické membrány, 

vaskulatuře nádoru, na snižování replikace DNA atd. a je u ní prokázána synergie v kombinaci 

s chemoterapií a radioterapií (Fiorentini et Szasz, 2006). Experimentální podporou této teorie jsou 

výsledky pokusů na kvasinkách prokazující zvýšenou teplotní citlivost u aneuploidních buněk 

obsahujících jeden nadbytečný chromozóm (Torres et al., 2007). 

 

Metabolický stres 

 Zdravé buňky za normálních okolností získávají převážnou část ATP oxidativní fosforylací 

v mitochondriích. Většina nádorových buněk ovšem přednostně produkuje energii pomocí méně 

efektivní glykolýzy dokonce i v prostředí s dostatečným přísunem kyslíku pravděpodobně vlivem 

poškození mitochondriálního citrátového cyklu (tzv. Warburgův efekt, Warburg, 1956; DeBerardinis 

et al., 2008). Na zvýšeném příjmu glukózy jsou založeny i některé zobrazovací techniky využívající 

radioaktivně značenou glukózu. Čím je ovšem glykolýza pro nádorové buňky takovou výhodou? 

Jednak umožňuje využití hojně se vyskytující živiny k produkci ATP, a ačkoliv je výtěžek ATP 

v porovnání s oxidativní fosforylací nízký, při dostatečném přísunu glukózy může množství ATP 

produkované glykolýzou překonat množství vytvářené oxidativní fosforylací (Guppy et al., 1993; 

Pfeiffer et al., 2001). Dále také degradace glukózy zásobuje buňku prekurzory pro biosyntézu 

nukleotidů, lipidů, cholesterolu, isoprenoidů, neesenciálních aminokyselin atd. Sekrece kyseliny 

mléčné jako konečného produktu glykolýzy a s tím související snižování pH okolního prostředí má 

také svůj význam – usnadňuje šíření nádoru a potlačuje imunitní reakci. U nádorových buněk, které 

jsou pod neustálým proliferačním tlakem onkogenů, dochází inhibicí klíčových enzymů 

glykolytických či biosyntetických drah k nezvladatelnému metabolickému stresu vedoucímu k úmrtí 

buněk. Příkladem mohou být inhibitory ATP-citrátlyasy (syntéza acetyl-CoA z citrátu při biosyntéze 

lipidů; Bauer et al., 2005), laktátdehydrogenasy A (konverze pyruvátu na laktát v posledním kroku 
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glykolýzy; Fantin et al., 2006) či synthasy mastných kyselin (syntéza palmitátu z acetyl CoA a 

malonyl-CoA; Wang et al., 2005). Jedním z dalších přístupů je zablokování transportu glukózy do 

buněk např. pomocí 2-deoxyglukózy, která má radiosenzitizující a chemosenzitizující účinky (Simons 

et al., 2007).  

 

Oxidativní stres 

 Oxidativní stres je charakterizován přítomností reaktivních kyslíkových radikálů (ROS), 

jejichž produkce je v nádorových buňkách zvýšena (Szatrowski et Nathan, 1991). K tvorbě ROS 

přispívají onkogenní signální dráhy jako např. Ras (Lee et al., 1999). ROS jsou vysoce reaktivní a 

přispívají ke zvýšené míře poškození DNA, proteinů, lipidů a dalších buněčných komponent. 

Nádorové buňky zmírňují tento stres navozením glykolýzy a snížením funkce mitochondrií (Gogvadze 

et al., 2008). ROS jsou také významní signální přenašeči. Aktivují např. transkripční faktor HIF-1 

(hypoxia-inducible factor 1) při hypoxii (Dewhirst et al., 2008), který je zodpovědný za odklon od 

oxidativní fosforylace ke glykolýze a navození angiogeneze, jevy často pozorované v nádorech. Látky 

indukující tvorbu ROS přispívají v nádorových buňkách k již do značné míry zvýšenému 

oxidativnímu stresu, který se pro ně poté stává letálním. Dichloroacetát inhibuje 

pyruvátdehydrogenasukinasu (PDK), stimuluje mitochondriální oxidativní fosforylaci a tedy i tvorbu 

ROS a selektivně vyvolává apoptosu v nádorových buňkách (Bonnet et al., 2007). 

 

Modulace imunitní odpovědi 

 Nádorové buňky často exprimují mutantní formy antigenů s novými epitopy, které mohou 

potenciálně vyvolat imunitní odpověď. Nádory se ovšem imunitnímu systému efektivně brání několika 

způsoby. Některé redukují expresi komplexu MHC (major histocompatibility complex) zodpovědných 

za prezentaci antigenů na povrchu buňky (Garrido et Algarra, 2001), jiné zase syntetizují a uvolňují 

řadu imunomodulačních molekul jako chemokiny (např. CCL2), cytokiny (např. IL6, IL10) a 

prostaglandiny (např. PGE2) pro potlačení aktivity T-buněk (Sharma et al., 2005). Inhibitor 

cyklooxygenasy-2 (COX2) celecoxib blokuje syntézu PGE2 a zlepšuje tak v myších modelech 

imunitní reakci na nádor (Stolina et al., 2000). Reaktivace genů MHC u buněk se sníženou expresí 

těchto komplexů je jeden z dalších příkladů zvýšení imunitní odpovědi. Atraktivita této metody 

spočívá hlavně v její použitelnosti na širokém spektru nádorů a také v možnosti vymýcení nádoru v 

relativně brzkém stadiu vývoje. 

 

Hypoxie, nutriční stres a angiogeneze 

 Solidní nádory díky své nedokonalé nádorové vaskulatuře často trpí nedostatečným příjmem 

kyslíku a živin. Nádorové buňky reagují na tento stres zvýšenou tvorbou transkripčního faktoru HIF-1 

(Pouyssegur et al., 2006), který podporuje indukci angiogenních signálních molekul (VEGF-A, 

angiopoetin-2) a navozuje glykolýzu indukcí glukózového transportéru 1, hexokinasy, 
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laktátdehydrogenasy nebo pyruvátdehydrogenasykinasy 1 (PDK1). Navíc HIF-1 chrání buňky před 

laktátem vyvolanou acidózou indukcí monokarboxylátového transportéru MCT4 (přenos laktátu přes 

membránu), karbonátdehydratasy (usnadňuje transport laktátu přes membránu) a Na
+
/H

+
 antiportéru 

NHR1 (úprava pH). Látky inhibující HIF-1 nebo některou z podřízených komponent této signální 

dráhy senzitizují buňky k hypoxickému stresu. Inhibice monokarboxylátového transportéru vedoucí 

k akumulaci laktátu v buňce a acidóze je jedním z přístupů pro selektivní likvidaci nádorových buněk 

závislých na glykolýze (Pouyssegur et al., 2006). 

 Nádorová vaskulatura se vytváří v okamžiku, kdy rozvíjející se nádor dosáhne kritického 

průměru (do 2 mm) a pro další růst již zásobení kyslíkem a živinami z okolních tkání difúzí není 

dostačující (Folkman, 1971). Buňky uvnitř nádoru začínají v tuto chvíli trpět hypoxií, která spouští 

uvolňování angiogenních faktorů difundujících do okolních tkání. Endoteliální buňky krevních cév 

nacházející se v blízkosti nádoru reagují na koncentrační gradient angiogenních faktorů dělením a 

migrací směrem k nádoru (Ausprunk et Folkman, 1977; Sholley et al., 1984). Mimo svou funkci 

zásobování kyslíkem a živinami se nádorové cévy také stávají cestou pro šíření nádorových buněk po 

organismu. Pro svůj nesporný význam při růstu, rozvoji a šíření nádoru se nádorová vaskulatura stala 

jedním z dalších terapeutických cílů (Folkman, 2007). Jedním z klíčových signálních molekul a 

aktivátorů angiogeneze jak ve zdravých, tak v nádorových tkáních je VEGF (vascular endothelial 

growth factor; Ferrara et al., 2003), který se stal jedním z prvních cílů anti-angiogenních látek. 

Počáteční experimenty na myších xenograftech vedly k objevu monoklonální, VEGF-neutralizující 

protilátky redukující angiogenezi a růst nádoru (Kim et al., 1993). Humanizovaná anti-VEGF 

monoklonální protilátka (bevacizumab) se poté stala první anti-angiogenní látkou používanou 

v klinické praxi a to v kombinaci se standardními typy léčby u pacientů s metastatickou rakovinou 

tlustého střeva (Hurwitz et al., 2004), nemalobuněčným karcinomem plic (Sandler et al., 2006) a 

metastazující rakovinou prsu (Miller et al., 2007). Od té doby byla vyvinuta řada nových inhibitorů 

VEGF, popř. VEGF receptorů (sorafenib, sunitinib, axitinib atd.), které jsou nyní v různých fázích 

klinického vývoje (Shojaei, 2012).  

 Matrixové metaloproteinasy (MMP) byly původně identifikovány jako hlavní proteasy 

zodpovědné za degradaci různých složek extracelulární matrix (ECM), avšak jejich funkce jsou 

mnohem komplexnější. Cílem protinádorového výzkumu se staly převážně pro svoji účast v nádorové 

angiogenezi a metastazování. Příkladem může být MMP-9 zprostředkovávající uvolnění VEGF 

(Bergers et al., 2000). Řada studií potvrdila souvislost mezi zvýšenou aktivitou některých MMP a 

vyšší tumorigenicitou, invazivitou a metastazováním nádoru a jejich inhibice tedy může vést k poklesu 

tumorigenicity a v některých případech i k inhibici metastazování (Deryugina et Quigley, 2006). 
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Stromální podpora 

Nádorové buňky jsou obklopeny mikroprostředím tvořeným extracelulární matrix a různými 

typy buněk podle tkáně, ve které se nádor nachází (epiteliální, endoteliální, fibroblasty, 

myofibroblasty, leukocyty). Toto mikroprostředí se dramaticky mění během růstu a vývoje nádoru a je 

charakteristické rostoucím počtem fibroblastů a myofibroblastů, infiltrací lymfocytů, angiogenezí a 

remodelováním ECM. Různé typy interakcí mezi nádorovými buňkami a okolními stromálními 

buňkami vedou k fenotypovým změnám stromatu nádoru, který se poté stává lepší podporou pro 

rostoucí nádor (Hu et Polyak, 2008). Příkladem mohou být myofibroblasty v okolí prsního karcinomu, 

které se liší od normálních prsních stromálních fibroblastů ve schopnosti sekrece chemokinu SDF1 

(stromal-derived factor 1) stimulujícího růst nádoru a vazbou endoteliálních progenitorových buněk 

pro angiogenezi (Orimo et al., 2005). Tento odlišný fenotyp může být založen na změnách genové 

exprese a epigenetických změnách pozorovaných ve stromálních buňkách asociovaných s rakovinou 

(Allen et Louise Jones, 2011). Dále např. hematopoetické progenitorové buňky v kostní dřeni 

exprimující VEGFR1 (vascular endothelial growth factor  receptor 1) vytváří na vzdálených místech 

těla pro nádor specifická, pre-metastatická místa ještě před příchodem vlastních nádorových buněk a 

usnadňují jim zde zahnízdění. Inhibice funkce VEGFR1 pomocí protilátek či odstranění VEGFR1 

pozitivních buněk z kostní dřeně na myších modelech zabránilo formování těchto pre-metastatických 

klastrů a tím i nádorovému metastazování (Kaplan et al., 2005). 
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2.3 CDK terčem cílených protinádorových léčiv 

2.3.1 CDK a jejich role v regulaci buněčného cyklu a transkripci 

Cyklin-dependentní kinasy (CDK) jsou specifické serin/threoninové proteinkinasy, které hrají 

klíčovou roli v regulaci buněčného cyklu, transkripci, diferenciaci a apoptóze (Malumbres et Barbacid, 

2005). Pro jejich aktivitu je nutná asociace s cykliny. Na základě sekvenčních analýz je zatím známo 

21 genů kódujících CDK a dalších 5 genů kódujících vzdálenější skupinu proteinů zvanou CDK-like 

kinasy (CDKL; Malumbres et al, 2009). Podobně bylo na základě analýzy lidského genomu odhaleno 

29 genů cyklinů (Malumbres et Barbacid, 2005). Současná navržená nomenklatura CDK zahrnuje 20 

klasických CDK označovaných CDK1-20 a 5 CDKL (CDKL1-5) a nahrazuje tak některé jejich starší 

názvy (Malumbres et al, 2009). 

Průběh G1 fáze je regulován komplexním mechanizmem zahrnujícím minimálně 3 CDK: 

CDK4, CDK6, CDK2 a jejich regulátory (Sherr et Roberts, 1999; Malumbres et Barbacid, 2001). 

Mitogenní signály indukují nejprve syntézu cyklinů typu D a pravděpodobně i transport CDK4 a 6 do 

jádra. Aktivní komplexy CDK4/6 s cykliny typu D poté fosforylují členy rodiny retinoblastomového 

proteinu (Rb) zahrnující pRb, p107 a p130. Tyto proteiny obsahují řadu vazebných míst pro CDK 

(pRb jich má např. 16), z nichž pouze některá jsou rozpoznávána komplexy CDK4/6 s cykliny D. In 

vitro studie neodhalily žádné významné rozdíly ve strukturách CDK4 a 6 ani mezi cykliny D, je tedy 

pravděpodobné, že jednotlivé molekuly jsou významné spíše z hlediska tkáňové specifity a rozdílné 

aktivace během vývoje organismu (Ciemerych et Sicinski, 2005). Fosforylaci proteinů rodiny Rb 

dochází k uvolnění vázaných transkripčních faktorů z rodiny E2F, histondeacetylasy a komplexů 

remodelujících chromatin (Cobrinik, 2005). Mezi substráty E2F se řadí i cykliny typu E, které jsou 

vyžadovány pro aktivaci CDK2 a dokončení G1 fáze. Ačkoliv je prvotní fosforylace Rb proteinů 

zprostředkována komplexy CDK4/6 s cykliny D, jejich ireverzibilní inaktivace je uskutečněna až 

komplexem CDK2/cyklin E. V tomto tzv. restrikčním bodu přestávají být buňky závislé na 

přítomnosti mitogenních signálů a dokončují buněčný cyklus i při jejich absenci (Malumbres et 

Barbacid, 2001). Kinasa CDK3 je strukturně příbuzná CDK2 a CDK1, interaguje s cykliny typu E, A a 

C a pravděpodobně se účastní fosforylace Rb proteinů na přechodu G0/G1 ještě před fosforylací 

CDK4/6 v komplexu s cykliny D (Ren et Rollins, 2004).  

 Komplex CDK2/cyklin E kromě fosforylace proteinů Rb umožňuje vazbu proteinového 

komplexu MCM (minichromosome maintenance) na DNA v místech začátku replikace a je tedy 

zodpovědný za zahájení replikace DNA. Jakmile dojde k zahájení replikace, je cyklin E rychle 

ubiquitinylován a degradován proteasomem, aby se zabránilo re-replikaci DNA (Hwang et Clurman, 

2005). Mezi další substráty CDK2/cyklin E patří proteiny účastnící se modifikace histonu, opravy 

DNA nebo duplikace a maturace centrosomu. Kromě toho tento komplex fosforyluje svůj vlastní 

inhibitor p27
Kip1

 a zprostředkovává tak jeho degradaci proteasomem (Hwang et Clurman, 2005). 
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Inhibice Rb proteinů vede také k transkripci genů cyklinů A a B nezbytných pro další fáze buněčného 

cyklu. Po degradaci cyklinu E interaguje CDK2 s nově syntetizovanými cykliny typu A. Substráty 

tohoto komplexu zahrnují převážně proteiny nezbytné pro ukončení replikace DNA a opuštění S-fáze 

včetně proteinů, které jsou součástí kontrolních bodů buněčného cyklu (p53, p21
Cip1

, MDM2; Sherr et 

Roberts, 1999).  

 Na konci S-fáze dochází k asociaci cyklinů A s CDK1. Oba přítomné komplexy CDK1/cyklin 

A i CDK2/cyklin A fosforylují některé stejné substráty jako jsou proteiny účastnící se replikace DNA, 

progrese buněčného cyklu či jeho kontroly. Rozdíly v jejich úloze na přechodu S/G2-fáze jsou 

prozatím nejasné. Během G2 fáze je cyklin A degradován ubiquitinylací zprostředkovanou 

proteolýzou a naopak aktivně syntetizovány jsou cykliny typu B. Aktivací komplexů CDK1 a cyklinů 

B je zahájena mitóza. Tyto komplexy regulují řadu procesů jak na přechodu G2/M-fáze, tak v průběhu 

mitózy a fosforylují více než 70 proteinů (Ubersax et al., 2003). Cykliny typu B zahrnují 3 členy: B1, 

B2 a B3. Cykliny B1 a B2 jsou exprimovány ve většině proliferujících buněk a liší se svou 

nitrobuněčnou lokalizací. Cyklin B1 je asociován s mikrotubuly a v komplexu s CDK1 zahajuje 

rozpad jaderné membrány během mitózy, kondenzaci chromozomů a utváření mitotického vřeténka. 

Cyklin B2 je asociován s intracelulárními membránami a spolu s CDK1 se v průběhu mitózy podílí na 

reorganizaci Golgiho aparátu (Draviam et al., 2001). Cyklin B3 sdílí vlastnosti jak cyklinů typu B, tak 

i typu A, lokalizován je v jádře, asociuje s CDK2 a jeho exprese je omezena na varlata a fetální 

vaječníky (Gallant et Nigg, 1994; Nguyen et al., 2002). Na závěr buněčného dělení jsou cykliny typu 

B ubiquitinylovány APC/C komplexem a následně degradovány proteasomem (Harper et al., 2002). 

 CDK7-11 se podílí na regulaci transkripce a v některých případech zároveň i na řízení 

buněčného cyklu. Typickou proteinkinasou vykazující obě zmiňované funkce je CDK7. Tato molekula 

je součástí CDK-aktivující kinasy (CAK), která fosforyluje a tím i aktivuje všechny CDK účastnící se 

regulace buněčného cyklu a navíc vytváří spolu s dalšími podjednotkami obecný transkripční faktor 

TFIIH (Lolli et Johnson, 2005) a fosforyluje  C-terminální domény (CTD) velké podjednotky RNA 

polymerasy II. Mezi CDK regulující transkripci patří CDK9 v komplexu s cykliny typu T a cyklinem 

K, které jsou součástí komplexu pozitivního transkripčního elongačního faktoru P-TEFb a podílí se na 

fosforylaci C-terminální domény (CTD) velké podjednotky RNA polymerasy II (Garriga et Graña, 

2004). CTD RNA polymerasy II je fosforylována i CDK8 s cyklinem C, které jsou součástí 

holoenzymu RNA polymerasy II. Kromě toho se CDK8/cyklin C podílí na fosforylaci cyklinu H 

vedoucí k inhibici aktivity CAK (Akoulitchev et al., 2000). CDK10 také reguluje transkripci 

vybraných genů vazbou transkripčního faktoru Ets2, regulátora exprese CDK1 a navíc se podílí na 

regulaci G2/M-fáze buněčného cyklu (Kasten et Giordano, 2001). Další CDK regulující transkripci je i 

CDK11 s cyklinem L (Loyer et al., 2005). CDK5 je aktivována proteiny p35, p39, které jsou 

exprimovány téměř výlučně v mozku, fosforyluje celou řadu substrátů a její funkce je zvláště 

významná pro správný vývoj a funkci centrální nervové soustavy (Cruz et Tsai, 2004). Role zbylých 

CDK nejsou prozatím dostatečně prozkoumány.  



11 

 

2.3.2 Vzájemná kompenzace CDK 

Přítomnost různých typů CDK a cyklinů u vyšších eukaryotických buněk vedla k domněnce, 

že pro každý komplex CDK/cyklin je charakteristická specifická funkce v rámci určité fáze buněčného 

cyklu. Experimenty využívající vyřazení genů CDK a cyklinů v myších modelech však ukázaly 

značnou míru redundance. Myši postrádající některý z typů cyklinů D jsou životaschopné, vyvíjí se 

normálně, ale vykazují určité tkáňově specifické abnormality (Fantl et al., 1995). Vyřazení dvou nebo 

všech tří typů cyklinů D má za následek předčasnou smrt myší převážně z důvodů proliferačních 

defektů hematopoetických buněk a buněk srdeční svaloviny (Kozar et al., 2004). Genetické nahrazení 

chybějícího cyklinu D1 cyklinem E1 zvrátilo fenotyp D1-knockoutovaných myší a vedlo tak k závěru, 

že cykliny typu E jsou pravděpodobně primárním kompenzačním mechanizmem chybějících cyklinů 

D (Geng et al., 1999). Podobně je tomu i u myší postrádajících jeden z typů cyklinu E, i v tomto 

případě zde dochází ke vzájemné kompenzaci a takové myši jsou životaschopné a vyvíjejí se normálně 

(Geng et al., 2003). V případě delece obou cyklinů E1 i E2 dochází k jejich funkční substituci cykliny 

typu A a D. Cykliny typu E tedy nehrají klíčovou úlohu pro proliferaci, ačkoliv některé typy tkání jako 

např. placenta jsou na nich závislé a jejich defekty jsou poté příčinou předčasného úmrtí embryí (Geng 

et al., 2003; Parisi et al., 2003). V současné době jsou známy dva typy cyklinů A: A1 a A2. A1-

deficientní myši jsou životaschopné a vyvíjí se normálně narozdíl od myší s delecí cyklinu A2, které 

umírají v časných stadiích embryonálního vývoje (Murphy et al., 1997; Liu et al., 1998). Cykliny typu 

B zahrnují 3 členy: B1, B2 a B3. Delece cyklinu B1 vede k brzkému úmrtí embrya, ačkoliv přesná 

příčina embryonální letality není známa (Brandeis et al., 1998). Naopak cyklin B2-knockoutované 

myši jsou životaschopné a bez růstových abnormalit pravděpodobně z důvodu úplné kompenzace 

cyklinem B1 (Brandeis et al., 1998). Cyklin B3-deficientní myši nebyly doposud připraveny a tudíž je 

přesná funkce a kompenzace cyklinu B3 zatím otázkou. 

Ztráta CDK má podobný efekt jako knockout celé rodiny cyklinů. Myši postrádající CDK4 

nebo CDK6 jsou životaschopné a vykazují defekty ve stejných tkáních a orgánech jako myši bez 

cyklinů typu D (Tsutsui et al., 1999; Malumbres et al., 2004). Tyto experimenty naznačují vzájemnou 

kompenzaci mezi CDK4 a CDK6. Myši postrádající jak CDK4, tak CDK6 umírají v pozdním stadiu 

embryogeneze vlivem vážné anémie, ačkoliv organogeneze embrya i proliferace většiny buněčných 

typů probíhá normálně pravděpodobně zastoupením CDK1 a CDK2 (Malumbres et al., 2004). Delece 

CDK2 v buněčných kulturách vede k bloku buněčného cyklu v G1 fázi (van den Heuvel et Harlow, 

1993). Z tohoto důvodu se předpokládalo, že pro přechod G1/S je CDK2 nezbytnou podmínkou. 

Překvapením potom byly CDK2-deficientní myši, které byly plně životaschopné (Berthet et al., 2003; 

Ortega et al., 2003). Později byla demonstrována kompenzace chybějící funkce CDK2 pomocí 

CDK1/cyklin E navozující přechod G1/S (Aleem et al., 2005) a v některých typech buněk i pomocí 

jiných typů CDK jako např. CDK4 v neurálních progenitorových buňkách (Jablonska et al., 2007). 

CDK1 je pravděpodobně jedinou CDK, která je pro regulaci buněčného cyklu nezbytná. CDK1-
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deficientní myši umírají v raných stádiích embryonálního vývoje (Santamaría et al., 2007). Navíc je 

CDK1 univerzální CDK schopná nahradit funkce všech interfázních CDK (CDK2, 3, 4 a 6) 

(Santamaría et al., 2007). 

 

2.3.3 Deregulace CDK v rakovině 

V rakovině je deregulace CDK častým úkazem. Např. CDK1 má svůj diagnostický význam 

v rakovině jícnu (Hansel et al, 2005) či prsu (Kim et al., 2008; Nakayama et al., 2009), sledování 

exprese/aktivity CDK2 našlo také své využití v prognóze rakoviny prsu (Kim et al., 2008), vaječníků 

(Marone et al., 1998) nebo dutiny ústní (Mihara et al., 2001). Nadměrná exprese CDK4 byla 

pozorována v malém procentu melanomů (Wolfel et al., 1995), v rakovině vaječníků (Kusume et al., 

1999), močového měchýře (Simon et al., 2002), endometria (Semczuk et al., 2004) i dutiny ústní 

(Poomsawat et al., 2010). Zvýšená aktivita CDK6 byla také nalezena v rakovině dutiny ústní 

(Poomsawat et al., 2010) a v některých typech leukémií a lymfomů (Hayette et al., 2003; Corcoran et 

al., 1999). Polymorfismy CDK7 se ukázaly být významným aspektem rakoviny prsu (Jeon et al., 

2010), v rakovině plic byla nalezena deregulace CDK5 (Choi et al., 2009; Liu et al., 2011). 

 Ačkoliv je zvýšená aktivita CDK pozorována v řadě případů rakovin, mutace v genech CDK 

jsou poměrně vzácné. Jednu z výjimek tvoří bodové mutace v genech CDK4 v určitých případech 

melanomů, které způsobují ztrátu citlivosti CDK4 vůči svým přirozeným inhibitorům INK4A/B 

(Wolfel et al., 1995), nebo translokace způsobující zvýšenou expresi CDK6 v chronické lymfocytické 

leukémii nebo některých typech lymfomů (Hayette et al., 2003; Corcoran et al., 1999). Mutace 

v genech CDK1 a CDK2 nebyly zatím pozorovány. Zvýšená aktivita CDK ve většině lidských 

nádorových onemocnění obvykle vzniká jako následek změn v aktivitě regulátorů CDK (Ortega et al. 

2002; Lapenna et Giordano, 2009). Často se jedná o inaktivaci endogenních inhibitorů z rodin INK4 a 

Cip/Kip vlivem bodových mutací, delecí nebo epigenetických umlčení nebo naopak o zvýšenou 

expresi cyklinů či CDK-aktivující fosfatasy Cdc25. V řadě typů rakovin je nadměrná aktivace CDK 

důsledkem ztráty aktivity nádorového supresoru pRb.  

 

2.3.4 Nízkomolekulární inhibitory CDK 

 Význam CDK v regulaci buněčného cyklu a jejich častá zvýšená aktivita vedla k myšlence 

vyvinout inhibitory CDK jako protinádorová léčiva. Řada selektivních, nízkomolekulárních inhibitorů 

CDK byla vyvinuta pomocí různých přístupů během posledních 20 let a přibližně 24 látek je 

v současnosti v různých fázích klinického testování. Navzdory značné chemické diverzitě tvoří většinu 

inhibitorů CDK nízkomolekulární, ploché, hydrofobní, heterocyklické molekuly, které kompetují 

s ATP v aktivním místě kinasy. Vývoj těchto látek často čerpal inspiraci v přírodních látkách. 
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Flavopiridol, semisyntetický analog alkaloidu rohitukinu, se stal prvním inhibitorem CDK, který 

vstoupil do klinického testování pod názvem alvocidib a nyní se nachází ve fázích I a II pro léčbu 

různých typů nádorových onemocnění. Inhibitor ZK304709 svou strukturou zase nápadně připomíná 

přírodní indigoidní barvivo indirubin. Od rostlinných hormonů cytokininů se odvíjel výzkum 

purinových inhibitorů CDK. Purinový skelet byl vůbec prvním strukturním motivem systematicky 

modifikovaným za účelem nalezení účinných CDK inhibitorů, který vedl k objevům známého 

olomoucinu a roskovitinu (Vesely et al., 1994; Havlíček et al., 1997; Meijer et al., 1997) 

následovaných syntézou purvalanolů (Gray et al., 1998; Chang et al., 1999), olomoucinu II (Krystof et 

al., 2005) či různých biarylových derivátů jako CR8, DRF053 atd. (Bettayeb et al., 2008; Oumata et 

al., 2008; Trova et al., 2009a; Trova et al., 2009b). Různými obměnami v počtu a polohách atomů 

dusíku v purinovém jádře byly dále připraveny syntetické inhibitory pyrazolo[1,5-a]pyrimidiny, 

pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny nebo pyrazolo[1,5-a]pyridiny atd. (Jorda et al., 2012). Pyrazolo[1,5-

a]pyrimidin dinaciclib dokonce vstoupil do III. fáze klinických testů pro léčbu chronické lymfocytické 

leukémie (www.clinicaltrials.gov). Všechny účinné purinové a jim příbuzné CDK inhibitory obsahují 

aromatický kruh připojený k purinovému skeletu přes aminoskupinu na pozici C6 jako jsou 

benzylamino- nebo fenylaminoskupina, které se vážou do hydrofobní kapsy blízko aktivního místa 

CDK a zajišťují tak selektivitu a dále formují nezbytné vodíkové vazby s karbonylem Leu83 u CDK2 

popř. s korespondujícími residui u jiných CDK.  

Cytostatický efekt inhibitorů CDK je primárně dán inhibicí těch CDK, které se podílejí na 

regulaci buněčného cyklu, tedy CDK1, CDK2, CDK4 a CDK6. Typická je pro ně schopnost indukovat 

defosforylace příslušných substrátů CDK v závislosti na selektivitě inhibitoru a tím také navozovat 

blok buněčného cyklu na přechodu G1/S-fáze, v S-fázi nebo na přechodu G2/M-fáze. Příkladem může 

být pyridopyrimidinový derivát PD0332991 selektivní vůči CDK4 a CDK6 a indukující tedy pouze 

G1/S blok buněčného cyklu. Jeho antiproliferační schopnost je ovšem omezena pouze na nádorové 

buňky exprimující funkční pRb, buňky s nefunkční, mutantní formou pRb jsou výrazně méně citlivé 

(Fry et al., 2004; Baughn et al., 2006). Většina používaných CDK inhibitorů je však méně selektivní a 

jejich cílem nemusí být tedy pouze CDK účastnící se regulace buněčného cyklu, ale i transkripční 

CDK7 a CDK9. Některé experimenty potvrdily zvláštní význam inhibice CDK9 v nádorových 

buňkách (Demidenko et al., 2004; MacCallum et al., 2005; Raje et al., 2005; Byth et al., 2006; Cai et 

al., 2006). Bylo prokázáno, že simultánní inhibice CDK9 s některou z CDK regulující buněčný cyklus 

vyvolává nejen zastavení buněčného cyklu, ale i masivní apoptózu (Cai et al., 2006). Následky této 

simultánní deplece kinas se podobají efektům pan-selektivních CDK inhibitorů jako jsou flavopiridol, 

roskovitin či SNS-032. Některé inhibitory CDK nacházející se v klinickém testování mají kromě CDK 

i další proteinkinasové cíle. Např. aminopyrazolový derivát AT7519 interaguje nejenom s různými 

CDK, ale i s GSK3-β, čímž dále zvyšuje svůj antiproliferační potenciál (Squires et al., 2009). Dobře 

známý, pan-selektivní CDK inhibitor roskovitin je schopen inhibovat kromě CDK také MAPkinasy a 

pyridoxalkinasu a zvyšovat tak protinádorový účinek. VEGFR a PDGFR tyrosinkinasy patří k cílům 
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dalšího, méně selektivního CDK inhibitoru ZK 304709. Z tohoto důvodu tedy nejsou překvapením 

jeho anti-angiogenní a anti-metastatické efekty (Siemeister et al., 2006). Některé další inhibitory CDK 

jako flavopiridol či SNS-032 také limitují proces angiogeneze prostřednictvím inhibice produkce 

angiogenních faktorů VEGF (Melillo et al., 1999; Ali et al., 2007). Přesný mechanismus anti-

angiogenních účinků není zcela jasný, ale vzhledem k inhibici kinas se pravděpodobně jedná o inhibici 

syntézy VEGF mRNA jako nepřímý následek inhibice transkripční CDK9. Nižší selektivita je sice 

obvykle doprovázena zvýšeným antiproliferačním potenciálem, na druhou stranu však přináší i určité 

riziko přítomnosti dalších, neočekávaných molekulárních cílů, které znesnadňují charakterizaci 

mechanizmů účinku i predikci chování v in vivo testech včetně vedlejších účinků. Přehled vybraných 

inhibitorů CDK v klinických testech podává Tabulka 1. 

 

2.3.5 Guanidinopurinové deriváty jako inhibitory CDK 

 Látky obsahující guanidinoskupinu jako např. aminokyseliny jsou široce rozšířené v různých 

biologických systémech a vykazují celé spektrum biologických aktivit (Berlinck et Kossuga, 2005). 

Schopnost guanidinoskupiny formovat silné, nekovalentní interakce v aktivních místech enzymů hraje 

klíčovou roli pro jejich biologické efekty. Z tohoto důvodu jsme se rozhodli vytvořit sérii 2,9-

disubstituovaných-6-guanidinopurinů odvozených od struktury olomoucinu nebo roskovitinu a 

studovat vliv zavedení guanidinoskupiny na CDK-inhibiční a antiproliferační vlastnosti v porovnání s 

roskovitinem.  
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Tabulka 1. Přehled vybraných inhibitorů CDK v klinických testech (zdroj www.clinicaltrials.gov) 

CDK Inhibitor Cílená CDK Onemocnění 
Fáze klinického 

testování 

AT-7519 
CDK1, CDK2, CDK4, 

CDK5, CDK6, CDK9 

mnohočetný myelom 

non-Hodgkinův lymfom 

chronická lymfocytická leukémie 

I/II 

BAY 1000394 
CDK1, CDK2, CDK7, 

CDK9 

malobuněčný plicní karcinom, 

poročilé solidní nádory 
I/II 

flavopiridol 

(alvocidib) 

CDK2, CDK4, CDK6, 

CDK9 
hematologické malignity I/II 

LEE011 CDK4, CDK6 pokročilé solidní nádory, lymfomy I 

P1446A-05 CDK4 
pokročilé solidní nádory 

hematologické malignity 
I 

P-276-00 CDK1, CDK4,CDK9 

rakovina slinivky, karcinomy hlavy a krku, 

prsní karcinom, melanom, lymfomy, 

mnohočetný myelom 

I/II 

PD-0332991 CDK4, CDK6 

lymfomy, karcinom tlustého střeva, 

hepatocelulární karcinom, 

hematologické malignity, 

sarkomy, glioblastom atd. 

I/II 

PHA-848125 

(milciclib) 
CDK1, CDK2,CDK4 

karcinom brzlíku, 

pokročilé solidní nádory 
I/II 

R547 
CDK1, CDK2, CDK4, 

CDK6, CDK7, CDK9 
pokročilé solidní nádory I 

RGB-286638 
CDK1, CDK2, CDK4, 

CDK5, CDK7, CDK9 
hematologické malignity I 

roskovitin 

(seliciclib) 

CDK1, CDK2, CDK5, 

CDK7, CDK9 

pokročilé solidní nádory, 

nemalobuněčný karcinom plic 

I 

II (ukončeno) 

SCH-727965 

(dinaciclib) 

CDK1, CDK2,CDK5, 

CDK9 

lymfomy, melanomy, prsní karcinom, 

leukémie, mnohočetný myelom 
I/II/III 

SNS-032 CDK2, CDK7,CDK9 

pokročilé solidní nádory, 

chronická lymfocytická leukémie, 

mnohočetný myelom 

I 

TG02 
CDK1, CDK2,CDK7, 

CDK9 
hematologické malignity I 
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2.2 Flavonoidy 

2.2.1 Výskyt a význam flavonoidů 

Flavonoidy (z latinského flavus – žlutý) zahrnují skupinu polyfenolických látek běžně se 

vyskytující jako sekundární metabolity v rostlinách s různými fyziologickými funkcemi jako je 

ochrana před fotosyntetickým stresem, UV zářením, volnými radikály či herbivory. Původně byly 

flavonoidy identifikované jako pigmenty zodpovědné za různé odstíny žluté, oranžové a červené 

v květech, plodech či podzimem zbarvených listech (Timberlake et Henry, 1986; Brouillard et 

Cheminant, 1988). Vysoký obsah flavonoidů lze nalézt v ovoci, zelenině, obilí, semenech, ořechách, 

květech atd., známá je jejich přítomnost v citrusových plodech, čaji a červeném víně (Manach et al., 

2004). Příjem flavonoidů v lidské stravě byl již předmětem řady výzkumů v různých zemích a bývá 

odhadován na desítky až stovky mg/den (Chun et al., 2007; Ilow et al., 2012). Celkové množství i 

zastoupení jednotlivých skupin flavonoidů je samozřejmě ovlivněno stravovacími návyky jednotlivých 

kultur.  

Všudypřítomnost flavonoidů v lidské stravě i v různých léčivých rostlinách využívaných v 

tradiční medicíně vedla k důkladnému zkoumání jejich biologické aktivity. Mezi významné efekty 

patří antioxidační, protizánětlivé, hepatoprotektivní účinky, známá je jejich úloha v prevenci 

kardiovaskulárních chorob a nádorových onemocnění, prokázány byly také jejich účinky antivirální, 

antidiabetické, při hojení ran atd. (Middleton et al., 2000; Havsteen, 2002). 

 

2.2.2 Struktura 

Ze strukturního hlediska jsou flavonoidy nízkomolekulární látky, jejichž základem jsou dva 

aromatické cykly (A a B) propojené O-heterocyklem (Obrázek 1). Další dělení do skupin je založeno 

na přítomnosti oxoskupiny na pozici 4, dvojité vazby mezi atomy uhlíku 2 a 3 C kruhu a na 

přítomnosti hydroxylových skupin. Přehled nejvýznamnějších skupin flavonoidů, jejich zástupců a 

nejčastější výskyt v potravinách je znázorněn v Tabulce 2. 

 

O

A

B

C

1

2

3

4  

Obrázek 1: Obecná struktura flavonoidů 
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Tabulka 2. Přehled nejběžnějších skupin flavonoidů a jejich zástupců 

skupina schéma struktury zástupci zdroj 

flavan-3-oly O

OH  

katechin 

epikatechin 

gallokatechin 

epigallokatechin 

epikatechin-3-gallát 

epigallokatechin-3-gallát 

čaje 

červené víno 

červený grep 

jablka 

kakao 

flavanony 
O

O  

naringenin 

hesperetin 

eriodyctiol 

silybin 

citrusy 

flavony 
O

O  

apigenin 

luteolin 

(eupatorin) 

petržel, tymián 

isoflavony 

O

O
 

genistein 

daidzein 

glycitein 

biochanin A 

sójové boby 

zelenina 

flavonoly 
O

O

OH

 

kaempferol 

myricetin 

quercetin 

jablka, brokolice, rajčata, 

kapusta, bobule, 

čaj, červené víno 

antocyanidiny O
+

OH  

cyanidin 

delphinidin 

malvidin 

petunidin 

pelargonin 

červené, modré, fialové 

bobule 
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2.2.3 Biologická dostupnost a metabolismus flavonoidů 

 Je důležité si uvědomit, že ačkoliv patří flavonoidy k běžným látkám v lidské stravě, nepatří 

mezi biologicky nejaktivnější. Nízká aktivita je způsobena jednak špatnou absorbcí ve střevě, vysokou 

mírou metabolizace a rychlou eliminací z těla. Biologická dostupnost flavonoidů značně kolísá 

v závislosti na typu flavonoidu, jeho formě, dalších přítomných látkách a nezanedbatelný význam má 

také variabilita v rámci lidské populace. Někteří lidé mohou mít odlišné hladiny metabolizujících 

enzymů či transportérů ovlivňujících absorbci flavonoidů. Koncentrace všech metabolitů flavonoidu 

v krevní plasmě se po příjmu 50 mg aglykonu pohybuje v rozmezí 0 – 4 μM. Nejlépe absorbované 

jsou isoflavony, katechiny, flavanony a glukosidy quercetinu. Naopak mezi nejhůře přijímané 

flavonoidy patří antocyanidiny a galloylované čajové katechiny (Manach et al., 2005). Při podání 

vysoké dávky flavonoidu intravenózně pro terapeutické účely však koncentrace flavonoidu může 

dosáhnout i více než 100 μM (Ferry et al., 1996). 

Flavonoly, isoflavony, flavony a anthocyanidiny jsou ve stravě přítomny většinou ve formě 

glykosidů, které jsou hydrolyzovány v tenkém střevě příslušnými glykosidasami nebo střevní 

mikroflorou v tlustém střevě. V případě hydrolýzy střevní mikroflorou je ovšem efektivita absorbce 

flavonoidů snížena v důsledku degradace aglykonů na jednoduché aromatické kyseliny bakteriálními 

enzymy. Během absorbce jsou aglykony v buňkách tenkého střeva a později i v játrech metabolicky 

upravovány methylací, sulfatací a glukuronidací, tedy procesy, které jsou součástí běžných 

detoxifikačních procesů společných mnoha xenobiotikům a usnadňujících jejich eliminaci z těla. 

Biologická aktivita těchto metabolitů může být odlišná od původních flavonoidů (Williamson et al, 

2005a). V krvi se konjugované deriváty extenzivně vážou na albumin. Flavonoidy jsou z těla 

eliminovány převážně močí a žlučí. Žlučové cesty přivádí metabolizované flavonoidy do 

dvanácterníku, kde jsou podrobeny účinkům bakteriálních enzymů, zvláště β-glukuronidasy, a mohou 

být poté reabsorbovány. Tato recyklace může vést k prodloužení přítomnosti flavonoidů v těle 

(Scalbert et Williamson, 2000; Manach et al., 2004; Manach et al., 2005).  

 

2.2.4 Flavonoidy jako nízkomolekulární inhibitory procesu karcinogeneze 

Pravděpodobně nejlépe popsanou vlastností společnou prakticky celé skupině flavonoidů jsou 

jejich antioxidační účinky (RiceEvans et al., 1996), a u některých z nich (quercetin, katechin, 

epikatechin) byly dokonce prokázány silnější antioxidační účinky než u vitaminu C in vitro (Kim et 

al., 2002). Flavonoidy mají schopnost jak přímo zhášet ROS, tak i inhibovat enzymy zapojené 

v různých oxidačních procesech jako je xanthinoxidasa (Lin et al., 2000) či NADPHoxidasa (Chow et 

al., 2007) nebo naopak zvyšovat aktivitu antioxidačních enzymů jako katalasa, superoxiddismutasa, 
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glutathionperoxidasa či glutathionreduktasa (Rajendran et al., 2008). Tímto způsobem flavonoidy 

fungují jako významné chemopreventivní látky. 

 U řady flavonoidů byl potvrzen antiproliferační efekt na různých nádorových buněčných 

liniích (Kawaii et al., 1999; Kuntz et al., 1999). Výzkumy ukázaly schopnost těchto látek ovlivňovat 

aktivitu různých regulátorů buněčného cyklu a indukovat tak jeho zastavení. Flavopiridol, 

semisyntetický analog flavonu rohitukinu, se stal prvním inhibitorem CDK, který vstoupil do 

klinického testování pro léčbu různých typů nádorových onemocnění (Zhai et al., 2002; Karp et al., 

2012). Mezi další molekulární cíle flavonoidů inhibujících proliferaci patří i receptorové tyrosinkinasy 

(EGFR, IGF-1R, PDGFR, VEGFR, c-Met; Teillet et al., 2008) nebo Ras/MAP-kinasová (Chung et al., 

2001) či PI3-kinasová/Akt signální dráha (Siddiqui et al., 2004) atd.  

Významným způsobem likvidace nádorových buněk je indukce buněčné smrti – apoptózy. 

Flavonoidy již opakovaně prokázaly schopnost vyvolat apoptózu v různých nádorových buněčných 

liniích (Kuntz et al., 1999; Wang et al., 1999; Sakagami et al., 2000; Wenzel et al., 2000; Erhart et al., 

2005). Mechanizmy účinku zahrnují inhibici DNA topoisomerasy I/II (Markovits er al., 1989; Bailly, 

2000), uvolnění cytochromu c, aktivaci caspas (Wang et al., 1999; Erhart et al., 2005; Lee et al., 

2002), inhibici exprese antiapoptotických mitochondriálních proteinů Bcl-2 a Bcl-XL (Erhart et al., 

2005) nebo naopak aktivaci proapoptotických Bax a Bak, jaderného transkripčního faktoru NF-kappa 

B, endonukleas atd. (Wenzel et al., 2000; Lee et al., 2002).  

Kromě výše zmiňovaných antiproliferačních efektů je zajímavou vlastností některých 

flavonoidů indukce terminální diferenciace nádorových buněk. Flavonoidy genistein, apigenin, 

luteolin, quercetin, phloretin či daidzein prokázaly schopnost diferenciace buněk akutní myeloidní 

leukemie HL-60 do buněk granulocytů a monocytů (Jing et al., 1993; Takahashi et al., 1998), 

erythroidní diferenciace buněk myelogenní leukemie K562 byla pozorována po aplikaci isoflavonu 

genisteinu. Dalším příkladem může být i indukce diferenciace buněk HT-29 odvozených od 

karcinomu tlustého střeva samotným flavonem (Wenzel et al., 2000).  

Řada flavonoidů již také prokázala svůj inhibiční efekt na nádorovou angiogenezi (Mojzis et 

al., 2008). Konkrétním příkladem mohou být flavonoidy obsažené v červeném víně nebo zeleném čaji, 

které jsou schopné inhibovat některé klíčové procesy angiogeneze jakými jsou proliferace a migrace 

endoteliálních buněk nebo exprese proangiogenních faktorů (Oak et al., 2005). Jedním z dalších 

mechanismů účinku je i inhibice matrixových metaloproteinas (Mantena et al., 2005) nebo inhibice 

PI3-kinasové/Akt a Erk1/2 signálních drah vedoucí k poklesu hypoxií indukovaného HIF-1α faktoru 

s následkem snížené exprese VEGF (Zhang et al., 2006). Anti-angiogenní účinky flavonoidů byly 

prokázány i in vivo např. u myší s rakovinou kůže vyvolanou UV-zářením (Mantena et al., 2005), u 

myší s rakovinou prostaty (Adhami et al., 2003) nebo u myší s plicními nádory vyvolanými urethany 

(Singh et al., 2006). Díky této vlastnosti se flavonoidy stávají potenciálními léčivy zvláště pro léčbu 

solidních nádorů.  
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 Kromě angiogeneze flavonoidy také ovlivňují celou řadu klíčových procesů metastazování 

jako jsou mezibuněčné interakce, degradace tkáňové bariéry, migrace, adheze buněk k matrix atd. 

Aktuální, podrobný přehled vlivu flavonoidů na invazi a metastazování nádorových buněk in vitro i in 

vivo shrnuli Weng a Yen ve svém aktuálním review (Weng et Yen, 2012). 

 Určité flavonoidy mají i efekt na mnohočetnou lékovou resistenci. Mechanismem účinku je 

obvykle schopnost inhibovat funkci P-glykoproteinu, který patří do rodiny ABC (ATP-binding 

cassette) transportérů aktivně přečerpávajících široké spektrum xenobiotik z buňky na úkor ATP a 

snižujících tak účinnost léčiv. P-glykoprotein je tvořen transmembránovou doménou 

zprostředkovávající vazbu látky a vlastní transport z buňky a nukleotid-vazebnou doménu 

zodpovědnou za vazbu a hydrolýzu ATP. Mechanizmem inhibice P-glykoproteinu flavonoidy je 

jednak snížení jeho exprese, dále také přímá vazba s vysokou afinitou na nukleotid-vazebnou doménu 

a/nebo vazba do vazebného místa subtrátu nebo inhibice ATPasové aktivity (Di Pietro et al., 2002; 

Morris et Zhang, 2006). Interakce flavonoidů s dalšími členy rodiny ABC transportérů (MRP1, MRP2, 

BCRP) byly také pozorovány (Morris et Zhang, 2006). 

2.2.5 Eupatorin  

Část práce je zaměřena na antiproliferační potenciál flavonu eupatorinu. Tato látka byla 

vybrána z důvodu zajímavých biologických efektů, kterými vynikala nad ostatními látkami z naší 

testované série potenciálních CDK inhibitorů přírodního původu. Navíc v té době nebylo známo nic o 

jejím mechanismu účinku.  

Eupatorin je jednou ze složek rostlin Orthosiphon stamineus (JV Asie; Yam et al., 2010), 

Lantana Montevidensis (tropy J Ameriky; Nagao et al., 2002), Tanacetum vulgar (mírné pásmo 

Evropy, Asie; Schinella et al., 1998) či zástupců rodu Eupatorium (Dobberstein et al., 1977) atd. Mezi 

rostliny vyskytující se i v našich středoevropských podmínkách patří Eupatorium cannabinum (sadec 

konopáč), v jejímž extraktu z listů jsme ovšem přítomnost eupatorinu neprokázali (nepublikovaná 

data). V České republice je však komerčně dostupná i rostlina Orthosiphon stamineus v podobě čaje 

nebo ve formě kapslí jako potravinový doplněk, kde se nám eupatorin podařilo prokázat a které jsme 

proto využili pro naše experimenty.  

Orthosiphon stamineus Benth. (Lamiaceae) je léčivá rostlina používaná již po několik století v 

přírodní medicíně v jihovýchodní Asii pro léčbu řady onemocnění včetně žlučových či ledvinových 

kamenů, otoků, horečky, chřipky, revmatismu, hepatitidy atd. (Tran, 1990). Známá je i pod jinými 

jmény jako „Misai kuching“ v Indonézii, „Rau meo“ ve Vietnamu, „Neko no hige“ (kočičí vous) v 

Japonsku či jako “Jávský čaj” pro detoxifikaci organismu (Chin et al., 2008). Známé pozitivní účinky 

na lidský organismus se staly podnětem pro bližší studium extraktů z této rostliny a výsledky potvrdily 

její diuretické (Adam et al., 2009), antioxidační (Akowuah et al., 2005; Yam et al., 2007), 

hepatoprotektivní (Yam et al., 2007), protizánětlivé (Yam et al., 2008; Yam et al., 2010), analgetické 
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(Yam et al., 2008), antipyretické (Yam et al., 2009) a antidiabetické účinky (Sriplang et al., 2007). 

Extrakty z listů Orthosiphon stamineus obsahují široké spektrum látek: flavonoidy, terpenoidy, 

saponiny, hexosy, organické kyseliny atd. (Tezuka et al., 2000; Awale et al., 2003; Akowuah et al, 

2004; Loon et al., 2005). Polymethoxylované flavonoidy sinensetin, eupatorin a 3′-hydroxy-5,6,7,4′-

tetramethoxyflavon, patří k dominantním složkám chloroformových frakcí těchto extraktů a zároveň i 

k terapeuticky nejzajímavějším (Yam et al., 2010). Sušené, drcené listy obsažené v kapslích byly 

v této práci využity pro vytvoření chloroformového extraktu, v němž byla stanovena koncentrace 

eupatorinu a který byl dále testován na buněčných kulturách. Výsledky poté byly porovnávány 

s účinky samotného eupatorinu odpovídající koncentrace. 

 Eupatorin, 3´,5-dihydroxy-4´,6,7,-trimethoxyflavone (Obrázek 2), již v minulosti prokázal 

své antiproliferační účinky na buněčných liniích HeLa odvozených od rakoviny děložního čípku 

(Csapi et al., 2010), na buňkách MK-1 karcinomu žaludku (Tezuka et al., 2000) či MDA-MB-468 

prsního karcinomu, avšak žádné cytotoxické účinky nebyly potvrzeny na normálních prsních buňkách 

MCF-10A (Androutsopoulos et al., 2008). V jedné z nejnovějších studií byl eupatorin nalezen v sérii 

přírodních látek jako inhibitor kontrolního bodu mitotického vřeténka (Salmela et al., 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 2: Struktura eupatorinu 
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3. Materiál a metody 

3.1 Příprava extraktu z listů Orthosiphon stamineus 

Suché, drcené listy O. stamineus byly zakoupeny z firmy Expharma (Česká republika), 

homogenizovány chloroformem (40 ml na 2 g) pomocí vibračního kulového mlýnku (MM 301, 

Retsch, Německo). Surový extrakt byl centrifugován 10 min při 20 000 g, supernatant byl zfiltrován 

přes 0,45μm nylonový membránový filtr (Alltech, Nizozemí) a odpařen pomocí rotační vakuové 

odparky (Buchi, Švýcarsko). Suchý isolát byl rozpuštěn v DMSO a roztok byl použit pro testy na 

buněčných kulturách. 

 

3.2 Chemikálie a protilátky 

Olomoucin, R-roskovitin a R-olomoucin II byly syntetizovány dle publikované metodiky 

(Havlicek et al., 1997; Krystof et al., 2002). Eupatorin standard (čistota 94.1 % determinována pomocí 

HPLC dodavatelem) byl zakoupen z firmy Phytolab (Německo) a inhibitor farnesyltransferasy 

L744,832 z firmy Alexis Biochemicals (Švýcarsko). Látky byly rozpuštěny v DMSO na koncentraci 

100 mM a použity pro testy na buněčných kulturách. Specifické protilátky byly zakoupeny z firem 

Cell Signaling Technology (USA; anti-caspasa 3), Sigma-Aldrich (USA; anti-α-tubulin, klon DM1A; 

peroxidasou značené sekundární protilátky), Santa Cruz Biotechnology (USA; anti-Mcl-1, klon S-19; 

anti-PARP, klon F-2; anti-Mdm-2, klon SMP14; VEGFR1, klon C-17), Millipore (USA; anti-

pH3
Ser10

), Jackson ImmunoResearch Laboratory (VB; kozí protilátka proti myším IgG značená FITC), 

Exbio (Česká republika; anti-γ-tubulin značený Dyomics 647), Invitrogen (USA; kozí sekundární 

protilátka proti králičím IgG značená Alexa Fluor 488) nebo byly poskytnuty jako dar od B. Vojtěška 

(Masaryk Memorial Cancer Institute, Brno, Česká republika; anti-p53, klon DO-1). Všechny 

protilátky byly rozpuštěny v roztoku 5% nízkotučného mléka a 0.1% Tweenu 20 v PBS.  

 

3.3 Buněčné kultury a test viability 

Buněčné linie MCF7 (prsní adenokarcinom), RPMI8226 (mnohočetný myelom), HL-60 

(akutní promyelocytická leukémie), MOLT-4 (akutní lymfoblastická leukémie), K562 (chronická 

myelogenní leukémie), HeLa (adenokarcinom děložního čípku) a BJ (předkožkové fibroblasty) byly 

zakoupeny z firmy American Type Culture Collection (USA) nebo European Collection of Cell 

Cultures (VB). HUVEC endotheliální buňky byly poskytnuty prof. J. Ulrichovou (Univerzita 

Palackého, Olomouc, Česká republika). Buňky byly kultivovány podle pokynů dodavatele. Klony 

potkaních embryonálních fibroblastů byly připraveny dle publikované metodiky (Schmid et al., 2009). 

Testy buněčné viability byly prováděny pomocí kalceinu AM (Invitrogen, USA), fluorescence živých 
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buněk byla měřena při 485/538 nm (ex/em) pomocí Fluoroskan Ascent Plate Reader (Thermo 

Labsystems, USA) podle zavedené metodiky (Jorda et al., 2011).  

 

3.4 Sledování tvorby kolonií 

HeLa buňky byly nasazeny v nízké hustotě (200 buněk na jamku) do šestijamkového panelu a 

nechány 24 hod adherovat. Byla provedena buď kontinuální kultivace s eupatorinem na 12 dní anebo 

pouze 24-hodinová inkubace následovaná kultivací v čistém médiu po dobu 11 dní. Po ukončení 

kultivací byly buňky promyty, zafixovány 70% ethanolem a nabarveny 25 mM krystalovou violetí. Po 

promytí byly jednotlivé kolonie spočítány.  

 

3.5 Analýza buněčného cyklu 

Přibližně 10
6
 buněk bylo sklizeno a zafixováno 90% methanolem. Po rehydrataci byly buňky 

inkubovány s primární protilátkou proti pH3
Ser10

 a poté s příslušnou sekundární protilátkou značenou 

Alexa Fluor 488. DNA byla značena propidium jodidem. Fluorescence byla měřena při 488/575 

(ex/em) pro propidium jodid a 488/525 (ex/em) pro Alexa Fluor 488 pomocí průtokového cytometru 

Cell Lab QuantaTM SC (Beckman Coulter, USA). Buněčný cyklus byl analyzován pomocí programu 

Multicycle AV for Windows. 

 

3.6 SDS–PAGE a imunodetekce 

Po sklizení buněk a jejich lýzi se koncentrace proteinů v lyzátech stanovila Bradfordovou 

metodou. Vzorky byly separovány pomocí SDS-polyakrylamidové gelové elektroforézy a přeneseny 

na nitrocelulózovou membránu. Následovalo blokování membrán a jejich inkubace s primárními a 

příslušnými sekundárními protilátkami. Komplexy protein-protilátka byly vizualizovány pomocí ECL 

(Thermo Fisher Scientific, USA), jak již bylo popsáno dříve (Jorda et al., 2011). 

 

3.7 Měření aktivity caspasy 3/7 

Metoda byla provedena podle Jordy et al., 2011. Ve stručnosti, buňky byly sklizeny, lyzovány 

a koncentrace proteinů se stanovila Bradfordovou metodou. 15 μg proteinů se smíchalo se 100 μl 

reakční směsi obsahující 100 μM Ac-DEVD-AMC jako substrát. Fluorescence byla měřena pomocí 

Fluoroskan Ascent reader (Thermo Labsystems, USA) při 346/442 nm (ex/em).  
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3.8 Imunofluorescenční značení 

Buňky byly kultivovány na krycích sklíčkách v šestijamkových panelech. Po promytí PBS 

následovala fixace směsí methanol : aceton (1:1) a blokování 10% fetálním hovězím sérem. V dalším 

kroku proběhla inkubace s primárními a příslušnými sekundárními protilátkami. DNA byla značena 

DAPI. K pořizování fotografií byl použit fluorescenční mikroskop BX50 (Olympus, Japan) vybavený 

digitální kamerou Cool Snap (Photometrics, USA). 

 

3.9 Měření inhibice proteinkinas 

CDK1/cyklin B a CDK2/cyklin E byly produkovány pomocí bakulovirového expresního 

systému a purifikovány pomocí Ni
2+

-NTA kolony (Qiagen, Německo). Reakční směs obsahovala 

enzym, 1 mg/ml histon H1, 15 μM ATP, 0,05 μCi [γ-
33

P]ATP a testovanou látku, vše v reakčním 

pufru (60 mM HEPES-NaOH, pH 7,5, 3 mM MgCl2, 3 mM MnCl2, 3 μM orthovanadát sodný, 1,2 mM 

DTT, 2,5 μg/50 μl PEG20.000). Reakce byla po inkubaci zastavena přídavkem 3% H3PO4. Podíl reakční 

směsi se nanesl na P-81 fosfocelulózový papír (Whatman, VB), který se poté 3x promyl 0,5% vodným 

roztokem H3PO4 a nechal na vzduchu uschnout. Radioaktivita byla měřena pomocí digitálního 

obrazového analyzátoru FLA-7000 (Fujifilm, Japonsko). Hodnoty IC50 byly získány z grafické 

analýzy. 
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4. Komentované výsledky a diskuse 

4.1 Biologická aktivita guanidinových analogů roskovitinu 

Testování biologické aktivity 

CDK inhibiční aktivity 2,9-disubstituovaných-6-guanidinopurinů (Tabulka 1 Přílohy I) byly 

studovány pomocí purifikovaných rekombinantních enzymů CDK1/cyklin B a CDK2/cyklin E. Testy 

viability byly prováděny na nádorové buněčné linii MCF7 odvozené od karcinomu prsu. Analýza 

průtokovým cytometrem prokázala schopnost některých látek indukovat nárůst populace G2+M 

buněk. Ve snaze odlišit G2 a M fázi jsme sledovali intracelulární hladinu histonu H3 fosforylovaného 

na serinu 10 (pH3
Ser10

). Tato fosforylace, katalyzovaná aurora kinasami A a B, je nezbytná pro 

kondenzaci chromatinu během mitózy a je proto často využívaná jako mitotický marker (Crosio et al., 

2002; Perez-Cadahia et al., 2009). Všechna data jsou shrnuta v Tabulce 2 Přílohy I. CDK inhibitor 

roskovitin vyvolávající specificky G2 blok byl použit jako pozitivní kontrola (IC50: CDK2 = 0,17 μM, 

CDK1 = 2,4 μM, MCF7 = 20,2 μM). 

 

Vztah mezi strukturou a aktivitou  

Aromatická substituce na pozici 6 purinového skeletu je kritickým elementem determinujícím 

účinnost a selektivitu purinových derivátů vůči CDK (DeAzevedo et al., 1997; Jorda et al., 2012). 

Schopnost guanidinoskupiny na pozici 6 stabilizovat vazebné interakce v aktivním místě CDK byla 

demonstrována zvýšenými aktivitami 6-guanidinopurinů 3 a 5 (IC50 CDK2 < 2 μM, CDK1 < 15 μM) 

ve srovnání s odpovídajícími 6-aminoderiváty 11 a 12. Dále také srovnání inaktivní látky 13 se slabým 

CDK inhibitorem 9 poukázalo na fakt, že nahrazení dimethylamino skupiny (13) guanidinoskupinou 

(9) vede ke zlepšení inhibičních vlastností. Na základě těchto výsledků jsme připravili sérii N9-

substituovaných 2-amino-6-guanidinopurinů a testovali jejich biologickou aktivitu. Podobným 

způsobem byly již dříve připraveny a evaluovány i jiné sety purinových derivátů (Havlicek et al., 

1997; Meijer et al., 1997; Williamson et al., 2005b).  

Naše výsledky ukázaly, že nejsilnějšími inhibitory CDK byly deriváty obsahující malý, 

nepolární, alkylový N9-substituent. Mezi nejaktivnější z této řady patřily látky obsahující na pozici N9 

ethyl (5) nebo isopropyl (3), dále methyl (1), propyl (2) a nejméně aktivní byla látka 4 obsahující 

isobutyl. N9-substituce polárními heteroalkyly obecně vedla ke ztrátě CDK inhibičních i 

cytotoxických vlastností.  

Navzdory určité schopnosti těchto N9-substituovaných 2-amino-6-guanidinopurinů inhibovat 

CDK neměla většina těchto látek žádný významný cytotoxický efekt na buňky MCF7 (IC50>100 μM) 

nebo pouze slabý (IC50>50 μM). Nicméně některé tyto deriváty byly i přesto schopné akumulovat 

buňky v G2+M fázi (deriváty 2-5). V porovnání s roskovitinem byly látky 3 a 5 slabšími inhibitory 
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CDK s hodnotami IC50 alespoň pětkrát vyššími, jejich cytotoxicita byla také nižší (4x, resp. 2x), avšak 

schopnost ovlivňovat buněčný cyklus byla obdobná. Došlo k nárůstu populace buněk v G2+M fázích 

buněčného cyklu (2x, resp. 1,6x) a více než pětinásobnému poklesu buněk pozitivních na pH3
Ser10

, 

který je charakteristický pro G2 blok buněčného cyklu. Na druhé straně deriváty obsahující propyl (2) 

a isobutyl (4) způsobily nárůst populace mitotických buněk prokázaný akumulací mitotického markeru 

pH3
Ser10

. Tato pozorování poukazují na skutečnost, že i malá změna v N9-substituentu zjevně vede 

k alternativním mechanismům účinku.  

Jelikož derivát nesoucí isopropyl na pozici N9 (3) patřil k nejúčinnějším z dané série a také 

protože N9-isopropyl obsahuje i molekula roskovitinu, syntetizovali jsme sérii substituovaných 6-

guanidino-9-isopropylpurinů s různými C2-substituenty odvozenými od C2-postranního řetězce 

olomoucinu či roskovitinu. Význam C2-substituentu byl demonstrován porovnáním biologických 

aktivit 2-amino-6-guanidino-9-methylpurinu (1), který inhiboval CDK řádově v mikromolech, a 

neaktivního, C2-nesubstituovaného 6-guanidino-9-methylpurinu (10). Látka 16a nesoucí na pozici C2 

hydroxyethylamino skupinu, olomoucinový postranní řetězec, významným způsobem nezvýšila CDK 

inhibiční vlastnosti odpovídajícího 2-aminoderivátu (3), avšak zlepšila jeho antiproliferační vlastnosti 

na buňkách MCF7 téměř osmkrát. Z toho vyplývá, že tato zvýšená účinnost pravděpodobně nesouvisí 

s inhibicí CDK. Prodloužení olomoucinového postranního řetězce o jednu methylenovou skupinu 

(16b) vedlo ke zvýšení CDK inhibiční aktivity přibližně čtyřikrát, avšak k významnému zlepšení 

antiproliferačních vlastností na buňkách MCF7 nedošlo. Další prodlužování řetězce (16c) již nevedlo 

k žádné významné změně v biologické aktivitě.  

Dále byla připravena série 6-guanidino-9-isopropylpurinů s N- a O-vázanými C2-substituenty. 

Obecně lze říci, že 2-N- i 2-O-deriváty s vysokou aktivitou vůči CDK vykazovaly ve většině případů i 

vyšší aktivitu na buňkách MCF7. Z toho lze usoudit, že alespoň část biologické aktivity je způsobena 

inhibicí CDK. 2-O-deriváty byly v porovnání se svými 2-N-regioisomery několikanásobně méně 

aktivní. Výjimkou byla látka 16j, jedna z nejaktivnějších z celého setu. Ačkoliv byla podobně jako 

ostatní 2-O-deriváty slabším inhibitorem CDK2 (25x) než odpovídající 2-N-regioisomer 16k, její efekt 

na CDK1 i buňky MCF7 byl překvapivě téměř identický. 

Nejaktivnější látkou z celého setu byl derivát 16g nesoucí jak stejný N9-, tak i C2-substituent 

jako molekula roskovitinu. Tato látka byla několikanásobně účinnější v inhibici CDK (2,7x pro CDK1 

a 4,6x pro CDK2) stejně jako na buňkách MCF7 (IC50 více než 10x nižší) než samotný roskovitin. 

Jelikož je C2-postranní řetězec roskovitinu opticky aktivní, je třeba poznamenat, že mluvíme-li zde o 

roskovitinu, jedná se o jeho (R)-enantiomer, který byl dříve popsán jako aktivnější forma v porovnání 

se svým (S)-isomerem (Bach et al., 2005). U námi syntetizovaných látek byl překvapivě pozorován 

opačný trend. (S)-enantiomery byly obecně aktivnější než příslušné (R)-isomery, a to jak v řadě 2-N-

derivátů 16e a 16g, 16i a 16k tak i 2-O-derivátů 16d a 16f, 16h a 16j.  

Poslední charakterizovanou skupinou látek byly deriváty obsahující ve své molekule cyklus na 

pozici C2. Přítomnost cyklopropylaminoskupiny na pozici C2 (16l) zlepšila CDK inhibiční (přibližně 
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2,5x) a cytotoxické vlastnosti (téměř 20x) ve srovnání s odpovídajícím 2-aminoderivátem (3). D- a L-

prolinol byly další zkoumané cyklické C2-substituenty. Ve skupině různých isomerů prolinolu na 

pozici C2 (16m-p) byl nejaktivnější derivát 16n nesoucí N-vázaný L-prolinol, jehož biologická 

aktivita byla velmi podobná roskovitinu. 

 

Kinasová selektivita 

U dvou nejaktivnějších (R)- a (S)-enantiomerů 16e a 16g byla sledována schopnost inhibovat 

různé kinasové cíle na panelu 121 proteinkinas. Je známo, že účinnost a selektivita spolu negativně 

korelují (Posy et al., 2011), proto nebylo překvapením, když se oba deriváty ukázaly být 

nespecifickými inhibitory redukujícími aktivitu celé řady proteinkinas (Tabulka 3 Přílohy I). 

Roskovitin je naproti tomu znám jako selektivní inhibitor CDK významně ovlivňující kromě aktivity 

CDK pouze několik málo dalších kinas jako CaM kinasu 2, CK1α, CK1δ, DYRK1A, EPHB2, ERK1, 

ERK2, FAK a IRAK4 (Bach et al., 2005; Bain et al., 2007; Obrázek 3). Důvodem snížené selektivity 

6-guanidinopurinů je pravděpodobně odstranění aromatického substituentu na pozici C6, který hraje 

klíčovou úlohu v selektivitě vůči CDK (DeAzevedo et al., 1997). V souladu s předchozími daty (S)-

enantiomer 16g inhiboval testované kinasy efektivněji než (R)-enantiomer 16e. 

 

 

Obrázek 3: Porovnání specificity 1 μM roskovitinu (zdroj www.invitrogen.com) a 1 μM látky 16g na 

reprezentativním panelu proteinkinas.  
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4.2 Antiproliferační a anti-angiogenní účinky flavonu eupatorinu 

Eupatorin je aktivní složkou extraktu z listů Orthosiphon stamineus  

Příprava chloroformového extraktu je popsána v sekci Materiál a metody. Extrakt významně 

redukoval viabilitu nádorových buněk, jak ukazuje Tabulka 1 Přílohy II a Suppl. 2 Přílohy II. Již 

dříve bylo popsáno, že eupatorin patří k nejaktivnějším látkám v chloroformovém extraktu z listů O. 

stamineus (Yam et al., 2010). Naší snahou bylo ohodnotit příspěvek eupatorinu k celkové aktivitě 

extraktu. Za tímto účelem byla stanovena koncentrace eupatorinu v extraktu pomocí UPLC-MS/MS 

(0,53 ± 0,08 mg/g DW; Suppl. 1 Přílohy II) a účinky extraktu o známé koncentraci eupatorinu byly 

poté porovnávány s čistým, komerčně dodávaným eupatorinem odpovídající koncentrace (Tabulka 1 

a 2 a Suppl. 2 Přílohy II). Výsledky jasně demonstrují, že eupatorin významným způsobem přispívá 

k celkové aktivitě extraktu. Navíc byl tento flavon selektivně aktivní v nádorových buněčných liniích 

a mnohem méně účinný v netransformovaných buňkách (Tabulka 2 Přílohy II).  

 

Eupatorin indukuje G2+M blok buněčného cyklu  

Připravený extrakt (6,48 mg DW/ml, konečná koncentrace eupatorinu v médiu byla 10 μM, 

Fig. 2A Přílohy II) i čistý eupatorin (Fig. 2B Přílohy II) indukovali po 24 hod G2+M blok 

buněčného cyklu HeLa buňkách (kvantifikace na Obrázku 4).  

 

 

 

Obrázek 4: Kvantifikace analýzy buněčného cyklu HeLa buněk značených propidium jodidem po 

aplikaci extraktu a eupatorinu na 24 h.  
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Pro odlišení G2 fáze od mitózy jsme sledovali intracelulární hladinu histonu H3 

fosforylovaného na serinu 10 (pH3
Ser10

) průtokovou cytometrií (Fig. 2C Přílohy II) a 

imunofluorescenční mikroskopií (Suppl. 3 Přílohy II). Tato fosforylace, katalyzovaná aurorami A a 

B, je nezbytná pro kondenzaci chromatinu na počátku mitózy a je proto často využívaná jako 

mitotický marker (Crosio et al., 2002; Perez-Cadahia et al., 2009). Její inhibice vede k bloku 

buněčného cyklu v pozdní G2 fázi (Prigent et Dimitrov, 2003). Aurora B je také součástí kontrolního 

bodu vřeténka a je aktivována v případě nedostatečného napětí mikrotubulů napojených ke 

kinetochorům chromozómů (Ditchfield et al., 2003; Hauf et al., 2003). Inhibice její aktivity 

v mitotických buňkách vede k inaktivaci tohoto kontrolního mechanizmu a následnému nucenému 

průchodu mitózou s narušeným procesem cytokineze (Salmela et al., 2012). Vysoké koncentrace 

eupatorinu inhibují aurora kinasu B jak v in vitro testech, tak i v buňkách HeLa, jak bylo v nedávné 

době prokázáno (Salmela et al., 2012). V asynchronní populaci buněk HeLa je ovšem pouze část 

buněk v mitóze (přibližně 25 %) a pouze u těchto buněk tedy dochází účinkem vysokých koncentrací 

eupatorinu k inhibici aurory B a s tím souvisejícímu překonání kontrolního bodu vřeténka. Tyto buňky 

prochází mitózou s narušeným procesem cytokineze a vstupují poté do G1 fáze v tetraploidním, 

mnohojaderném stavu. Přítomnost malé subpopulace polyploidních buněk po aplikaci eupatorinu 

podporuje tuto hypotézu (Fig. 2B,C Přílohy II). Avšak více než 75% asynchronní populace HeLa 

buněk je v momentě aplikace eupatorinu přítomno v interfázi. Inhibice aurory B vlivem vysokých 

koncentrací eupatorinu (20 μM) vede v tomto případě k bloku fosforylace histonu H3 na serinu 10 a 

k následnému selhání kondenzace chromatinu. Výsledkem je tedy akumulace interfázních buněk 

v pozdní G2 fázi, které obsahují defosforylovaný histon H3 (Fig. 2C Přílohy II). 

Jiná situace nastává při použití nízkých koncentrací eupatorinu (5 μM), kdy nedochází 

k úplnému potlačení aktivity aurory B. Interfázní buňky jsou tedy schopny vstoupit do mitózy, kde 

dochází k aktivaci funkčního kontrolního bodu vřeténka, protože, jak bude ukázáno později, je proces 

mitózy poškozen. Výsledkem je blok buněčného cyklu v mitóze charakterizovaný stoupajícím počtem 

buněk pozitivních na pH3
Ser10

. Funkční kontrolní bod vřeténka má kromě bloku buněčného cyklu za 

následek aktivaci apoptózy, charakterizované nárůstem umírajících, degradovaných buněk (Debris) 

(Fig 2C Přílohy II, Obrázek 4) a prokázané i dalšími experimenty (viz. dále). Velmi podobné 

výsledky byly pozorovány i u linie K562, u které byla navíc prováděna analýza buněčného cyklu 

v šestihodinových intervalech (Obrázek 5). Z těchto výsledků je patrné, že eupatorin má v nižších 

dávkách cytotoxické účinky a při vyšších spíše cytostatické (Schéma 1). Uvedené tvrzení je ovšem 

platné pouze v případě kratších, 24-hodinových inkubacích, při dlouhodobých kultivacích už je 

cytotoxický účinek koncentračně závislý, jak je možné pozorovat u třídenních testů viability (Suppl. 2 

Přílohy II). Z toho je zřejmé, že ačkoliv buňky vystavené 20 μM eupatorinu po 24 hodinách neumírají 

bezprostředně z důvodu nefunkčního kontrolního bodu vřeténka, který by vyvolal buněčnou smrt, 

jejich poškození je při delších inkubacích závažné a neslučitelné s přežitím. 
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Obrázek 5: Časový průběh působení eupatorinu na buněčný cyklus buněk K562. (A) Zastoupení buněk 

značených propidium jodidem v jednotlivých fázích buněčného cyklu, (B) zastoupení buněk značených 

propidium jodidem a protilátkou proti fosfo-histonu H3 (serin 10) v G2 fázi a mitóze.  
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Schéma 1: Navrhovaný mechanismus působení vysokých (A) a nízkých (B) dávek eupatorinu na 

průchod buněčným cyklem.  
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Účinky eupatorinu jsou částečně reverzibilní 

 Jedním z dalších cílů bylo prozkoumat reverzibilitu účinků eupatorinu. Za tímto účelem jsme 

buňky K562 kultivovali 24 hod v přítomnosti eupatorinu, poté jsme médium vyměnili za čisté na 

dalších 24 hodin. Analýza buněčného cyklu průtokovou cytometrií odhalila částečnou schopnost 

reverzibility (Obrázek 6). Buněk akumulovaných v G2+M fázi ubývalo a S-fázových naopak přibylo. 

Řada buněk však již byla poškozena natolik, že nebyla schopna přežít, čemuž nasvědčuje stále vysoké 

zastoupení subdiploidní populace (Debris; mrtvé, degradované buňky).  

 

 

Obrázek 6: Buňky K562 byly kultivovány v přítomnosti eupatorinu na 24 h, poté bylo médium 

vyměněno za čisté na dalších 24 hod. Buňky byly značeny propidium jodidem a analyzovány 

průtokovou cytometrií. 
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 V dalším testu jsme sledovali schopnost buněk tvořit kolonie. HeLa buňky byly v nízké 

hustotě nasazeny a inkubovány s eupatorinem kontinuálně na 12 dní anebo na 24 h s následnou 

kultivací v čistém médiu po dobu 11 dní. Tvorba kolonií byla při kontinuální inkubaci s 5, 10 a 20 μM 

eupatorinem úplně potlačena, avšak při nahrazení eupatorinu čistým médiem došlo k částečné obnově 

této schopnosti (Obrázek 7). 

   

  

Obrázek 7. Sledování schopnosti HeLa buněk tvořit kolonie. (A) HeLa buňky byly kultivovány 

kontinuálně 12 dní v médiu obsahující eupatorin, (B) HeLa buňky byly kultivovány s eupatorinem 24 

hodin a následně 11 dní v čistém médiu. Kolonie byly zafixovány 70% ethanolem, nabarveny 

krystalovou violetí a spočítány.  

 

Eupatorin indukuje mitotickou katastrofu a apoptózu 

Předchozí experimenty prokázaly schopnost eupatorinu vyvolat buněčnou smrt nádorových 

buněk, avšak její mechanismus bylo nutné ještě dále experimentálně potvrdit. Za tímto účelem jsme 

provedli imunodetekci vybraných markerů apoptózy v lyzátech HeLa buněk kultivovaných 

s eupatorinem 24 hod. Detekováno bylo štěpení proteinu PARP, aktivující štěpení caspasy 3 či mírný 

pokles v hladinách antiapoptotických mitochondriálních proteinů Bcl-2 a Mcl-1 (Fig. 3A Přílohy II). 

U proteinu Bcl-2 byla navíc pozorována pomaleji migrující, fosforylovaná forma spojovaná s G2+M 

blokem buněčného cyklu a inaktivací jeho antiapoptotické funkce (Terrano et al., 2010). Hladina 

proteinu p53 v buňkách HeLa je redukována důsledkem asociace s virálním onkoproteinem E6 

vedoucí k jeho degradaci proteasomem (Scheffner et al., 1993). Po aplikaci eupatorinu bylo možné 

pozorovat stabilizaci tohoto nádorového supresoru a s tím související redukci jeho negativního 

regulátoru Mdm2 (Fig. 3A Přílohy II). Kromě toho byla také v buněčných lyzátech naměřena zvýšená 

aktivita caspas 3 a 7, efektorových caspas zodpovědných za štěpení celé řady proteinů jako laminin či 
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PARP (Fig. 3B Přílohy II). Výše jmenované markery apoptózy byly zřetelnější při nižších 

koncentracích eupatorinu (5 a 10 μM) a naopak slabší v případě vyšší dávky (20 μM). Tyto výsledky 

jsou v souladu s předchozími experimenty, které poukazovaly na duální chování (cytotoxické vs. 

cytostatické) eupatorinu při 24-hodinové inkubaci (Fig 2B,C Přílohy II, Obrázek 4).  

 Jelikož byla u řady flavonoidů strukturně blízkých eupatorinu prokázaná schopnost inhibice 

polymerizace mikrotubulů (Beutler et al., 1998), bylo naším dalším cílem posoudit vliv eupatorinu na 

mikrotubulární systém. Pomocí imunofluorescenčního značení α- a γ-tubulinu jsme vizualizovali 

mikrotubuly, resp. centrosomy HeLa buněk ovlivněných eupatorinem. Žádnou významnou 

depolymerizaci mikrotubulů jsme nepozorovali, avšak po aplikaci 10 μM eupatorinu bylo možné 

pozorovat nárůst mitotických buněk obsahující multipolární dělící vřeténka s γ-pozitivními 

centrosomálními póly a také velké, mnohojaderné buňky s dekondenzovaným chromatinem (Obrázek 

8A, B). Tyto znaky jsou charakteristické pro mitotickou katastrofu (Roninson et al., 2001), která již 

byla popsána jako odpověď na řadu protinádorových léčiv jako je např. bleomycin, etoposid nebo 

taxol (Tounekti et al., 1993; Lock et Stribinskiene, 1996; Torres et Horwitz, 1998). Tento typ buněčné 

smrti je výsledkem narušeného procesu mitózy a bývá také často doprovázen klíčovými 

molekulárními jevy typické pro apoptózu jako je aktivace caspas, uvolnění cytochromu c 

z mitochondrií či degradace DNA (Castedo et al., 2004). Z tohoto důvodu usuzujeme, že mitotická 

katastrofa následovaná apoptózou je mechanismem buněčné smrti indukované 10 μM eupatorinem. 

Účinkem vyšší dávky eupatorinu (20 μM) dochází, jak již bylo diskutováno dříve, pravděpodobně 

vlivem inhibice aurory B k bloku interfázních buněk v pozdní G2 fázi. Tomu nasvědčuje přítomnost 

řady buněk s velkým jádrem, dekondenzovaným chromatinem a často i se zřetelně oddělenými 

centrosomy (Obrázek 8A). Kromě těchto buněk byly  pozorovány i buňky mnohojaderné podporující 

teorii nuceného průchodu mitózou vlivem nefunkčního kontrolního bodu vřeténka v případě 

mitotických buněk (Obrázek 8A).  

 

Eupatorin je nespecifický inhibitor proteinkinas 

Vzhledem ke strukturní podobnosti eupatorinu a známých inhibitorů proteinkinas (Singh et 

Agarwal, 2006; Teillet et al., 2008) jsme zkoumali schopnost 1 μM eupatorinu redukovat aktivitu 

přibližně 110 lidských proteinkinas. Eupatorin se ukázal být nespecifickým inhibitorem (Suppl. 4 

Přílohy II) snižující nejvýznamněji aktivity kinas RIPK2, VEGFR1 a MLK3 s residuálními aktivitami 

pod 33 %. Ačkoliv byla inhibice aurory B prokázaná jinými autory in vitro i v buněčných lyzátech 

(Salmela et al., 2012), v našich testech nepatřila aurora B s residuální aktivitou 79 % k těm 

nejcitlivějším. Avšak in vitro testy s rekombinantními enzymy nemusí nutně odrážet reálnou situaci 

v buňkách a navíc k významnému buněčnému efektu, který je pravděpodobně způsoben inhibicí 

aurory B, docházelo právě až při vyšších koncentracích eupatorinu (20 μM). 
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Obrázek 8: (A) Imunofluorescenčního značení α-tubulinu v buňkách HeLa kultivovaných 

s eupatorinem na 24 h. (B) Imunofluorescenční značení α-tubulinu (dělící vřeténka), resp. γ-tubulinu 

(centrosomy) v buňkách HeLa kultivovaných s eupatorinem 24 h. DNA byla značena DAPI. Červené 

šipky označují separované centrosomy. 

 

Eupatorin redukuje schopnost angiogeneze in vitro 

Silná inhibice VEGFR1 eupatorinem in vitro a také fakt, že řada flavonoidů (Fotsis et al. 

1997; Igura et al. 2001; Mojzis et al. 2008) i extrakty z O. stamineus (Sahib et al., 2009; Ahamed et 

al., 2012) negativně ovlivňují proces angiogeneze, nás inspiroval ke studiu anti-angiogenních 

vlastností tohoto flavonu. Jako in vitro model angiogeneze jsme použili endoteliální buňky HUVEC a 

sledovali jejich schopnost migrovat a tvořit tubuly v přítomnosti eupatorinu. V migračním testu byla 
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do souvislé vrstvy HUVEC buněk vytvořena rýha, do které buňky migrovaly. Kontrolní buňky během 

20 hodin zaplnily celou rýhu narozdíl od buněk vystavených účinkům eupatorinu, kde byla schopnost 

migrace omezena a rýha zůstala částečně či zcela zachována (Fig. 5 Přílohy II). Také počet a délka 

tubulů vytvářených HUVEC buňkami a jejich větvení byly významným způsobem redukovány (Fig. 6 

Přílohy II). V obou případech byl efekt koncentračně závislý.  

VEGF receptory jsou důležitou součástí molekulárních drah procesu angiogeneze a zahrnují 3 

typy receptorových tyrosinkinas: VEGFR1 (Flt-1), VEGFR2 (KDR, Flk-2) a VEGFR3 (Olsson et al., 

2006). Silná inhibice VEGFR1 eupatorinem byla v předchozích experimentech prokázána in vitro 

s rekombinantním enzymem (Suppl. 4 Přílohy II). V buněčných lyzátech HUVEC buněk byla dále 

sledována intracelulární hladina receptorů VEGFR1 pomocí imunodetekce. Účinkem eupatorinu došlo 

už po 2 h v nejvyšší koncentraci (20 μM) k poklesu hladiny VEGFR1 (Fig. 7 Přílohy II). Vzhledem 

ke strukturní podobnosti VEGF receptorů (Neufeld et al., 1999) a také nespecifickému inhibičnímu 

potenciálu eupatorinu lze očekávat i inhibici VEGFR2 a VEGFR3, kterou jsme ovšem neprokazovali. 

Redukce hladiny VEGF receptorů přispívá ke snížení citlivosti endoteliálních buněk vůči molekulám 

VEGF a tím i k potlačení angiogeneze. Naše závěry jsou podpořeny současnými výsledky Ahameda a 

jeho spolupracovníků (Ahamed et al., 2012), kteří potvrdili anti-angiogenní účinky 50% ethanolického 

roztoku O. stamineus obsahující eupatorin in vitro i in vivo jako důsledek potlačení funkce VEGFR2. 
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4.3 Aktivita inhibitorů CDK na potkaní embryonální fibroblasty 

s různým funkčním statusem proteinů p53 a c-Ha-ras 

 

Buněčný model 

 Analýza vlastností nádorových supresorů a onkoproteinů hraje významnou roli pro pochopení 

procesu karcinogeneze. Gen nádorového supresoru TP53 a onkogen RAS patří k nejčastěji mutovaným 

genům v různých typech rakovin. Z tohoto důvodu jsme náš výzkum zaměřili právě na tyto dva 

proteiny a zkoumali vliv inhibitorů CDK na potkaní embryonální fibroblasty s různým funkčním 

statusem těchto proteinů. 

Primární potkaní fibroblasty (REFs, rat embryonal fibroblasts) izolované z embryí starých 

13,5 dne (yREFs, young REFs, klony 402/534 a 189/111) nebo 15,5 dne (oREFs, old REFs, klony 

602/534 a 173/1022) byly transfekovány teplotně senzitivním (ts), mutantním nádorovým supresorem 

p53 obsahující substituci alaninu 135 valinem (klony 402/534 a 602/534) samostatně anebo 

v kombinaci s mutantním onkoproteinem c-Ha-ras (klony 173/1022 a 189/111; Schmid et al., 2009). 

Za normálních okolností není konstitutivní nadměrná exprese proteinu p53 uskutečnitelná z důvodů 

indukce bloku buněčného cyklu či apoptózy, proto model REF představuje užitečný nástroj při studiu 

funkce tohoto proteinu, jehož aktivita je přepínána jednoduše na základě změny konformace vlivem 

teploty. Ts p53
135Val

 přechází mezi funkční (wild type, wt) konformací při 32 °C a mutantní, nefunkční 

konformací při 37-39 °C. Různě stará embrya zde slouží pro posouzení vlivu vnitřního buněčného 

programu daného embryonálního vývoje na chování buněk. 

Buňky nasazené v definované hustotě byly kultivovány při 32 °C resp. při 37 °C a jejich počet 

byl měřen ve 12ti-hodinových intervalech. Při 37 °C exprimovaly buňky mutantní a tedy nefunkční 

formu p53
135Val

. REFs transfekované pouze ts p53
135Val

 (klony 402/534 a 602/534) nabývaly v tomto 

případě fenotyp imortalizovaných buněk, překonávaly Hayflickůf limit a nepodléhaly senescenci. Při 

porovnání yREFs a oREFs starší klony (602/534) proliferovaly rychleji (Obrázek 9A). Kotransfekce 

mutantním c-Ha-ras (klony 173/1022 a 189/111) vedla k buňkám s vysokým proliferačním 

potenciálem (Obrázek 9A). Tyto klony měly charakter transformovaných buněk, jak bylo prokázáno 

při jejich aplikaci pod kůži potkanů vedoucí k tvorbě rozsáhlých nádorů (Schmid et al., 2009). Při 

32 °C docházelo u klonů k expresi wt p53 způsobující inhibici proliferace u všech klonů (Obrázek 

9B) a indukující blok buněčného cyklu v G1 fázi (Fig. 2, 3 Přílohy III). Pro transformovaný fenotyp 

REFs exprimující c-Ha-ras je tedy nutná současná inaktivace nádorového supresoru p53, jak již bylo 

pozorováno dříve (Serrano et al., 1997). Tato pozorování podporují teorii multikrokového procesu 

karcenogeneze, tzn., že přítomnost pouze jednoho onkoproteinu pro transformovaný charakter buněk 

není dostačující (Vogelstein et Kinzler, 1993; Hahn et Weinberg, 2002). Při porovnání yREFs a 

oREFs vykazovaly starší klony vyšší proliferační potenciál podobně jako u předchozí dvojice klonů. 
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To, že je G1 blok buněčného cyklu při 32 °C způsoben funkčním proteinem p53 dokazují 

experimenty s primárními REFs s nízkou bazální hladinou p53, u kterých k podobné akumulaci 

nedocházelo (Schmid et al., 2009). Tento G1 blok je přechodný, při přesunu buněk z 32 °C zpět do 37 

°C dochází vlivem indukce mutantní formy p53
135Val

 k opětovnému vstupu do aktivního buněčného 

cyklu (Fig. 4 Přílohy III).  

 

 

Obrázek 9: Kinetika proliferace teplotně senzitivních (ts) klonů potkaních fibroblastů izolovaných 

z embrya starého 13,5 dne (402/534, 189/111) nebo 15,5 dne (602/534, 173/1022) po oplození a 

exprimujících teplotně senzitivní nádorový supresor p53
135Val

 samostatně (klony 402/534, 602/534) 

anebo v kombinaci s c-Ha-ras (klony 173/1022 a 189/111). Ts p53
135Val

 přepíná mezi nefunkční, 

mutantní (A; 37 °C) nebo funkční, wild type (B; 32 °C) konformací.  

 

Efekt inhibitorů CDK a inhibitoru farnesyltransferasy na REFs 

Pro posouzení vlivu studovaných CDK inhibitorů olomoucinu, roskovitinu a olomoucinu II na 

imortalizované, popř. transformované buňky jsme sledovali viabilitu klonů kultivovaných při 37 °C a 

ovlivněných těmito látkami kontinuálně na 24 nebo 48 hod. Dále jsme posuzovali vliv inhibice ras 

onkoproteinu s využitím inhibitoru farnesyltransferasy L744,832 na citlivost jednotlivých klonů 

k CDK inhibitorům. Farnesyltransferasa se účastní postranslační modifikace proteinů, 

zprostředkovává připojení isoprenoidní skupiny farnesylu k nově syntetizovaným proteinů a umožňuje 

tak jejich asociaci s membránou díky hydrofobnímu charakteru farnesylové skupiny. Jedním z cílů 

tohoto enzymu jsou právě i členové rodiny proteinů ras, proto i inhibitory farnesyltransferasy (FTI) 

našly své uplatnění jako potenciální cytostatika. Inhibitory CDK významně snížily viabilitu REFs 

kultivovaných při 37 °C a exprimující nefunkční p53
135Val

 (Obrázek 10). Při porovnání jednotlivých 

klonů mezi sebou nebyly pozorovány významné rozdíly, pouze nejpomaleji proliferující linie 402/534 

se jevila méně senzitivní k těmto inhibitorům. Inhibitor farnesyltransferasy podle očekávání snížil 

viabilitu klonů exprimujících c-Ha-ras (189/111, 173/1022), překvapivě však podobným způsobem 

snížil i viabilitu klonů s nízkou bazální hladinou tohoto proteinu (402/534, 602/534; Obrázek 10). 

Inhibice proteinu ras účinkem FTI zvýšila antiproliferační potenciál použitých CDK inhibitorů 
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(Obrázek 10). Analýza buněčného cyklu neodhalila výrazné změny v distribuci buněk v jednotlivých 

fázích buněčného cyklu, bylo však možné pozorovat zvýšený podíl sub-G1 oblasti charakteristické pro 

degradované buňky (Obrázek 11). Buňky kultivované při 32 °C a zablokované tedy v G1 fázi 

buněčného cyklu byly k použitým inhibitorům méně citlivé (Obrázek 12) a ani analýza buněčného 

cyklu neodhalila významné změny (Obrázek 13).  

 

 

 

Obrázek 10: Efekt CDK inhibitorů olomoucinu (OLO), roskovitinu (ROSK) a olomoucinu II (OLO II) 

aplikovaných na 24 nebo 48 hod samostatně anebo v kombinaci s inhibitorem farnesyltransferasy 

(FTI) na viabilitu klonů potkaních embryonálních fibroblastů kultivovaných při 37 °C a exprimujících 

mutantní formu p53
135Val

. 



40 

 

 

Obrázek 11: Efekt CDK inhibitorů olomoucinu (OLO), roskovitinu (ROSK) a olomoucinu II (OLO II) 

aplikovaných na 24 nebo 48 hod na buněčný cyklus klonů potkaních embryonálních fibroblastů 

kultivovaných při 37 °C a exprimujících tedy mutantní formu p53
135Val

. 
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Obrázek 12: Efekt CDK inhibitorů olomoucinu (OLO), roskovitinu (ROSK) a olomoucinu II (OLO II) 

aplikovaných na 24 nebo 48 hod samostatně anebo v kombinaci s inhibitorem farnesyltransferasy 

(FTI) na viabilitu klonů potkaních embryonálních fibroblastů kultivovaných při 32 °C a exprimujících 

wild type p53
135Val

. 
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Obrázek 13: Efekt CDK inhibitorů olomoucinu (OLO), roskovitinu (ROSK) a olomoucinu II (OLO II) 

aplikovaných na 24 nebo 48 hod na buněčný cyklus klonů potkaních embryonálních fibroblastů 

kultivovaných při 32 °C a zablokovaných tedy v G1 fázi buněčného cyklu vlivem exprese wild type 

p53
135Val

. 
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5. Závěr 

V první části práce byl studován vztah mezi strukturou a aktivitou nově syntetizované série 

6-guanidinopurinů odvozených od struktury olomoucinu či roskovitinu. Všechny připravené deriváty 

byly testovány na CDK1 a CDK2 inhibiční aktivitu in vitro, cytotoxicitu a antiproliferační efekt 

v nádorové buněčné linii MCF7 odvozené od karcinomu prsu. Nejaktivnější derivát 16g obsahoval 

stejný N9- i C2-postranní řetězec jako roskovitin. V porovnání s ním byla jeho aktivita vůči CDK2 

přibližně 5x vyšší a v buňkách MCF7 byla tato látka dokonce více než desetinásobně účinnější. 

Zajímavým zjištěním, které je v kontrastu s předchozími studiemi purinových derivátů, je obecně 

vyšší aktivita (S)-6-guanidinopurinů v porovnání s jejich (R)-optickými isomery. Testování obou 

nejúčinnějších (R) a (S)-enantiomerů 16e a 16g na panelu proteinkinas odhalilo sníženou selektivitu 

6-guanidinopurinů v porovnání s roskovitinem vlivem zavedení guanidinoskupiny na pozici C6.  

Další část disertační práce byla zaměřena na antiproliferační a anti-angiogenní účinky flavonu 

eupatorinu, který byl také součástí připraveného chloroformového extraktu z listů rostliny 

Orthosiphon stamineus. Extrakt redukoval viabilitu nádorových buněk a indukoval G2/M blok 

buněčného cyklu podobně jako čistý, komerčně dodávaný eupatorin odpovídající koncentrace. 

Z našich experimentů je zřejmé, že eupatorin zásadním způsobem přispívá k celkové aktivitě extraktu. 

Významnou vlastností eupatorinu je jeho selektivita vůči nádorovým buněčným liniím a naopak nízká 

aktivita ve zdravých lidských buňkách. Mitotická katastrofa doprovázená apoptózou je pravděpodobně 

příčinou smrti nádorových buněk ovlivněných tímto flavonem. Eupatorin se ukázal být nespecifickým 

inhibitorem celé řady kinas včetně CDK. Klíčovou kinasou, jejíž inhibice je nejspíše příčinou 

antimitotické aktivity eupatorinu, je však pravděpodobně aurora B hrající důležitou úlohu při 

kondenzaci chromatinu a v kontrolním bodu mitotického vřeténka. Jednou z nejcitlivějších kinas in 

vitro byla i receptorová tyrosinkinasa VEGFR, účastnící se procesu angiogeneze; z tohoto důvodu 

jsme zkoumali i anti-angiogenní efekt studovaného flavonu. Eupatorin inhiboval jak migraci 

endoteliálních buněk, tak i jejich schopnost tvorby tubulů, aniž by významně snižoval jejich viabilitu. 

Potenciální protinádorový efekt eupatorinu tedy nemusí být založen pouze na jeho cytotoxicitě, ale i 

na schopnosti inhibovat proces nádorové angiogeneze a je tedy vhodným kandidátem pro další in vivo 

testy zaměřené na léčbu solidních nádorů.  

Ačkoliv zde zkoumané látky mají zajímavé účinky in vitro, teprve po provedení in vivo testů 

bude možné posoudit jejich potenciál jako protinádorová léčiva. V případě eupatorinu bude 

pravděpodobně klíčová jeho farmakokinetika a farmakodynamika, protože je obecně známým faktem 

špatná biologická dostupnost flavonoidů i jejich rychlá metabolizace a exkrece z těla. Snížená 

selektivita 6-guanidinopurinů zase znesnadňuje charakterizaci mechanizmu účinků těchto látek, na 

druhou stranu však představuje dobrý počáteční bod pro vývoj nových inhibitorů zaměřených na různé 

další proteinkinasové cíle. 
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Posledním tématem bylo posouzení vlivu CDK inhibitorů na mladé a staré potkaní 

embryonální fibroblasty s různým funkčním statusem proteinů p53 a c-Ha-ras. Všechny studované 

CDK inbibitory snížily viabilitu klonů s fenotypem imortalizovaných či transformovaných buněk 

(mutantní p53 samostatně anebo v kombinaci s mutantním c-Ha-ras), naopak ztráta těchto vlastností 

vlivem exprese funkční, wild type formy p53 s následkem G1 bloku buněčného cyklu vedla ke snížení 

citlivosti k použitým látkám. FTI snižující aktivitu onkoproteinu c-Ha-ras redukoval podle očekávání 

viabilitu klonů exprimujících c-Ha-ras, překvapivě však podobným způsobem snížil i viabilitu klonů 

s nízkou bazální hladinou tohoto proteinu. Současná aplikace FTI s inhibitory CDK vedla k potenciaci 

jejich účinků. Při porovnání citlivosti mladých a starých klonů vůči použitým inhibitorům nebyl 

nalezen významný rozdíl. 
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7. Seznam použitých zkratek 

ABC transportér ATP-binding cassette transportér 

APC    Anaphase-promoting complex 

Bcl-2    B-cell CLL/lymphoma 2 

CAK   CDK-aktivující kinasa 

CDK    Cyclin-dependent kinase 

COX2   Cyklooxygenasa 2    

CTD    C-terminal domain 

DMEM   Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

DMSO   Dimethylsulfoxid 

ECM   Extracelulární matrix 

ERK    Extracellular-signal-regulated kinase 

FTI   Inhibitor farnesyltransferasy 

GSK3-β   Glycogen synthase kinase 3β 

HIF1   Hypoxia-inducible factor 1 

IC50    50% inhibitory concentration 

MAPK    Mitogen-activated protein kinase 

Mcl-1    Myeloid-cell leukemia 1 

MCM   Minichromozóme maintenance 

Mdm-2   Murine double minute 2 

MHC   Major histocompatibility complex 

MM   Mnohočetný myelom 

MMP   Matrixové metaloproteinasy 

mRNA    Messenger ribonucleic acid 

OLO   Olomoucin 

OLOII   Olomoucin II 

P-TEF    Positive transcription elongation factor 

PARP   Poly(ADP-ribosa)polymerasa 

PDGFR   Platelet-derived growth factor receptor 

PDK   Pyruvátdehydrogenasakinasa 

PGE2   Prostaglandin 2 

pH3
Ser10

   Histon H3 fosforylovaný na serinu 10 

PLK    Polo-like kinase 

Rb    Retinoblastoma protein 

REFs   Potkaní embryonální fibroblasty 
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ROS   Volné kyslíkové radikály 

ROSK   Roskovitin 

RTK    Receptor tyrosine kinase 

SDF1    Stromal-derived factor 1 

TFIIH    Transcription factor II H 

ts p53
135Val

 Teplotně senzitivní mutantní p53 se substitucí alaninu 135 valinem a 

přepínající mezi mutantní konformací při 37 °C a funkční, wilde type 

konformací při 32 °C 

VEGF    Vascular endothelial growth factor 

VEGFR  Vascular endothelial growth factor receptor 
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a b s t r a c t

A series of 2,9-substituted 6-guanidinopurines, structurally related to the cyclin-dependent kinase (CDK)
inhibitors olomoucine and roscovitine, has been synthesized and characterized. A new copper-catalyzed
method for the synthesis of 2-substituted 6-guanidino-9-isopropylpurines under mild reaction condi-
tions has been developed. All prepared compounds were screened for their CDK1 and CDK2 inhibitory
activities, cytotoxicity and antiproliferative effects in the breast cancer-derived cell line MCF7. The most
active derivative 16g possessed an identical side chain in the C2 position to roscovitine; this compound
displayed approximately five fold higher inhibitory activity towards CDK2/cyclin E and more than ten
fold increase in cytotoxicity in MCF7 cells. Interestingly and in contrast to previously described findings,
(S)-6-guanidinopurine derivatives were generally more active than their (R)-counterparts. Kinase
selectivity profiling of (R)- and (S)-enantiomers 16e and 16g, respectively, revealed that introduction of
a guanidino group at the C6 position of the purine moiety decreased selectivity towards protein kinases
compared to roscovitine. Nevertheless, increased inhibitory activity and decreased selectivity offer
a good starting point for further development of new protein kinase inhibitors.

� 2013 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

Cyclin-dependent kinases (CDKs) are specific serine/threonine
protein kinases which play a key role in regulation of the cell cycle,
transcription, apoptosis and differentiation [1]. Their activity is
regulated on multiple levels such as synthesis or degradation of
activating subunit cyclins, phosphorylations, inhibition by specific
proteins or intracellular localization. Overactivation of CDKs is
a frequent feature of human pathologies associated with abnormal

rates of proliferation such as cancer. Although mutations of CDKs
have been described in some tumours (CDK4 [2,3], CDK6 [4], CDK9
[5]), more frequent is overexpression of cyclins or inactivation of
endogenous CDK inhibitors [4,6]. For these reasons, CDKs have
become a promising target in anticancer research and intensive
search for small molecule inhibitors of CDKs has been encouraged.
Some CDK inhibitors have already been evaluated in clinical trials
[6,7].

In spite of large chemical diversity, the vast majority of CDK
inhibitors are low molecular weight, flat, hydrophobic heterocyclic
molecules that compete with ATP for binding at the kinase
ATP-binding site by both hydrophobic interactions and hydrogen
bonding [8]. The purine skeleton was the first systematically
modified scaffold that led to early discoveries of olomoucine and
roscovitine [9e11] (Fig. 1), followed by synthesis of purvalanols
[12,13], olomoucine II [14] or CR8 [15], DRF053 [16] and other biaryl
derivatives [17,18]. Modification of purine core was another
approach to obtain new potent CDK inhibitors such as pyrazolo[1,5-
a]pyrimidines, pyrazolo[4,3-d]pyrimidines or pyrazolo[1,5-a]pyri-
dines [19]. Dinaciclib is a pyrazolo[1,5-a]pyrimidine which has

Abbreviations: ATP, adenosine 50-triphosphate; CDK, cyclin-dependent kinase;
DABCO, 1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane; DMEM, Dulbecco’s modified Eagle’s medium;
DMF, dimethylformamide; DMSO, dimethyl sulfoxide; DTT, dithiothreitol; EDTA, eth-
ylenediaminetetraacetic acid; HEPES, 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic
acid; Km, Michaelis constant; NMP, N-methyl-2-pyrrolidone; PEG, polyethylene gly-
col; pH3Ser10, histone H3 phosphorylated on serine 10; RESP, restrained fit to the
electrostatic potential; r.m.s.d., rootmeansquaredeviation;RT, roomtemperature;SAR,
structureeactivity relationship; TEAB, triethylammoniumbicarbonate; THF, tetrahy-
drofuran; TMS, tetramethylsilane.
* Corresponding author. Tel.: þ420 585 634 854; fax: þ420 585 634 870.
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already entered phase III clinical trials for the treatment of chronic
lymphocytic leukaemia (Fig. 1).

All potent purine and related CDK inhibitors contain an aromatic
amine moiety at position 6, such as benzylamino or phenylamino
groups, that (i) binds to the hydrophobic pocket near the active site
of CDKs (and thus deliver their selectivity) and (ii) forms an
essential H-bond to carbonyl of leucine 83 in CDK2 (or to corre-
sponding residues in other CDKs).

Compounds containing the guanidino group such as amino
acids or other natural compounds are widespread throughout
biological systems with a wide spectrum of biological activities
[20]. The ability of the guanidino group to form strong non-covalent
interactions at the active site of enzymes is a key factor in their
biological activities. For this reason, we decided to explore the in-
fluence of the guanidino group at position C6 of the purine and we
prepared a library of compounds consisting of 2,9-disubstituted-6-
guanidinopurines. These compounds were screened for CDK
inhibitory activities and antiproliferative effects in the human
breast cancer-derived cell line MCF7.

2. Chemistry

Firstly, various substituted 2-amino-6-guanidino-9-(hetero)
alkylpurines (Table 1) were synthesized to evaluate the effect of
substitution in theN9position on the activity of CDKs and to confirm
whether the introduction of a methyl or isopropyl group to 6-
guanidinopurine derivatives is essential for the activity of the
compounds, as in the case of olomoucine and roscovitine, respec-
tively [9,10]. 2-Amino-6-guanidinopurine derivatives 1e5 bearing
the nonpolar aliphatic chains and derivatives 6e9 containing the
polar functional groups were readily prepared by alkylation of
commercially available 2-amino-6-chloropurine with the appro-
priate alkyl halogenides in the presence of NaH and subsequent
guanidinolysis of the obtained intermediates [21]. Compound 10
was prepared by the guanidinolysis of 6-chloro-9-methylpurine. 9-
Alkyl-2,6-diaminopurines 11 and12wereprepared byammonolysis
of appropriate 2-amino-6-chloropurines and compound 13 was
isolated as a side product as described by �Cesnek and co-workers
[21].

The SAR study was continued by the derivatization of the active
6-guanidino derivative 3 at the purine position C2. The synthesis of
several 2-O and 2-N derivatives was achieved. The usual synthetic
access to substituted 2-aminopurines was based on the treatment
of appropriate 2-halogenopurine with corresponding alkyl or
arylamine [10,16,22e24]. The coupling reaction of 2-chloro-6-
guanidino-9-isopropylpurine with appropriate amines failed. 6-
Guanidino-2-iodo-9-isopropylpurine (15), as an excellent starting
compound for coupling reactions [25,26], was prepared. The most
reactive intermediate 15was prepared by the diazotization reaction

of starting 2-amino-6-chloro-9-isopropylpurine in the presence of
CuI according to published procedure [27] and subsequent guani-
dinolysis of obtained 6-chloro-2-iodo-9-isopropylpurine (14) in the
presence of 1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane (DABCO) and NaH
(Scheme 1). A catalyst-free reaction of compound 15with amines at
room temperature (RT) gave no desired products, while at elevated
temperature only decomposition of starting material was observed.

In this way we modified a copper mediated nucleophilic sub-
stitution described by Nair and Sells [28] for the introduction of
substituted amines into the C2 position of the purine moiety. The

Fig. 1. Some purine and related CDK inhibitors.

Table 1
Structures of prepared derivatives.

Compound R1 R2 R3

1 NH2 Guanidino Me
2 NH2 Guanidino Pr
3 NH2 Guanidino iPr
4 NH2 Guanidino iBu
5 NH2 Guanidino Et
6 NH2 Guanidino CH2CF3
7 NH2 Guanidino CH2CH2OH
8 NH2 Guanidino CH2CH2NH2

9 NH2 Guanidino CH2CH2N3

10 H Guanidino Me
11 NH2 NH2

iPr
12 NH2 NH2 Et
13 NH2 (Me)2Ne CH2CH2N3

16a NH(CH2)2OH Guanidino iPr
16b NH(CH2)3OH Guanidino iPr
16c NH(CH2)6OH Guanidino iPr
16d (R)-OCH2CH(Et)NH2 Guanidino iPr
16e (R)-NHCH(Et)CH2OH Guanidino iPr
16f (S)-OCH2CH(Et)NH2 Guanidino iPr
16g (S)-NHCH(Et)CH2OH Guanidino iPr
16h (R)-OCH2CH(iPr)NH2 Guanidino iPr
16i (R)-NHCH(iPr)CH2OH Guanidino iPr
16j (S)-OCH2CH(iPr)NH2 Guanidino iPr
16k (S)-NHCH(iPr)CH2OH Guanidino iPr
16l Cyclopropylamino Guanidino iPr
16m (S)-O-Prolinol Guanidino iPr
16n (S)-N-Prolinol Guanidino iPr
16o (R)-O-Prolinol Guanidino iPr
16p (R)-N-Prolinol Guanidino iPr

Synthesis of compounds 1e13 was published by �Cesnek and co-workers [21].
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best results were achieved using 2 equivalents of CuI and
10 equivalents of amine in the presence of N,N-diisopropylethyl-
amine at RT.

The desired 2-N-substituted purine derivatives were obtained in
moderate yield because the reaction with hydroxylamines was
accompanied by the formation of the corresponding 2-O-substituted
purine isomers as side-products. The yields were also influenced by
the multistep purification process.

Since there seemed to be problem with the solubility of the
starting compounds in tetrahydrofuran (THF), the influence of the
solvent on the reaction course was studied. Further, preferential
formation of undesired O-isomer was observed in THF. On the other
hand, 2-(N,N-dimethylamino) derivative was isolated as a major
by-product of the reactions run in dimethylformamide (DMF).
Finally, N-methyl-2-pyrrolidone (NMP) proved to be the most
convenient solvent for this type of reaction. Compounds 16aep
were prepared in NMP according to the above mentioned proce-
dure (2 equivalents of CuI and 10 equivalents of amine in the
presence of N,N-diisopropylethylamine at RT).

We also attempted to use 2-chloro-6-guanidino-9-isopropylpu-
rine (17) as a starting material for the above mentioned amination
reaction both with and without the copper catalyst. This derivative
was prepared by the guanidinolysis [21] of known 2,6-dichloro-9-
isopropylpurine [29]. The reaction of the compound 17 with
amines at RT failed and elevated reaction temperature again caused
only the decomposition of the guanidino group, similar to the
previously described observations with the amido [25] and gua-
nidinopyrimidine derivative [30].

Transformation of copper halogenide into the soluble complex
caused problems with purification of these reaction mixtures. The
guanidino group probably makes a complex with a copper ion.
Classical silica gel purification was not efficient due to the high
polarity of products. The polarity and equal distribution between
organic and water phases also did not allow the application of
extraction using EDTA or dithisone (diphenylthiocarbazone).
Removal of copper from its complex with amines by H2S gas bub-
bled into the reaction mixture was left due to formation of by-
products. High affinity of the guanidino group on the purine moi-
ety to the Dowex 50 � 8 was used to overcome this problem. After
adsorption of neutralized residue on Dowex 50 � 8, the copper
residues were removed very efficiently by washing of the column
with aqueous HCl:H2O (1:10). N- and O-Isomers were subsequently
separated on the HPLC column to yield products 16aep.

3. Pharmacology

CDK inhibitoryactivity of theprepared compoundswasevaluated
using purified recombinant enzymes CDK1/cyclin B and CDK2/cyclin
E. Cytotoxicity assays were then performed on MCF7 breast cancer
cells. Flow cytometry analysis of the cell cycle showed that several
compounds arrested cells in G2 þ M phases. In an effort to dis-
tinguish between G2 and M phase arrest we examined the intra-
cellular level of histone H3 phosphorylated on serine 10 (pH3Ser10).
This phosphorylation, catalyzed by aurora kinases A and B, is
essential for chromatin condensation during mitosis and is often
detected as a mitotic marker [31,32]. All the data are summarized in
Table 2. CDK inhibitor roscovitine (IC50 values: CDK2 ¼ 0.17 mM,
CDK1¼ 2.4 mM,MCF7 proliferation¼ 20.2 mM) inducing specifically
G2 arrest was used as a positive control throughout the study.

4. Results and discussion

4.1. Structureeactivity relationship

Substitution at position 6 is a critical element determining po-
tency and selectivity of purine derivatives towards CDKs [19,33].
Replacement of benzylamine in the roscovitine molecule e.g. with
biaryl derivatives improved the biological activity and led to dis-
covery of even more potent compounds such as CR8 [15], DRF053
[16], andothers [17,18]. The abilityof the guanidino group at position
C6 to stabilize binding interactionwith the active site of CDKs can be
demonstrated by the increased activities of 6-guanidinopurines 3
and5 (IC50 CDK2<2mM,CDK1<15mM)compared to corresponding
6-amino derivatives (11, 12). Similarly, comparison of inactive
compound 13 with a weak CDK2 inhibitor 9 showed that the
replacement of 6-dimethylamino substituent (13) with the guani-
dino group (9) improved CDK inhibitory activity.

As a result, we prepared and evaluated N9-substituted 2-amino-
6-guanidinopurines for their biological activity as was previously
done with other sets of purine derivatives [10,13,34]. Our results
show that the most active compounds of this set in terms of CDK
inhibition possess small nonpolar alkyl substituents in sequence
from themost active ethyl (5) and isopropyl (3) as in the roscovitine
molecule, then methyl (1), propyl (2) and the least active
was compound 4 with isobutyl. Generally, substitution with polar
heteroalkyls led to loss of both CDK inhibitory and cytotoxic
activity.

Scheme 1. Synthesis of 6-guanidino-9-isopropylpurine derivatives 16aep.
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In spite of CDK inhibitory activities of several N9-substituted 2-
amino-6-guanidinopurines, the majority had no significant cyto-
toxic effect on MCF7 cells (IC50 > 100 mM) or only moderate
(IC50 > 50 mM). Nonetheless, some were still able to accumulate
cells in G2 þ M phases (compounds 2e5). In comparison with
roscovitine, derivatives 3 and 5 were weaker CDK inhibitors with
IC50 at least 5-times higher and their cytotoxicity was also lower
(4� and 2�, respectively). However, these compounds induced
increase in the G2 þ M population (2� and 1.6�, respectively) and
more than 5-times decrease in mitotic marker pH3Ser10 in a similar
manner to G2-block induced by roscovitine. On the other hand,
propyl (2) and isobutyl (4) derivatives caused an increase in the
mitotic cell subpopulation as evidenced by a strong (7-times)
accumulation of pH3Ser10. It is interesting that such a small change
in the structure of the N9 substituent apparently leads to alter-
native mechanisms of action resulting in different responses in
biological systems.

Having confirmed isopropyl as one of the most active sub-
stituents in the group of various N9 substituents, we synthesized
substituted 6-guanidino-9-isopropylpurines and investigated the
effects of the introduction of various substituents related to the
olomoucine or roscovitine C2 side chain to position C2. The
importance of the C2 substituent was demonstrated by comparison
of the biological activities of 2-amino-6-guanidino-9-methylpurine
(1), which inhibited CDKs in micromolar range, and inactive, C2
unsubstituted 6-guanidino-9-methylpurine (10). Compound 16a
containing 2-hydroxyethylamino group, the olomoucine C2 side
chain, did not significantly improve the CDK inhibitory activity of
the corresponding 2-amino derivative (3), but it potentiated its
antiproliferative properties towards MCF7 almost 8-times. This
observation suggests that the increased potency is not due to in-
hibition of CDKs. Elongation of olomoucine C2 side chain by

a methylene group (16b) increased CDK inhibitory activity
approximately 4-times, but no significant increase in cytotoxicity
was observed (Table 2). Further, elongation by methylene groups
(16c) did not potentiate the biological activity.

A set of 6-guanidinopurines with various N- or O-linked C2
substituents was then prepared. Generally, derivatives with the
high CDK inhibitory activity tended to be more active against MCF7.
This trend was observed for both 2-N- and 2-O-subgroups. This
observation suggests that at least part of the activity is due to CDK
inhibition. 2-O-Substituted derivatives were several times less
potent than their 2-N-regioisomers. The only exception was 16j,
one of the most active compounds of our set. Although the 25� less
potent CDK2 inhibitor than its N-regioisomer 16k, its effects on
CDK1, MCF7 cells and on the cell cycle were surprisingly nearly
identical.

Compound 16g was the most active 6-guanidinopurine bearing
the same substituent at position C2 as roscovitine (in addition to
the roscovitine N9 substituent). This compound was more active in
CDKs (2.7� for CDK1 and 4.6� for CDK2) as well as on MCF7 cells
(IC50 more than 10� lower) than roscovitine itself. In contrast to
roscovitine, which is a more potent CDK inhibitor as an (R)-enan-
tiomer [35], (S)-enantiomer (16g) seems to be more active than its
(R)-counterpart 16e. Similarly, the other guanidinopurines in (S)-
configuration also proved to be more active in CDK inhibition as
well as in the antiproliferative effects in MCF7 cells. We found the
same with 2-N-enantiomers 16e and 16g, 16i and 16k as well as 2-
O-enantiomers 16d and 16f, 16h and 16j.

The presence of a cyclopropylamino group at position C2 (16l)
improved both CDK inhibitory (about 2.5-times) and cytotoxic ac-
tivity (almost 20-times) in comparison with the similar 2-amino
derivative 3. (S) and (R)-Prolinol were other cyclic C2 substituents
tested. In a group of various prolinol isomers and enantiomers at

Table 2
Biological activities of prepared compounds.

Compound IC50 [mM] Effects on the cell cycle of MCF7 cells dose 100 mM, 24 h

CDK1/cyclin B CDK2/cyclin E MCF7 G2 þ Ma (compound/control) pH3 (Ser10)b (compound/control)

1 38.2 � 5.5 6.8 � 2.8 >100 1.5 � 0.7 0.81 � 0.09
2 55.9 � 1.5 10.7 � 4.9 36.5 � 9.8 4.0 � 1.0 6.71 � 2.49
3 14.8 � 3.3 1.3 � 0.2 97.2 � 24.2 2.0 � 0.8 0.18 � 0.01
4 >100 66.5 � 30.0 96.6 � 38.2 3.5 � 0.6 7.00 � 1.00
5 12.6 � 1.3 1.7 � 1.0 54.3 � 25.7 1.6 � 0.2 0.10 � 0.03
6 >100 >100 >100 0.8 � 0.5 ND
7 >100 >100 >100 0.9 � 0.3 ND
8 >50 >100 >100 1.0 � 0.6 ND
9 >100 74.9 � 14.1 >100 1.4 � 0.8 ND
10 >100 >100 >100 1.0 � 0.4 ND
11 64.9 � 17.4 22.2 � 17.2 >100 0.9 � 0.4 ND
12 37.5 � 10.7 7.9 � 3.7 >100 1.2 � 0.6 ND
13 >100 >100 >100 1.0 � 0.4 ND
16a 15.1 � 9.2 0.82 � 0.34 12.4 � 6.4 2.9 � 1.1 0.15 � 0.02
16b 4.1 � 0.3 0.18 � 0.07 8.8 � 3.3 2.5 � 1.2 0.18 � 0.02
16c 4.2 � 1.7 1.6 � 0.1 5.2 � 3.1 2.0 � 0.8 0.33 � 0.01
16d 47.6 � 11.0 13.3 � 7.0 >100 0.8 � 0.4 1.08 � 0.21
16e 2.1 � 0.4 0.14 � 0.06 4.5 � 1.3 1.8 � 1.1 0.08 � 0.06
16f 8.1 � 5.1 6.2 � 3.4 16.3 � 2.9 1.5 � 0.4 0.07 � 0.01
16g 0.9 � 0.5 0.037 � 0.031 1.6 � 0.3 1.6 � 0.8 0.09 � 0.03
16h 15.6 � 6.8 8.0 � 3.3 79.4 � 22.1 2.1 � 0.7 0.39 � 0.06
16i 2.0 � 1.0 0.14 � 0.03 10.5 � 3.8 2.3 � 1.0 0.13 � 0.09
16j 1.1 � 0.3 1.8 � 0.8 3.4 � 0.7 1.7 � 0.4 0.09 � 0.07
16k 1.1 � 0.6 0.071 � 0.046 2.1 � 0.4 1.8 � 0.7 0.09 � 0.08
16l 6.4 � 1.5 0.50 � 0.18 5.4 � 0.2 2.4 � 0.6 0.17 � 0.03
16m >100 25.2 � 4.8 >100 1.7 � 0.2 0.80 � 0.10
16n 1.5 � 0.1 0.16 � 0.04 6.2 � 3.3 1.7 � 0.8 0.11 � 0.08
16o 81.5 � 27.0 23.6 � 4.9 >100 1.3 � 0.5 ND
16p 6.2 � 2.2 0.67 � 0.44 20.4 � 16.8 2.0 � 0.7 0.10 � 0.07
Roscovitine 2.4 � 0.94 0.17 � 0.05 20.2 � 12.3 1.5 � 0.1 0.11 � 0.01

a Ratio of G2 þ M populations in treated cells and G2 þ M populations in control cells.
b Ratio of pH3-positive cells treated and pH3-positive control cells.
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position C2 (16mep) we observed that the most active compound
16n possessed N-linked (S)-prolinol. The biological activity of this
derivative was very similar to that of roscovitine.

4.2. Kinase selectivity

The most active compounds 16e and 16gwere further evaluated
for selectivity on a panel of protein kinases. As selectivity and po-
tency are usually inversely correlated for kinase inhibitors [36] it
was not surprising that both these derivatives were found to inhibit
a broad range of various kinase targets (Table 3). In comparison,
roscovitine has been shown to be more selective, inhibiting only
a few kinases besides CDKs as CaM Kinase 2, CK1a, CK1d, DYRK1A,
EPHB2, ERK1, ERK2, FAK and IRAK4 as published previously [35,37].
The reason for this decreased selectivity is probably the removal of
aromatic substitution at C6 that was designed as a key determinant
of CDK selectivity [33]. In accordance with our other data, (S)-
enantiomer 16g inhibited selected kinases more efficiently than its
(R)-enantiomer 16e.

4.3. Docking study

In order to acquire insight into the location and molecular
interaction of the most active compounds in the binding site,
a docking study was performed. When we compared the X-ray
structure of CDK2/roscovitine complex (PDB code 2A4L) with the
results of docking of two enantiomer pairs 16e/16g and 16i/16k, we
found that the position of the purine moiety is conserved as well as
the orientation of isopropyl group at position N9 (see Fig. 2A, B).
Hydrogen bonding of adenine moiety is also conserved and in
comparison to roscovitine is extended by one hydrogen bond
donated by a guanidine secondary amino group to the carbonyl
oxygen of leucine 83. Interestingly, the docking study of compounds
16e, 16g, 16i and 16k showed that modification on C2 by [1-(1S)-
(hydroxymethyl)propyl]amino (compound 16g) gave a superior
bindingdue to the twohydrogenbonds of the hydroxyl, onedonated
to the carboxy group of aspartate 145 and one accepted from side
chain amino group of lysine 33 (Fig. 3).

5. Conclusion

In this study we evaluated a library of 2,9-disubstituted-6-
guanidinopurines, structurally related to the CDK inhibitors olo-
moucine and roscovitine. From this series, 2-substituted 6-
guanidino-9-isopropylpurines were newly synthesized. SAR anal-
ysis proved that small changes in the structure of the N9 substit-
uent yielded compounds with a different mode of action. Although
the majority of the compounds arrested cells in the G2 phase of the
cell cycle in a similar manner to roscovitine, a few of them induced
significant accumulation of mitotic cells. Moreover, in contrast to
roscovitine, our compounds were more active in (S)-configuration
as supported by our docking study. The introduction of the guani-
dino group at position C6 increased the inhibitory potential to-
wards protein kinase targets several times more than with
roscovitine but with a concomitant decrease in selectivity. Never-
theless increased potency and decreased selectivity offer a good
starting point for further development of new, more selective
protein kinase inhibitors.

6. Experimental protocols

6.1. General chemical procedures

Unless otherwise stated, solventswere evaporated at 40 �C/2 kPa,
and the compoundswere driedover P2O5 at 2 kPa. NMR spectrawere

recorded on Bruker Avance 500 (1H at 500 MHz, 13C at 125.8 MHz)
and Bruker Avance 400 (1H at 400 MHz, 13C at 100.6 MHz) spec-
trometerswith TMSas internal standard or referenced to the residual
solvent signal. Mass spectra were measured on a ZAB-EQ (VG Ana-
lytical) spectrometer. The chemicalswere obtained fromcommercial
sources (SigmaeAldrich) or prepared according to published

Table 3
Selectivity of compounds 16e and 16g against a panel of recombinant protein
kinases. The compounds were screened at 1 mM concentration in duplicate.

Kinase Remaining
activity [%]

Kinase Remaining
activity [%]

16e 16g 16e 16g

ABL 5 � 0 6 � 3 MINK1 64 � 0 75 � 4
AMPK 29 � 1 22 � 1 MKK1 41 � 0 28 � 9
ASK1 100 � 6 81 � 7 MKK2 53 � 4 39 � 8
AURA 39 � 1 30 � 4 MKK6 72 � 12 88 � 2
AURB 47 � 12 70 � 3 MLK1 25 � 5 31 � 10
BRK 50 � 15 44 � 9 MLK3 37 � 7 37 � 14
BRSK1 44 � 2 45 � 18 MNK1 173 � 15 178 � 10
BRSK2 77 � 12 67 � 12 MNK2 119 � 8 122 � 7
BTK 53 � 1 48 � 11 MPSK1 36 � 2 28 � 9
CAMK1 35 � 6 24 � 5 MSK1 46 � 1 38 � 3
CAMKKb 17 � 0 13 � 1 MST2 35 � 5 43 � 8
CDK2/cyclin A 5 � 1 7 � 1 MST4 42 � 19 40 � 18
CK1 15 � 6 21 � 2 NEK2a 73 � 11 57 � 6
CK2 43 � 1 33 � 4 NEK6 95 � 4 85 � 4
CLK2 4 � 2 4 � 2 NUAK1 8 � 1 7 � 3
CSK 58 � 6 59 � 0 OSR1 16 � 2 16 � 1
DAPK1 54 � 8 36 � 5 p38a MAPK 87 � 14 82 � 17
DYRK1A 1 � 0 1 � 0 p38b MAPK 64 � 3 66 � 9
DYRK2 27 � 3 16 � 1 p38d MAPK 37 � 9 23 � 2
DYRK3 18 � 2 11 � 3 p38g MAPK 77 � 2 71 � 7
EF2K 94 � 1 94 � 6 PAK2 45 � 1 38 � 5
EIF2AK3 17 � 1 11 � 0 PAK4 15 � 2 12 � 0
EPH-A2 22 � 5 17 � 8 PAK5 18 � 1 15 � 3
EPH-A4 22 � 6 41 � 13 PAK6 26 � 3 17 � 5
EPH-B1 8 � 0 7 � 2 PDK1 68 � 10 62 � 18
EPH-B2 2 � 2 2 � 1 PHK 14 � 2 12 � 0
EPH-B4 6 � 2 6 � 4 PIM1 85 � 10 71 � 20
ERK1 50 � 3 28 � 7 PIM2 88 � 7 91 � 5
ERK2 32 � 4 15 � 3 PIM3 64 � 10 44 � 9
ERK8 16 � 8 18 � 6 PKA 90 � 3 83 � 6
FGF-R1 4 � 0 5 � 0 PKBa 99 � 8 107 � 24
GCK 15 � 2 10 � 1 PKBb 111 � 19 103 � 8
GSK3b 37 � 1 28 � 12 PKCa 71 � 1 68 � 14
HER4 27 � 2 29 � 12 PKCz 68 � 2 61 � 10
HIPK1 15 � 1 11 � 2 PKCg 73 � 1 61 � 7
HIPK2 8 � 0 6 � 1 PKD1 17 � 1 18 � 1
HIPK3 38 � 6 24 � 0 PLK1 108 � 4 108 � 19
CHK1 58 � 8 46 � 16 PRAK 76 � 16 74 � 23
CHK2 59 � 8 42 � 15 PRK2 85 � 22 84 � 34
IGF-1R 10 � 2 5 � 0 RIPK2 72 � 5 76 � 15
IKKb 74 � 6 76 � 12 ROCK 2 61 � 23 65 � 18
IKKe 66 � 8 52 � 14 RSK1 18 � 1 12 � 4
IR 5 � 0 3 � 0 RSK2 35 � 7 17 � 1
IRAK1 26 � 1 17 � 6 S6K1 49 � 2 36 � 3
IRAK4 21 � 1 11 � 0 SGK1 60 � 1 51 � 15
IRR 19 � 2 16 � 2 SMMLCK 49 � 3 32 � 2
JAK2 16 � 3 16 � 8 SRC 22 � 22 6 � 3
JNK1 88 � 8 78 � 7 SRPK1 22 � 1 14 � 1
JNK2 85 � 4 73 � 19 STK33 11 � 0 9 � 3
JNK3 96 � 20 80 � 19 SYK 58 � 6 50 � 4
LCK 13 � 2 12 � 3 TAK1 7 � 2 13 � 10
LKB1 13 � 4 16 � 9 TAO1 9 � 2 9 � 3
MAPKAP-K2 41 � 9 48 � 27 TBK1 92 � 1 90 � 45
MAPKAP-K3 80 � 18 78 � 4 TIE2 39 � 12 40 � 14
MARK1 31 � 7 39 � 0 TLK1 9 � 1 9 � 5
MARK2 45 � 16 62 � 24 TRKA 24 � 5 28 � 14
MARK3 24 � 3 17 � 7 TTK 40 � 1 32 � 4
MARK4 38 � 3 29 � 8 VEGFR 6 � 1 4 � 0
MEKK1 91 � 12 96 � 5 YES1 13 � 2 11 � 4
MELK 27 � 2 19 � 2 ZAP70 86 � 15 109 � 54
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procedures. DMFandacetonitrileweredistilled fromP2O5 andstored
over molecular sieves (4 �A). Preparative HPLC purifications were
performed on columns packed with 7 mm C18 reversed phase resin
(Waters Delta 600 chromatograph column), 17 � 250 mm; in ca.
200 mg batches of mixtures using gradient MeOH/H2O as eluent or
using a 0.1 mol triethylammoniumbicarbonate (TEAB) as a buffer.
Deionization was performed on Dowex 50 � 8 (Hþ-form) columns
by the following procedure: after application of crude product the
column was washed with water until the UV absorption dropped.
Thereafter, the column was eluted with 2.5% aqueous NH3. Chro-
matography on Dowex 1 � 2 (acetate form) was as follows: after
application of the aqueous solution of the crude product onto the
column, it was washed with water until the UV absorption dropped.
The columnwas then elutedwith a gradient of dilute acetic or formic
acid (0e1 M). All tested compounds were characterized by 1H NMR,
13C NMR andmass spectrometry. Representative examples of 1H and
13C spectra are provided as supplementary material (Figs. S1eS12).

6.1.1. 6-Guanidino-2-iodo-9-isopropyl-9H-purine (15)
A filtered solution of guanidine [38] in NMP (15.5ml,15.5mmol)

was added to a mixture of 6-chloro-2-iodo-isopropyl-9H-purine
[27] (1 g, 3.1 mmol) and DABCO (0.35 g, 3.1 mmol). The reaction
mixture was stirred at RT for 4 h. The resulting mixture was
neutralized with aqueous HCl, the solids were removed by
filtration. The filtrate was evaporated in vacuo, co-distilled with
DMF (3 � 50 ml) and subsequently with toluene (3 � 50 ml). The

residue was dissolved in MeOH (150 ml) and filtered through the
Celite pad once again. The filtrate was adsorbed on SiO2 and
purified with column chromatography (HUB III); yield 0.7 g, 65%.
FABMS: 345.9 [MHþ] (50). 1H NMR (DMSO-d6): 1.48 (d, 6H, J(CH3,
CH) ¼ 6.8, CH3); 4.65 (sept, 1H, J(CH, CH3) ¼ 6.8, NeCH); 7.40 (br,
4H, NH); 8.13 (s, 1H, H-8). 13C NMR (DMSO-d6): 22.36 (2C, CH3);
46.45 (NeCH); 118.32 (C-5); 125.28 (C-2); 138.91 (C-8); 150.24
(C-4); 159.16 and 159.74 (NeC and C-6). For C9H12IN7 (345.14)
calcd: C, 31.32; H, 3.50; I, 36.77; N, 28.41. Found: C, 31.55; H, 3.59; I,
36.67; N, 28.46.

6.1.2. Generalprocedure forpreparationof2-substituted6-guanidino-
9-isopropyl-9H-purines

N,N-Diisopropylethylamine (0.48 ml; 2.8 mmol) and appro-
priate amine (14 mmol) were added to a mixture of compound 15
(0.5 g; 1.4 mmol) and CuI (0.52 g; 2.8 mmol) in NMP (7 ml) under
Ar. The reaction mixture was stirred at RT by the time until the
starting compound disappeared. The reaction mixture was neu-
tralized with a solution of HCl in DMF and evaporated, co-distilled
by DMF and subsequently with toluene. The residue was dissolved
in 20% aqueous MeOH (25 ml), applied on column of Dowex
(50 � 8) and washed subsequently with 20% aqueous MeOH and
water. Impurities (mainly copper salts) were eluted with 10%
aqueous HCl and the column was then washed with water to
remove the acid. The elutionwasmadewith 10% aqueous Et3N (20%
MeOH in H2O). The collected UV absorbing fractions were evapo-
rated and purified by HPLC column chromatography to give desired
products in moderate yields.

6.1.3. 6-Guanidino-2-[(2-hydroxyethyl)amino]-9-isopropyl-9H-purine
(16a)

General procedure; ethanolamine (1.5 ml, 24 mmol); 2 h, RT;
yield 0.41 g, 69%; FABMS: 279.1 [MHþ] (100). 1H NMR (DMSO-d6):
1.43 (d, 6H, J(CH3, CH) ¼ 6.7, CH3); 3.32 (brq, 2H, OeCH2); 3.55 (t,
2H, J(CH2, CH2) ¼ 5.7, NeCH2); 4.56 (sept, 1H, J(CH, CH3) ¼ 6.7, Ne
CH); 4.70 (brt,1H, OH); 6.60 (brs,1H, NH) and 7.80 (br, 4H, NH); 7.81
(s, 1H, H-8). 13C NMR (DMSO-d6): 22.21 (2C, CH3); 44.20 (NeCH2);
45.75 (NeCH); 60.39 (OeCH2); 118.90 (C-5); 136.02 (C-8); 151.88
(C-4); 158.09, 2C, (C-6; C-2); 159.25 (NeC). For C11H18N8O-
$EtOH$HCl (278.31) calcd: C, 43.27; H, 6.98; N, 31.05; Cl, 9.81.
Found: C, 43.29; H, 6.75; N, 30.85; Cl, 10.12.

6.1.4. 6-Guanidino-2-[(3-hydroxypropyl)amino]-9-isopropyl-9H-
purine (16b)

General procedure; 3-aminopropan-1-ol (2.48 ml, 32.6 mmol);
5 h; RT; yield 0.46 g, 57%; FABMS: 293.2 [MHþ] (100). 1H
NMR (DMSO-d6): 1.42 (d, 6H, J(CH3, CH) ¼ 6.8, CH3); 1.50 (m, 2H,
CH2-20); 3.19 (bq, 2H, J(10e20)¼ J(10eNH)¼ 6.7 CH2-10); 3.32 (m, 2H,

Fig. 2. Overlay of ligands poses and X-ray structure of CDK2eroscovitine complex, based on CDK2 superposition: (A) view perpendicular and (B) parallel to purine plane. Colour
coding: carbon atoms green for roscovitine, magenta for 16g, light-blue for 16e, orange for 16k and light-yellow for 16i; nitrogen atoms blue, oxygen atoms red.

Fig. 3. Complex of CDK2 with compound 16g, detail of active site. CDK2
shown in cartoon representation, ligand in stick representation. Colour coding:
nitrogen atoms blue, oxygen atoms red, hydrogen atoms white, carbon atoms
grey for CDK2 and magenta for 16g. Hydrogen bonds are depicted by green
dash-line.
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OeCH2); 4.50 (br, 1H, J(CH, CH3) ¼ 6.8, NeCH); 4.60 (brs, 1H, OH);
6.40 (br, 1H, NH); 7.31 (vbs, 4H, NH); 7.75 (s, 1H, H-8). 13C NMR
(DMSO-d6): 22.25 (2C, CH3); 29.85 (C-20); 42.45 (C-10); 45.60 (Ne
CH); 60.50 (C-30); 119.45 (C-5); 135.90 (C-8); 151.80 (C-4); 158.10
(C-2); 159.50 (NeC); 159.70 (C-6). For C12H20N8O$1/3H2O$1/3 HCl
(292.34) calcd: C, 46.42; H, 6.82; N, 36.09; Cl 3.81. Found: C, 46.37;
H, 6.71; N, 35.92; Cl 4.18.

6.1.5. 6-Guanidino-2-[(6-hydroxyhexyl)amino]-9-isopropyl-9H-
purine (16c)

General procedure; 6-amino-1-hexanol (1.99 g, 17 mmol); 24 h;
not fully converted, RT; yield 0.13 g, 25%; FABMS: 335 [MHþ] (100).
1H NMR (DMSO-d6): 1.32 (m, 4H, CH2-30,40); 1.42 (m, 2H, CH2-50);
1.45 (d, 6H, J(CH3, CH) ¼ 6.8, CH3); 1.53 (m, 2H, CH2-20); 3.20 (bq,
2H, J(10e20) ¼ J(10eNH) ¼ 6.6 CH2-10); 3.37 (m, 2H, CH2-60); 4.36
(brs, 1H, OH); 4.54 (br, 1H, J(CH, CH3) ¼ 6.8, NeCH); 6.46 (brt, 1H,
J(NH-10) ¼ 5.3, NH); 7.3 (vbs, 4H, NH); 7.73 (s, 1H, H-8). 13C NMR
(DMSO-d6): 22.30 (2C, CH3); 25.65 (C-40); 26.84 (C-30); 29.54 (C-20);
32.80 (C-50); 41.36 (C-10); 45.62 (NeCH); 60.94 (C-60); 119.62 (C-5);
135.47 (C-8); 151.88 (C-4); 158.17 (C-2); 159.74 (NeC); 159.84 (C-6).
For C15H26N8O$MeOH (334.42) calcd: C, 52.44; H, 8.25; N, 30.58.
Found: C, 52.84; H, 7.88; N, 30.63.

6.1.6. 2-[2-(2R)-(Aminomethyl)propoxy]-6-guanidino-9-isopropyl-
9H-purine (16d) and 6-guanidino-2-{[1-(1R)-(hydroxymethyl)propyl]
amino}-9-isopropyl-9H-purine (16e)

General procedure;R-(�)-2-amino-1-butanol (1.32ml,14mmol);
6 h; RT; compound 16d: yield 0.2 g, 45%; FABMS: 307.0 [MHþ] (20).
[a]D �5.4� (c 0.34, methanol); 1H NMR (DMSO-d6): 0.93 (t, 3H, J(40,
30)¼ 7.5, CH3-40); 1.28 (m,1H, CH2-30b); 1.48 (d, 6H, J(CH3, CH)¼ 6.8,
CH3); 1.52 (m, 1H, 30a); 2.90 (m, 1H, CH-20); 3.98 (dd, 1H, J(10be
20) ¼ 6.6, Jgem ¼ 10.2, 10b); 4.07 (dd, 1H, J(10ae20) ¼ 5.4, Jgem ¼ 10.2,
10a); 4.61 (br, 1H, J(CH, CH3) ¼ 6.7, NeCH); 7.3 (vbs, 4H, NH); 7.96 (s,
1H,H-8).13CNMR (DMSO-d6): 10.60 (C-40); 22.31 (2C, CH3); 26.97 (C-
30); 46.11 (NeCH); 51.63 (C-20); 71.71 (C-10); 122.07 (C-5); 137.58 (C-
8); 151.08 (C-4); 159.93 (NeC); 160.20 (C-2); 160.75 (C-6). For
C13H22N8O$MeOH (306.37) calcd: C, 49.69;H, 7.74;N, 33.11. Found:C,
49.82; H, 7.39; N, 33.53.

Compound 16e: yield 0.15 g, 33%; FABMS: 307.0 [MHþ] (100).
[a]Dþ32.3� (c 0.38, methanol); 1H NMR (DMSO-d6): 0.89 (t, 3H, J(40,
30) ¼ 7.4, CH3-40); 1.45 (d, 3H, J(CH3, CH) ¼ 6.8, CH3); 1.46 (d, 3H,
J(CH3, CH) ¼ 6.8, CH3); 1.46 (m, 1H, 30b); 1.65 (m, 1H, 30a); 3.38 (dd,
1H, J(10be20) ¼ 5.9, Jgem ¼ 10.6, 10b); 3.49 (dd, 1H, J(10ae20) ¼ 5.0,
Jgem ¼ 10.5, 10a); 4.52 (br, 1H, J(CH, CH3) ¼ 6.8, NeCH); 4.63 (brs,
1H, OH); 6.12 (brs, 1H, NH); 7.25 (vbs, 4H, NH); 7.71 (s, 1H, H-8). 13C
NMR (DMSO-d6): 10.87 (C-40); 22.21 and 22.27 (2C, CH3); 24.18 (C-
30); 45.63 (NeCH); 54.37 (C-20); 63.30 (C-10); 119.84 (C-5); 135.32
(C-8); 151.67 (C-4); 158.06 (C-2); 159.82 (NeC); 160.17 (C-6). For
C12H20N8O$2/3 MeOH (306.37) calcd: C, 50.09; H, 7.59; N, 34.19.
Found: C, 49.90; H, 7.29; N, 34.19.

6.1.7. 2-[2-(2S)-(Aminomethyl)propoxy]-6-guanidino-9-isopropyl-
9H-purine (16f) and 6-guanidino-2e{[1-(1S)-(hydroxymethyl)propyl]
amino}-9-isopropyl-9H-purine (16g)

General procedure; S-(þ)-2-amino-1-butanol (1.32 ml,
14 mmol); 6 h; RT; compound 16f: yield 0.3 g, 44%; FABMS: 307.0
[MHþ] (100). [a]D þ15.6� (c 0.39, methanol); 1H NMR (DMSO-d6):
0.93 (t, 3H, J(40, 30) ¼ 7.5, CH2-40); 1.28 (m, 1H, CH2-30b); 1.48 (d, 6H,
J(CH3, CH) ¼ 6.8, CH3); 1.52 (m, 1H, 30a); 2.90 (m, 1H, CH2-20); 3.98
(dd, 1H, J(10be20) ¼ 6.6, Jgem ¼ 10.2, 10b); 4.07 (dd, 1H, J(10ae
20) ¼ 5.4, Jgem ¼ 10.2, 10a); 4.61 (br, 1H, J(CH, CH3) ¼ 6.7, NeCH);
7.3 (vbs, 4H, NH); 7.96 (s, 1H, H-8). 13C NMR (DMSO-d6): 10.60 (C-
40); 22.31 (2C, CH3); 26.97 (C-30); 46.11 (NeCH); 51.63 (C-20); 71.71
(C-10); 122.07 (C-5); 137.58 (C-8); 151.08 (C-4); 159.93 (NeC);
160.20 (C-2); 160.75 (C-6).

Compound 16g: yield 0.2 g, 29%; FABMS: 307 [MHþ] (100).
[a]D �33.3� (c 0.21, methanol); 1H NMR (DMSO-d6): 0.89 (t, 3H, J(40,
30) ¼ 7.4, CH3-40); 1.45 (d, 3H, J(CH3, CH) ¼ 6.8, CH3); 1.46 (d, 3H,
J(CH3, CH) ¼ 6.8, CH3); 1.46 (m, 1H, 30b); 1.65 (m, 1H, 30a); 3.38 (dd,
1H, J(10be20) ¼ 5.9, Jgem ¼ 10.6, 10b); 3.49 (dd, 1H, J(10ae20) ¼ 5.0,
Jgem ¼ 10.5, 10a); 4.52 (br, 1H, J(CH, CH3) ¼ 6.8, NeCH); 4.63 (brs,
1H, OH); 6.12 (brs, 1H, NH); 7.25 (vbs, 4H, NH); 7.71 (s, 1H, H-8). 13C
NMR (DMSO-d6): 10.87 (C-40); 22.21 and 22.27 (2C, CH3); 24.18 (C-
30); 45.63 (NeCH); 54.37 (C-20); 63.30 (C-10); 119.84 (C-5); 135.32
(C-8); 151.67 (C-4); 158.06 (C-2); 159.82 (NeC); 160.17 (C-6). For
C12H20N8O$½HCl (306.37) calcd: C, 48.10; H, 6.99; N, 34.52. Found:
C, 48.40; H, 7.01; N, 34.29.

6.1.8. 2-{[(2R)-2-Amino-3-methylbutyl]oxy}-6-guanidino-9-isopro-
pyl-9H-purine (16h) and 6-guanidino-2-{[(1R)-1-(hydroxymethyl)-2-
methylpropyl]amino}-9-isopropyl-9H-purine (16i)

General procedure; (2R)-(�)-2-amino-3-methyl-1-butanol (1 g,
10mmol); 10 h; RT; compound 16h: yield 0.09 g, 28%; FABMS: 321.0
[MHþ] (40). [a]D �9.4� (c 0.19, methanol); 1H NMR (DMSO-d6): 0.89
(d, 3H, J(40,30) ¼ 6.8, CH3); 0.93 (d, 3H, J(40,30) ¼ 6.8, CH3); 1.48 (d,
6H, J(CH3, CH) ¼ 6.8, CH3); 1.72 (m, 1H, CH-30); 2.83 (m, 1H, CH-20);
3.99 (dd, 1H, J(10be20) ¼ 7.1, Jgem ¼ 10.4, 10b); 4.19 (dd, 1H, J(10ae
20) ¼ 5.2, Jgem ¼ 10.4, 10a); 4.61 (br, 1H, J(CH, CH3) ¼ 6.8, NeCH);
7.30 (vbs, 4H, NH); 7.96 (s, 1H, H-8). 13C NMR (DMSO-d6): 17.52
and 19.74 (C-40); 22.29 (2C, CH3); 30.34 (C-30); 46.15 (NeCH); 55.07
(C-20); 70.10 (C-10); 122.08 (C-5); 137.60 (C-8); 151.08 (C-4); 159.92
(NeC); 160.21 (C-2); 160.75 (C-6). For C16h24N8O$2/3 MeOH
(320.39) calcd: C, 51.54; H, 7.86; N, 32.79. Found: C, 51.35; H, 7.59;
N, 33.09.

Compound 16i: yield 0.1 g, 31%; FABMS: 321.0 [MHþ] (100).
[a]D þ37.5� (c 0.35, methanol); 1H NMR (DMSO-d6): 0.90 (d, 3H,
J(40,30)¼ 6.9, CH3); 0.91 (d, 3H, J(40,30)¼ 6.9, CH3); 1.45 (d, 3H, J(CH3,
CH)¼ 6.9, CH3); 1.46 (d, 3H, J(CH3, CH) ¼ 6.8, CH3); 1.97 (m, 1H, CH-
30); 3.49 (m, 2H, CH2-10); 3.75 (brs, 1H, CH2-20); 4.52 (br, J(CHe
CH3) ¼ 6.8, CHeN); 4.58 (brs, 1H, OH); 6.13 (br, 1H, NH); 7.4
(vbs, 4H, NH); 7.71 (s,1H, H-8). 13C NMR (DMSO-d6): 18.55 and 19.83
(C-40); 22.18 and 22.33 (2C, CH3); 28.82 (C-30); 45.71 (NeCH); 57.71
(C-20); 61.67 (C-10); 119.74 (C-5); 135.38 (C-8); 151.67 (C-4); 158.42
(C-2); 159.76 (NeC); 159.97 (C-6). For C16h24N8O$1/3 EtOH$1/3 HCl
(320.39) calcd: C, 50.63; H, 7.63; N, 32.21. Found: C, 50.61; H, 7.50; N,
32.55.

6.1.9. 2-{[(2S)-2-Amino-3-methylbutyl]oxy}-6-guanidino-9-isopro-
pyl-9H-purine (16j) and 6-guanidino-2-{[(1S)-1-(hydroxymethyl)-2-
methylpropyl]amino}-9-isopropyl-9H-purine (16k)

General procedure; (2S)-(�)-2-amino-3-methyl-1-butanol (1 g,
10 mmol); 10 h; RT; compound 16j: yield 0.12 g, 38%; FABMS: 321.0
[MHþ] (100). [a]D þ12.6� (c 0.17, methanol); 1H NMR (DMSO-d6):
0.89 (d, 3H, J(40,30) ¼ 6.8, CH3); 0.93 (d, 3H, J(40,30) ¼ 6.8, CH3); 1.48
(d, 6H, J(CH3, CH) ¼ 6.8, CH3); 1.72 (m, 1H, CH-30); 2.83 (m, 1H, CH-
20); 3.99 (dd,1H, J(10be20)¼ 7.1, Jgem¼ 10.4,10b); 4.19 (dd,1H, J(10ae
20)¼ 5.2, Jgem¼ 10.4,10a); 4.61 (br,1H, J(CH, CH3)¼ 6.8, NeCH); 7.30
(vbs, 4H, NH); 7.96 (s, 1H, H-8). 13C NMR (DMSO-d6): 17.52 and
19.74 (C-40); 22.29 (2C, CH3); 30.34 (C-30); 46.15 (NeCH); 55.07 (C-
20); 70.10 (C-10); 122.08 (C-5); 137.60 (C-8); 151.08 (C-4); 159.92
(NeC); 160.21 (C-2); 160.75 (C-6).

Compound 16k: yield 0.12 g, 28%; FABMS: 321.0 [MHþ] (100).
[a]D �35.6� (c 0.24, methanol); 1H NMR (DMSO-d6): 0.90 (d, 3H,
J(40,30)¼ 6.9, CH3); 0.91 (d, 3H, J(40,30)¼ 6.9, CH3); 1.45 (d, 3H, J(CH3,
CH) ¼ 6.9, CH3); 1.46 (d, 3H, J(CH3, CH) ¼ 6.8, CH3); 1.97 (m, 1H,
CH-30); 3.49 (m, 2H, CH2-10); 3.75 (brs, 1H, CH2-20); 4.52 (br, J(CHe
CH3) ¼ 6.8, CHeN); 4.58 (brs, 1H, OH); 6.13 (br, 1H, NH); 7.4 (vbs,
4H, NH); 7.71 (s, 1H, H-8). 13C NMR (DMSO-d6): 18.55 and 19.83
(C-40); 22.18 and 22.33 (2C, CH3); 28.82 (C-30); 45.71 (NeCH); 57.71
(C-20); 61.67 (C-10); 119.74 (C-5); 135.38 (C-8); 151.67 (C-4); 158.42
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(C-2); 159.76 (NeC); 159.97 (C-6). For C16h24N8O$4/5 MeOH
(320.39) calcd: C, 51.37; H, 7.92; N, 32.38. Found: C, 51.23; H, 7.41; N,
32.31.

6.1.10. 2-Cyclopropylamino-6-guanidino-9-isopropyl-9H-purine (16l)
General procedure; cyclopropylamine (2.3 ml, 32.6 mmol); 4 h,

RT; yield 0.25 g, 25%; FABMS: 275.1 [MHþ] (100). 1H NMR (DMSO-
d6): 0.43 and 0.62 (m, 2H, 2� CH2); 1.48 (d, 6H, J(CH3, CH) ¼ 6.7,
CH3); 2.60 (m, 1H, NeCH); 4.55 (sept, 1H, J(CH, CH3) ¼ 6.7, NeCH);
6.72 (brs, 1H, NH); 7.50 (brs, 4H, NH); 7.77 (s, 1H, H-8). 13C NMR
(DMSO-d6): 6.68, 2C, (CH2); 22.27 (2C, CH3); 24.20 (NeCH); 45.50
(NeCH); 119.79 (C-5); 135.70 (C-8); 151.86 (C-4); 158.75 (C-6);
159.68 and 160.02 (NeC and C-2). For C12H18N8$0.5H2O$HCl
(274.32) calcd: C, 45.37; H, 6.26; N, 32.66; Cl 11.09. Found: C, 45.07;
H, 6.30; N, 35.04; Cl 10.92.

6.1.11. 6-Guanidino-9-isopropyl-2-(2S)-(pyrrolidin-2-ylmethoxy)-
9H-purine (16m) and 6-guanidino-2-[2-(2S)-(hydroxymethyl)pyrr-
olidin-1-yl]-9-isopropyl-9H-purine (16n)

General procedure; (S)-(þ)-2-(hydroxymethyl)pyrrolidine
(1.43 ml, 14 mmol); 10 h; RT; compound 16m: yield 0.07 g, 16%;
FABMS: 318.0 [MHþ] (10). [a]D þ5.0� (c 0.28, methanol); 1H NMR
(DMSO-d6): 1.43 (m, 1H, 30b); 1.48 (d, 6H, J(CH3, CH) ¼ 6.8, CH3);
1.65 (m, 2H, CH-40); 1.82 (m, 1H, 30a); 2.79 (m, 2H, CH2-50); 3.68 (m,
1H, CH-20); 4.02 (dd,1H, J(CH2e20)¼ 6.1, Jgem¼ 10.3, OeCH2b); 4.06
(dd, 1H, J(CH2e20) ¼ 6.7, Jgem ¼ 10.3, OeCH2a); 4.61 (br, 1H, J(CH,
CH3) ¼ 6.8, NeCH); 7.40 (vbs, 4H, NH); 7.95 (s, 1H, H-8). 13C NMR
(DMSO-d6): 22.27 (2C, CH3); 25.24 (C-40); 28.65 (C-30); 46.09 (Ne
CH); 46.25 (C-50); 56.70 (C-20); 70.32 (OeCH2); 122.05 (C-5);
137.49 (C-8); 151.06 (C-4); 159.89 (NeC); 160.23 (C-2); 160.72 (C-6).

Compound 16n: yield 0.22 g, 48%; FABMS: 319 [MHþ] (100).
[a]D �83.4� (c 0.33, methanol); 1H NMR (DMSO-d6): 1.47 (d, 6H,
J(CH3, CH) ¼ 6.8, CH3); 1.83e1.99 (m, 4H, CH2-30, 40); 3.37 (m, 1H,
50b, CH2eO); 3.49 (m, 1H, 50a); 3.66 (bdt, J(CH2eOH) ¼ J(CH2-
20) ¼ 4.1, Jgem ¼ 10.2, CH2eO); 4.04 (brs, CH2-20); 4.54 (br, 1H,
J(CH, CH3) ¼ 6.8, NeCH); 4.90 (brs, 1H, OH); 7.3 (vbs, 4H, NH); 7.74
(s, 1H, H-8). 13C NMR (DMSO-d6): 22.01 (2C, CH3); 23.21 (C-40);
28.00 (C-30); 45.85 (NeCH); 47.83 (C-50); 59.46 (C-20); 62.48 (Oe
CH2); 119.73 (C-5); 135.81 (C-8); 151.64 (C-4); 156.48 (C-2);
159.95 (NeC); 160.09 (C-6). For C12H20N8O$1/3 MeOH (292.34)
calcd: C, 52.32; H, 7.15; N, 34.05. Found: C, 52.45; H, 6.97; N, 34.15.

6.1.12. 6-Guanidino-9-isopropyl-2-(2R)-(pyrrolidin-2-ylmethoxy)-
9H-purine (16o) and 6-guanidino-2-[2-(2R)-(hydroxymethyl)pyrr-
olidin-1-yl]-9-isopropyl-9H-purine (16p)

General procedure; (R)-(�)-2-(hydroxymethyl)pyrrolidine
(1.43 ml, 14 mmol), 10 h; RT; compound 16o: yield 0.07 g, 15%;
FABMS: 319.0 [MHþ] (40). [a]D �8.6� (c 0.21, methanol); 1H NMR
(DMSO-d6): 1.43 (m, 1H, 30b); 1.48 (d, 6H, J(CH3, CH) ¼ 6.8, CH3);
1.65 (m, 2H, CH-40); 1.82 (m, 1H, 30a); 2.79 (m, 2H, CH2-50); 3.68 (m,
1H, CH-20); 4.02 (dd, 1H, J(CH2-20) ¼ 6.1, Jgem ¼ 10.3, OeCH2b); 4.06
(dd, 1H, J(CH2e20) ¼ 6.7, Jgem ¼ 10.3, OeCH2a); 4.61 (br, 1H, J(CH,
CH3) ¼ 6.8, NeCH); 7.40 (vbs, 4H, NH); 7.95 (s, 1H, H-8). 13C NMR
(DMSO-d6): 22.27 (2C, CH3); 25.24 (C-40); 28.65 (C-30); 46.09 (Ne
CH); 46.25 (C-50); 56.70 (C-20); 70.32 (OeCH2); 122.05 (C-5);
137.49 (C-8); 151.06 (C-4); 159.89 (NeC); 160.23 (C-2); 160.72 (C-6).

Compound 16p: yield 0.23 g, 50%; FABMS: 319.0 [MHþ] (50).
[a]D þ94.3� (c 0.53, methanol); 1H NMR (DMSO-d6): 1.47 (d, 6H,
J(CH3, CH) ¼ 6.8, CH3); 1.83e1.99 (m, 4H, CH2-30, 40); 3.37 (m, 1H,
50b, CH2eO); 3.49 (m, 1H, 50a); 3.66 (bdt, J(CH2eOH) ¼ J(CH2-
20) ¼ 4.1, Jgem ¼ 10.2, CH2eO); 4.04 (brs, CH2-20); 4.54 (br, 1H,
J(CH, CH3) ¼ 6.8, NeCH); 4.90 (brs, 1H, OH); 7.3 (vbs, 4H, NH); 7.74
(s, 1H, H-8). 13C NMR (DMSO-d6): 22.01 (2C, CH3); 23.21 (C-40);
28.00 (C-30); 45.85 (NeCH); 47.83 (C-50); 59.46 (C-20); 62.48 (Oe
CH2); 119.73 (C-5); 135.81 (C-8); 151.64 (C-4); 156.48 (C-2);

159.95 (NeC); 160.09 (C-6). For C16h22N8O$½ EtOH (318.38) calcd:
C, 52.77; H, 7.38; N, 32.82. Found: C, 52.75; H, 7.06; N, 32.98.

6.1.13. 2-Chloro-6-guanidino-9-isopropyl-9H-purine (17)
2,6-Dichloro-9-isopropyl-9H-purine [29] was treated with

a solution of guanidine [21] at RT. The precipitate was filtered and
filtrate was purified by column chromatography (5e15% ethano-
l:EtOAc followed by EtOAc:acetone:EtOH:H2O, 6:1:1:0.5). Yield
3.21 g, 75%. FABMS: 254.0 [MHþ] (100). 1H NMR (DMSO-d6): 1.49
(d, 6H, J(CH3, CH) ¼ 6.8, CH3); 4.67 (sept, 1H, J(CH, CH3) ¼ 6.8, Ne
CH); 7.40 (br, 4H, NH); 8.19 (s, 1H, H-8). 13C NMR (DMSO-d6): 22.30
(2C, CH3); 46.56 (NeCH); 124.50 (C-5); 139.36 (C-8); 150.57 (C-2);
150.87 (C-4); 160.16 (C-6); 160.34 (NeC). For C9H12ClN7$1/4H2O
(253.69) calcd: C, 41.87; H, 4.88; N, 37.97; Cl, 13.73. Found: C, 42.16;
H, 4.68; N, 37.82 Cl, 14.05.

6.2. Enzyme inhibition assay

CDK1/cyclin B and CDK2/cyclin E kinases were produced using
the baculoviral expression system and purified on a Ni2þ-NTA
column (Qiagen). The kinase reactionwas performed with 1 mg/ml
histone H1 in the presence of 15 mM ATP, 0.05 mCi [g-33P]ATP, and
with a test compound in a final volume of 10 ml, all in the reaction
buffer (60 mM HEPESeNaOH, pH 7.5, 3 mM MgCl2, 3 mM MnCl2,
3 mM sodium orthovanadate, 1.2 mM DTT, 2.5 mg/50 ml PEG20.000).
The reaction was stopped by adding 5 ml of 3% aqueous H3PO4.
Aliquots were spotted onto P-81 phosphocellulose paper (What-
man), washed 3� with 0.5% aqueous H3PO4, and finally air-dried.
Kinase inhibition was quantified using digital image analyzer
FLA-7000 (Fujifilm). The IC50 values were determined from dosee
response curves.

Kinase selectivity profiling was carried out under the conditions
used as described previously [37]. Compounds 16e and 16g were
screened at a concentration of 1 mM in duplicate. The assays were
initiated with ATP (800 cpm/pmol [g-33P]ATP at 5, 20 or 50 mM in
order to be at or below the Km for ATP for each enzyme), stopped by
the addition of phosphoric acid and spotted onto P81 filter plates.
Inhibition was expressed as residual kinase activity.

6.3. Cytotoxicity assay

The cytotoxicity of the studied compounds was determined on
MCF7 breast cancer cell line. The cells were cultivated in Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) supplemented with 10% (v/v)
fetal bovine serum, 2 mM glutamine, 100 IU/ml penicillin and
100 mg/ml streptomycin and maintained at 37 �C, in a humidified
environment with 5% CO2. Approximately 10,000 cells were seeded
into a well of a 96-well microtiter plate. After 4 h stabilization,
a tested compound in various concentrations was added in tripli-
cates. The final concentration of DMSO never exceeded 0.5%. After
72 h incubation, calcein AM solution (Molecular Probes) was added
to the final concentration of 1 mg/ml for 1 h and the fluorescence of
free calcein was measured at 485/538 nm (excitation/emission)
using Fluoroskan Ascent reader (Labsystem). The viability was
expressed as a percentage of the fluorescence of the control cells
and the IC50 values (the concentration of an inhibitor that is
required for 50% decrease of the intracellular esterase activity) were
determined by graphical analysis from doseeresponse curves. The
IC50 values represent averages of at least three independent
experiments.

6.4. Cell cycle analysis

Approximately million cells were fixed with 90% methanol. Af-
ter rehydration the cells were incubated with primary antibody
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against pH3Ser10 and then with secondary antibody conjugated
with Alexa Fluor 488. DNA was stained with propidium iodide and
the fluorescence signal was measured at 488/575 nm (ex/em) for
propidium iodide and 488/525 nm (ex/em) for Alexa Fluor 488
using Cell Lab QuantaTM SC flow cytometer (Beckman Coulter). The
data were analyzed using the program Multicycle AV for Windows.

6.5. Docking study

The human CDK2, roscovitine and inhibitors 16e/16g and 16i/
16k were prepared for docking in the YASARA modelling package
[39] on the basis of deposited structure 2A4L [33]. H atoms were
added to the protein to mimic neutral pH and their positions were
optimized. The glycerol and water molecules were removed from
the model. The parameter set used for the protein was AMBER ff03
[40]. The ligand was optimized in a vacuum and partial charges on
its atoms were obtained by a restrained fit to the electrostatic po-
tential (RESP) at the AM1BCC level [41]. The ligandwas then docked
to the protein using the AutoDock program [42]. 1000 poses were
obtained using a local search protocol, these were subsequently
clustered based on similarity (r.m.s.d. < 5 �A) and then scored.
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Flavone eupatorin is one of the constituents of Orthosiphon stamineus, a medicinal herb used in
folk medicine in South East Asia for treatment of various disorders. In our study, we
investigated the antiproliferative properties of a chloroform extract of the leaves of O.
stamineus and of pure eupatorin. The compound was able to reduce the number of viable
cancer cells to the same extent as the extract, with IC50 values in micromolar range. Moreover,
both the eupatorin standard and the extract caused cells to arrest in the G2/M phase of the cell
cycle. This clearly demonstrates that eupatorin contributes significantly to the overall extract
activity. Induction of mitotic catastrophe, accompanied by key molecular events defining
apoptosis, is the mechanism of eupatorin-induced cell death. Importantly, eupatorin (at the
doses cytotoxic to cancer cells) did not kill normal cells; it only limited migration of HUVEC
endothelial cells and their ability to create tubes. The ability of eupatorin to nonspecifically
inhibit many protein kinases was proven and is the probable cause of its cellular effects. In
summary, eupatorin emerges as a promising agent in anticancer research.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Orthosiphon stamineus Benth. (Lamiaceae) is a medicinal
herb widely used for many centuries in folk medicine in
South East Asia for treatment of various disorders including

urinary lithiasis, edema, eruptive fever, influenza, rheuma-
tism, hepatitis, jaundice and biliary lithiasis [1]. Leaves of the
plant are consumed as Java tea to facilitate body detoxifica-
tion [2]. Tablets or capsules containing dried leaves are also
available as a dietary supplement. For its demonstrated
efficacy the extracts from O. stamineus have been more
closely examined and the results confirmed its diuretic,
uricosuric [3], antioxidant, hepatoprotective [4], anti-
inflammatory [5] and other properties. Extracts of O.
stamineus leaves consist of a wide range of compounds,
including flavonoids, terpenoids or organic acids such as
rosmarinic or caffeic acid [6]. The polymethoxylated flavo-
noids sinensetin, eupatorin and 3′‐hydroxy-5,6,7,4′-tetra-
methoxyflavone, found as dominant compounds in the
chloroform fraction of such extracts, are among the most
therapeutically important constituents [5].

Flavonoids are secondary metabolites widely distributed
throughout the plant kingdom with well known and proven
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antioxidant, anti-inflammatory, antitumor and other biolog-
ical activities [7]. The ability of some of these compounds to
block the cell cycle, induce apoptosis [8], disrupt mitotic
spindle [9] or inhibit angiogenesis [10] makes them promis-
ing agents in anticancer research and some of them, such as
quercetin, genistein or flavopiridol (a synthetic analogue of a
natural alkaloid rohitukin), have already entered clinical
trials for several oncological indications [11–13]. On the
molecular level flavonoids exert a broad spectrum of action:
they inhibit several kinases including epidermal growth
factor receptors (EGFRs), platelet derived growth factor
receptors (PDGFRs), vascular endothelial growth factor re-
ceptors (VEGFRs), c-Met [14] or cyclin-dependent kinases
(CDKs) [15]. The latter are all important enzymes that drive
development of many cancer types. Interaction with tubulin,
leading to depolymerization of microtubules and disruption
of the mitotic spindle, has also been reported for some
flavonoids [9].

Screen of a library of flavonoids and related natural
compounds yielded eupatorin to be a cytotoxic agent able to
weakly inhibit cyclin-dependent kinases. This observation
led us to study the antiproliferative and antiangiogenic
effects of the compound in detail and in an effort to explain
the mechanism of its action. We also tried to evaluate the
contribution of eupatorin to the overall activity of the
chloroform extract of O. stamineus leaves where eupatorin
is among the main constituents [5].

The flavone eupatorin (Fig. 1) has been already shown to
be an antiproliferative agent active against several cancer cell
lines, including human cervical adenocarcinoma (HeLa),
human gastric adenocarcinoma (MK-1), murine melanoma
(B16F10), murine colon carcinoma (26-L5), or human breast
cancer cell line (MDA-MB-468), but it has no cytostatic
effects in normal human breast cell line (MCF-10A) [6,16,17].
These observations suggest that eupatorin could become an
anticancer agent with desired selectivity between cancer and
normal cells. In a recently published study [18], eupatorin
was found in a high-throughput screen of 2000 bioactive
compounds as a new spindle assembly checkpoint (SAC)
inhibitor.

2. Materials and methods

2.1. Chloroform extract of O. stamineus leaves

Dried leaves ofO. stamineuswere purchased fromExpharma
(Prague, Czech Republic), homogenized with chloroform
(40 mL per 2 g) using an oscillation ball mill (MM 301, Retsch,
Haan, Germany). The crude extract was centrifuged for 10 min
at 20,000 g, the supernatant was filtered through a 0.45-μm
Nylon membrane filter (Alltech, Breda, Netherlands) and
evaporated using a rotary vacuum evaporator (Buchi, Flawil,

Switzerland). The dried isolate was dissolved in DMSO and the
solution was used for cell culture assays.

2.2. Quantification of eupatorin in the extract

Eupatorin was quantified using an ACQUITY Ultra Perfor-
mance LC™ system (Waters, Milford, MA, USA) linked to a PDA
2996 diode array detector and Micromass Quattro micro™ API
benchtop triple quadrupole mass spectrometer (Waters MS
Technologies, Manchester, UK), equipped with a Z-spray
electrospray ionization (ESI) source operating in positive
mode. Diluted sample solutions were injected onto a reversed
phase column (BEH C8, 1.7 μm, 150×2.1 mm, Waters, Milford,
MA, USA), which was maintained at 30 °C. The mobile phase
consisted of the following sequence of linear gradients and
isocratic flows of solvent A (water) and solvent B (acetonitrile
with 7.5 mMHCOOH) at a flow rate of 0.25 mL/min: 50–100% B
over 3 min, 100% B for 1.5 min, and finally 100–50% B over
1 min. Eupatorin was detected in multiple reaction monitoring
(MRM) mode using mass-to-charge (m/z) transitions of
precursor (m/z 345) and product (m/z 284) ions. Quantification
was performed by the method of external calibration
(R2>0.995) with authentic standard of eupatorin (Suppl. 1).

2.3. Antibodies and reagents

Eupatorin standard (purity 94.1% determined by HPLC by
supplier) was purchased from Phytolab (Vestenbergsgreuth,
Germany) and solubilized in DMSO to give a 100 mM
solution. Specific antibodies were purchased from Cell
Signaling Technology (Danvers, MA, USA) (anti-caspase 3),
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) (anti-α-tubulin, clone
DM1A; peroxidase-labeled secondary antibodies), Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA) (anti-Mcl-1, clone S-19;
anti-PARP, clone F-2; anti-Mdm-2, clone SMP14; VEGFR1,
clone C-17), Millipore (Billerica, MA, USA) (anti-pH3Ser10),
Jackson ImmunoResearch Laboratory (Suffolk, UK) (FITC-
conjugated goat anti-mouse IgG), Exbio (Vestec, Czech
Republic) (anti-γ-tubulin conjugated with Dyomics 647),
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) (Alexa Fluor 488-conjugated
goat anti-rabbit IgG) or were a generous gift from B. Vojtěšek
(Masaryk Memorial Cancer Institute, Brno, Czech Republic)
(anti-p53, clone DO-1). All antibodies were diluted into 5%
nonfat dry milk in PBS with 0.1% Tween 20.

2.4. Cell cultures and cell viability assay

MCF7 breast adenocarcinoma, RPMI8226multiplemyeloma,
HL‐60 acute promyelocytic leukemia, MOLT-4 acute lympho-
blastic leukemia, K562 chronic myelogenous leukemia, HeLa
cervical adenocarcinoma cell lines and BJ foreskin fibroblasts
were purchased from the American Type Culture Collection
(Manassas, VA, USA) or the European Collection of Cell Cultures
(Salisbury, UK). HUVEC endothelial cells were a kind gift from
J. Ulrichová (Palacký University Olomouc, Olomouc, Czech
Republic). The cells were cultivated according to the instruc-
tions provided by suppliers. Cell viability assay was performed
using calcein AM (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), the fluores-
cence of viable cells was measured at 485/538 nm (ex/em)
using a Fluoroskan Ascent Plate Reader (Thermo Labsystems,
Waltham, MA, USA) according to Jorda et al. [19].Fig. 1. Structure of eupatorin.
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2.5. Cell cycle analysis

The cells were harvested and fixed with 90% methanol.
After rehydration the cells were incubated with primary
antibody against pH3Ser10 and then with secondary antibody
conjugated with Alexa Fluor 488. DNA was stained with
propidium iodide and the fluorescence signal was measured
at 488/575 nm (ex/em) for propidium iodide and 488/525 nm
(ex/em) for Alexa Fluor 488 using Cell Lab QuantaTM SC flow
cytometer (Beckman Coulter, Indianapolis, IN, USA). The data
were analyzed using the program Multicycle AV for Windows.

2.6. SDS–PAGE and immunoblotting

The cells were harvested, lysed and proteins in the lysates
were quantified by the Bradford method. The samples were
separated on SDS-polyacrylamide gels and transferred onto
nitrocellulose membranes. The membranes were blocked and
probed with primary and appropriate secondary antibody.
Protein–antibody complexes were visualized using ECL
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) as described
previously [19].

2.7. Caspase 3/7 assay

The assay was performed as described previously [19].
Briefly, the cells were harvested, lysed and the protein
concentration was determined by the Bradford method.
15 μg of the proteins were mixed with 100 μL of the assay
buffer containing 100 μM Ac-DEVD-AMC as a substrate. The
fluorescence signal was measured using a Fluoroskan Ascent
reader (Thermo Labsystems,Waltham,MA, USA) at 346/442 nm
(ex/em).

2.8. Immunofluorescence staining

HeLa cells were cultivated on glass cover slips in six-well
plates. The cells were then washed, fixed with methanol–
acetone (1:1) and blocked with 10% fetal bovine serum. The
slips were incubated with primary antibodies and after
washing with secondary antibodies. DNA was stained with
DAPI. Images were captured using a fluorescence microscope
BX50 (Olympus, Tokyo, Japan) equipped with digital camera
Cool Snap (Photometrics, Tucson, AZ, USA).

2.9. Protein kinase assays

Kinase selectivity profiling was carried out under the
conditions used as described previously [20]. Eupatorin was
screened at a concentration of 1 μM in duplicate. The assays
were initiated with ATP (800 cpm/pmol [γ-33P]ATP at 5, 20
or 50 μM in order to be at or below the Km for ATP for each
enzyme), stopped by the addition of phosphoric acid and
spotted onto P81 filter plates. Inhibition was expressed as
residual kinase activities.

2.10. Migration scratch assay

A scratch by tip was made in a layer of confluently
growing HUVEC cells. The cells were treated with eupatorin
for 20 h and then fixed with 3% formalin. Images were

captured using microscope BX50 (Olympus, Tokyo, Japan)
equipped with digital camera Cool Snap (Photometrics,
Tucson, AZ, USA) and analyzed using S.CORE Image Analysis
software (S.CO LifeScience, Munich, Germany). Migration
was expressed as the ratio of pixels non-covered by cells and
the total number of pixels in the wound area.

2.11. Tube formation assay

The method was performed according to Zahler et al., 2010
[21]. Briefly, HUVEC cells were seeded on Matrigel (BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) in Ibidi μ-slides (15-well,
Ibidi GmbH, Munich, Germany) and treated with eupatorin for
20 h. Imageswere capturedwith a BX50microscope (Olympus,
Tokyo, Japan) equipped with digital camera Cool Snap
(Photometrics, Tucson, AZ, USA). The total length of tubes and
the number of nodes was quantified using the MATLAB based
image analysis program developed in house.

2.12. Statistical analysis

Statistical calculations were carried out with the GraphPad
Prism 5.0 forWindows software package. Results are expressed
as themean±S.D. of at least 3 independent experiments. One-
way ANOVA with Dunnett's post test was used for statistical
analyses.

3. Results and discussion

3.1. Eupatorin is the active constituent of chloroform extract of
O. stamineus leaves

A chloroform extract of O. stamineus leaves was prepared
as described in the Materials and Methods section. The extract
reduced cell viability of cancer cells tested as shown in Table 1.
It was reported previously that eupatorin is one of the most
biologically active constituents of O. stamineus leaves [5]. To
evaluate its contribution to the antiproliferative activity of the
extract found in this study, the concentration of eupatorin in
the extract was determined by using UPLC–MS/MS (0.53±
0.08 mg/g DW; Suppl. 1) and the activity of the extract was
compared to that of the eupatorin standard. Pure eupatorin
was able to reduce the number of viable cancer cells in a
similar manner to the extract, with IC50 values in micromolar
range (Table 2). This clearly demonstrates that eupatorin
contributes significantly to the overall extract activity. More-
over pure eupatorin was selectively active against a broad
spectrum of cancer cells and was much less effective against
normal cells (Table 2). The dose response curves of both the
extract and the eupatorin standard are attached as Suppl. 2.

3.2. The extract as well as the eupatorin standard induces G2/M
arrest of the cell cycle

After 24 h the extract (6.48 mg DW/mL, final concentra-
tion of eupatorin in culture medium was 10 μM; Fig. 2A) as
well as pure eupatorin (Fig. 2B) induced G2/M arrest of the
cell cycle of HeLa cells. In an effort to distinguish between G2
and M phase we examined the intracellular levels of histone
H3 phosphorylated on serine 10 (pH3Ser10) by flow
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cytometry (Fig. 2C) and immunofluorescent microscopy
(Suppl. 3). This phosphorylation, catalyzed by aurora kinases
A and B, is essential for chromatin condensation during
mitosis and is often detected as a mitotic marker [22,23]. Its
inhibition leads to late G2 phase arrest [24]. Aurora B is also a
part of SAC and sustains activated when kinetochors are
attached to microtubules but are not under tension [25,26].
Inhibition of its function in mitotic cells causes inactivation of
SAC and forced exit from mitosis with perturbed cytokinesis
[18]. High concentrations of eupatorin inhibit aurora kinases
in cells as well as in vitro with purified enzyme as shown in

recent study by Salmela and coworkers [18]. In asynchronous
population of HeLa cells only a part of them is present in
mitosis and only these cells override mitotic checkpoint upon
treatment with high doses of eupatorin, they do not undergo
cytokinesis and exit mitosis in tetraploid, polynucleated
state. Presence of a small population of polyploid cells after

Table 1
The antiproliferative effects of chloroform extract of Orthosiphon stamineus
leaves on cancer cells.

Cell line Extract
IC50 [mg DW/mL]a

Eupatorin in culture
medium [μM]

HeLa 6.81±1.11 10.52±1.71
K562 2.25±0.33 3.47±0.51

a mg of dried leaves per mL of culture medium.

Table 2
The antiproliferative effects of eupatorin on cancer and normal cells.
Flavopiridol was used as a positive control.

Cell line Eupatorin
IC50 [μM]

Flavopiridol
IC50 [μM]

HeLa 11.72±2.86 0.54±0.04
K562 4.29±1.35 0.81±0.07
MCF7 16.61±5.56 0.22±0.04
RPMI8226 4.77±0.51 0.27±0.02
HL-60 14.09±0.55 ND
MOLT-4 4.74±0.43 ND
BJ >50 0.14±0.01
HUVEC >50 ND

ND not determined.

Fig. 2. Chloroform extract of Orthosiphon stamineus leaves as well as pure eupatorin induces G2/M arrest of the cell cycle in HeLa cells. Flow cytometry analysis:
(A) propidium iodide staining of HeLa cells treated with the extract (6.48 mg DW/mL, concentration of eupatorin in culture medium was 10 μM) for 24 h,
(B) propidium iodide staining of HeLa cells treated with pure eupatorin (5, 10, 20 μM) or nocodazole (50 μg/mL) for 24 h, (C) combined staining with propidium
iodide and antibody against phospho-histone H3 on serine 10 (pH3) of HeLa cells treated with pure eupatorin (5, 10, 20 μM) or nocodazole (50 μg/mL) for 24 h.
Each picture shows a representative example of at least 3 independent experiments. Nocodazole was used as a positive control. Deb. Debris.
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treatment with eupatorin confirms such assumptions
(Fig. 2B,C). However, more than 75% of asynchronously
growing cells are present in interphase when eupatorin is
added. Inhibition of aurora kinases in this case leads to a
block of phosphorylation of histone H3 on serine 10 (Fig. 2C)
with concomitant late G2 arrest due to inability to condense
chromatin.

Lower doses of eupatorin are not sufficient to block the
activity of aurora B; the number of HeLa cells positive to
pH3Ser10 increases in this case (Fig. 2C). Moreover, cells treated
will lower doses of eupatorin are evidently more susceptible to
induction of the cell death as the percentage of disintegrated
cells (Debris) is higher than in the case of higher doses (Fig. 2B,
C). Similar results were observed in the K562 cell line (data not
shown). From our findings we concluded that eupatorin acts as
a biphasic agent being more cytotoxic at lower concentrations
and rather cytostatic at higher in short incubations (24 h).
However, the arrested cells, although not dying immediately,
are affected at large extent and die later as shown by typical
shape of dose response curves from 3 days experiments we
made (Suppl. 2).

3.3. Eupatorin induces mitotic catastrophe accompanied by
apoptosis

Cell cycle analysis of cells treated with lower doses of
eupatorin revealed a large number of dying cells, but further
experimentswere necessary to investigatewhether cell death
was due to apoptosis. For this purpose we treated HeLa cells
with eupatorin for 24 h after which they were harvested and
lysed. The lysates were analyzed by immunoblotting to detect
some markers of apoptosis, such as the 89 kDa fragment of
poly(ADP-ribose)polymerase (PARP), the active fragment of
caspase 3, antiapoptotic mitochondrial proteins Bcl-2 and
Mcl-1 or tumor suppressor p53 and its negative regulator
Mdm2 (Fig. 3A). The level of p53 is diminished in untreated
HeLa cells due to association with viral E6 oncoprotein
leading to its degradation by proteasome [27]. Stabilization
of p53 was observed after treatment with eupatorin in
correlation with reduction of Mdm2. The intracellular levels

of proteins Bcl-2 and Mcl-1 showed a modest decrease.
Moreover, we observed the appearance of a slowly migrating,
phosphorylated form of Bcl-2 connected with G2/M arrest of
the cell cycle and inactivation of its antiapoptotic function
[28]. In the cells treated with eupatorin we also detected the
increased activity of caspases 3 and 7, the effector proteases
which cleave various intracellular proteins including lamins
and PARP and play a key role in the execution phase of
apoptosis (Fig. 3B). Detected marks of apoptosis were again
weak at the highest tested concentration.

Because of previously reported negative effects of related
flavonoids on the tubulin polymerization [9] we inspected
microtubular system in HeLa cells using immunofluorescence
staining of α-tubulin and γ-tubulin, a well-characterized
component of microtubules and centrosomes, respectively.
No significant depolymerization ofmicrotubuleswas observed,
but a substantial number of mitotic cells containing multipolar
mitotic spindleswithγ-positive centrosomal poleswaspresent
as well as large cells with multiple micronuclei and decon-
densed chromatin (Fig. 4A, B). Thesemarks have been described
as typical morphological characteristics of a mitotic catastrophe
[29] and have already been reported as a prominent response
to some anticancer drugs suchas bleomycin [30], etoposide [31]
or taxol [32]. Mitotic catastrophe, a type of death following
aberrant mitosis, is in some cases accompanied by key
molecular events that define apoptosis such as caspase
activation, mitochondrial release of proapoptotic proteins
such as cytochrome c and apoptosis inducing factor (AIF) and
DNA degradation [33]. Therefore we suggest that mitotic
catastrophe accompanied by apoptosis is the mechanism of
eupatorin-induced cell death.

3.4. Eupatorin is a nonspecific kinase inhibitor

In an attempt to identify primary targets of eupatorin, and
due to its structural similarity to known protein kinase
inhibitors [14,15], we examined the ability of 1 μM eupatorin
to inhibit the activity of kinases on a representative panel of
one fifth of known human protein kinases. The results show
that eupatorin is a nonspecific inhibitor of protein kinases
(Suppl. 4). Among the most sensitive kinases are RIPK2,
VEGFR1 and MLK3 with residual activities below 33%. Both
aurora A and B were inhibited approximately to the same
extent (70% and 79% of residual activity, respectively).
Similarly, Salmela and coworkers [18] observed significant
inhibition of aurora B activity in vitro with recombinant
enzyme (IC50 approx. 20 μM) as well as downregulation of
the activating autophosphorylation on T232 in cell lysates.
On the other hand, they observed only a slight decrease of
activating autophosphorylation on T288 of aurora A in cell
lysates although according to our experiments both aurora A
and B are sensitive to eupatorin to the similar extent.
However, our in vitro experiments with purified enzymes
do not always reflect the real situation in the cells and also
the reduction of autophosphorylation of aurora A on T288 is
only indirect proof of its inhibition by eupatorin.

3.5. Eupatorin inhibits angiogenesis in vitro

Due to the strong inhibition of VEGFR1 by eupatorin in
vitro and the fact that some flavonoids structurally close to

Fig. 3. Induction of apoptosis inHeLa cells after treatmentwith eupatorin for 24 h.
(A) Detection of some markers of apoptosis by immunoblotting. (B) Relative
activity of caspase 3/7 in lysed cells. The data represent mean±SD of 3
independent experiments.
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eupatorin as well as extracts from O. stamineus limit this
process [10,34,35], we tested the antiangiogenic properties of
eupatorin. We used HUVEC cells for modeling of angiogenesis
in vitro and examined their ability to migrate and to form
tubes in the presence of the compound. In a migration scratch
assay the cells exposed to eupatorin for 20 h migrated to a
lesser extent into the scratch than untreated cells (Fig. 5).
Also the number of tubes and nodes created by HUVEC cells
was significantly reduced by eupatorin (Fig. 6). In both cases
the effects were dose dependent. Although in vitro assays
with isolated endothelial cells in culture are simplified, they
provide basic information that are useful not only for the
design of in vivo experiments, but also for interpretation of
data obtained from them.

Vascular endothelial growth factor receptors (VEGFRs)
are among the most important components in molecular
pathway of the process of angiogenesis and they include
three types of receptor tyrosine kinases: VEGFR1 (Flt-1),
VEGFR2 (KDR, Flk-2) and VEGFR3 [36]. We determined the
intracellular level of VEGFR1 in HUVEC cells and observed its
decrease after only two hours of treatment with eupatorin at
the highest concentration (Fig. 7). Due to the structural
similarity of VEGFRs [37] and the nonspecific inhibitory

Fig. 4. Eupatorin disrupts the process of mitosis. (A) Visualization of microtubular system in HeLa cells treated with 10 μM eupatorin for 24 h by
immunofluorescent staining of α-tubulin, DNA was stained with DAPI. (B) Mitotic spindles and centrosomes visualized using immunofluorescent staining of
α-tubulin and γ-tubulin, respectively. DNA was stained with DAPI.

Fig. 5. Eupatorin inhibits migration of HUVEC cells into the scratch after 20 h
treatment: (A) image analysis, (B) quantification. The data represent mean
±SD of 3 independent experiments.
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potential of eupatorin, inhibition of VEGFR2 and VEGFR3 is
expected, but was not determined. Reduction of VEGFRs
levels therefore may contribute to the insensibility of HUVEC
cells to VEGF stimuli and by this means to the more effective
suppression of angiogenesis. Our conclusions are supported
by recent results by Ahamed and coworkers [35] who
showed that 50% ethanolic extract of O. stamineus containing
eupatorin inhibits angiogenesis in vitro as well as in vivo in
colon tumors in nude mice via suppressing VEGFR2 function.

4. Conclusion

Eupatorin exhibited cell growth inhibition and apoptosis
induction preferentially in cancer cells despite being a
nonspecific inhibitor of several protein kinases. Our study
demonstrates that the anticancer effect of eupatorin can
based not only on its cytotoxicity, but also on the ability to
interfere with angiogenesis perhaps through inhibition of
VEGFRs. Therefore we suggest it can be further evaluated in
solid cancers in vivo with a view to its development as an
anticancer drug.

Supplementary data to this article can be found online at
http://dx.doi.org/10.1016/j.fitote.2012.06.002.
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Suppl. 1. UPLC-MS/MS chromatogram of the chloroform extract from Orthosiphon stamineus leaves. 

Eupatorin (RT 2.36 min) was detected in multiple reaction monitoring mode (m/z 344.5 > 284.2). The 

product ion spectrum of the eupatorin molecular ion is shown in the inset. 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Suppl. 2. The antiproliferative effects of chloroform extract of Orthosiphon stamineus leaves (A) or 

pure eupatorin (B) on various cancer or normal cells.   



 

Suppl. 3. Immunofluorescent staining of histone H3 phosphorylated on serine 10 in HeLa cells treated 

with 10 μM eupatorin for 24 h. 

 

 

 

Suppl. 4. Selectivity of 1 μM eupatorin against a panel of recombinant protein kinases. 
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Abstrakt 

 

Cyklin-dependentní kinasy (CDK) jsou specifické serin/threoninové proteinkinasy, které hrají klíčovou roli 

v regulaci buněčného cyklu, transkripci, apoptóze a diferenciaci. Nadměrná aktivita CDK bývá častým znakem 

různých lidských onemocnění spojených s abnormální mírou proliferace jako je rakovina. Z tohoto důvodu se 

CDK staly slibným terčem cílených protinádorových léčiv. První část práce využívá racionálního přístupu při 

hledání nových inhibitorů CDK. Struktury známých inhibitorů olomoucinu a roskovitinu zde byly použity jako 

výchozí strukturní motiv, na jehož základě byla syntetizována série 2,9-substituovaných 6-guanidinopurinů. 

Všechny připravené deriváty byly testovány na CDK1 a CDK2 inhibiční aktivitu in vitro, cytotoxicitu a efekt na 

buněčný cyklus v nádorové buněčné linii MCF7 odvozené od karcinomu prsu a byl u nich studován vztah mezi 

strukturou a biologickou aktivitou. Další část práce je zaměřena na hledání inhibitorů CDK mezi přírodními 

látkami. Studovány byly antiproliferační a anti-angiogenní účinky flavonu eupatorinu a mechanismus jeho 

biologické aktivity. Eupatorin je také jednou z hlavních složek extraktů z listů léčivé rostliny Orthosiphon 

stamineus používané v jihovýchodní Asii k léčbě různých onemocnění. Její sušené, drcené listy byly v této práci 

využity pro vytvoření chloroformového extraktu, který byl poté testován na buněčných kulturách a jeho účinky 

byly srovnávány s aktivitou samotného eupatorinu. 

 

Abstract 

 

Cyclin-dependent kinases (CDKs) are specific serine/threonine protein kinases which play a key role in 

regulation of the cell cycle, transcription, apoptosis and differentiation. Overactivation of CDKs is a frequent 

feature of human pathologies associated with abnormal rates of proliferation such as cancer. For these reasons, 

CDKs have become a promising target in anticancer research. In the first part of the thesis, a series of 2,9-

substituted 6-guanidinopurines, structurally related to the CDK inhibitors olomoucine and roscovitine, has been 

synthesized and characterized. All prepared compounds were screened for their CDK1 and CDK2 inhibitory 

activities, cytotoxicity, effects on the cell cycle in the breast cancer-derived cell line MCF7 and the structure-

activity relationship was evaluated. The second part is focused on CDK inhibitors of the natural origin. We 

investigated the antiproliferative and anti-angiogenic properties of flavone eupatorin and the mechanisms of its 

biological action. Eupatorin is also one of the constituents of the medicinal herb Orthosiphon stamineus used in 

folk medicine in South East Asia for treatment of various disorders. We prepared a chloroform extract of dried, 

crushed leaves of this plant, tested it on the cell cultures and its activity was then compared to that of the 

eupatorin standard. 
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1. Cíle disertační práce 

 

Cyklin-dependentní kinasy (CDK) jsou specifické serin/threoninové proteinkinasy, které hrají klíčovou 

roli v regulaci buněčného cyklu, transkripci, apoptóze a diferenciaci. Nadměrná aktivita CDK bývá častým 

znakem různých lidských onemocnění spojených s abnormální mírou proliferace, jako je rakovina. Z tohoto 

důvodu se CDK staly slibným terčem cílených protinádorových léčiv. 

 Cílem této práce byla jednak literární rešerše na téma protinádorových léčiv se zaměřením na CDK, 

dále v experimentální části hledání nových inhibitorů CDK a ověření mechanismu jejich účinku. Využity přitom 

byly dva přístupy. První, racionální přístup, byl založen na obměňování struktur již známých inhibitorů CDK ve 

snaze zvýšit jejich biologickou aktivitu, druhý poté využíval jako zdroj látky přírodního původu. 
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2. Teoretický úvod 

 

Rostoucí počet případů nádorových onemocnění obvykle doprovázených drastickou léčbou s řadou 

závažných vedlejších účinků s sebou přináší potřebu vyvíjet stále nová léčiva s menšími negativními dopady na 

lidský organismus. Současné pokroky v molekulární biologii a stále hlubší znalosti v oblasti nádorové 

transformace nyní obrací pozornost vědců na cílenou terapii a molekulárně cílená léčiva. Hlavní myšlenkou této 

strategie je individualizovaný přístup k pacientům a co nejpřesnější charakterizace nádoru, na jejímž základě je 

poté zvolen určitý typ terapie. Cílená léčiva jsou zaměřena na inhibici/modifikaci určité vybrané molekulární 

dráhy považované za klíčovou pro vznik rakoviny či její rozvoj a metastazování. Nová cílená léčiva mohou být 

hledána pomocí high-throughput screeningu různých přírodních produktů či chemických knihoven za účelem 

modifikace konkrétní molekulární dráhy nebo jsou pro tuto modifikaci přímo navrhována a syntetizována. 

Aktivní látky ovšem nemusí mít vhodné vlastnosti z hlediska farmakokinetiky, farmakodynamiky, vedlejších 

účinků a stávají se poté výchozím strukturním motivem pro vývoj derivátů s lepšími biologickými vlastnostmi.  

 

2.1 Nízkomolekulární inhibitory CDK 

 

2.1.1 Úvod 

 

Cyklin-dependentní kinasy (CDK) jsou specifické serin/threoninové proteinkinasy, které hrají klíčovou 

roli v regulaci buněčného cyklu, transkripci, apoptóze a diferenciaci. Nadměrná aktivita CDK bývá častým 

znakem různých lidských onemocnění spojených s abnormální mírou proliferace jako je rakovina. Z tohoto 

důvodu se CDK staly slibným terčem cílených protinádorových léčiv. Nízkomolekulární inhibitory CDK jsou 

nyní předmětem intenzivního výzkumu a řada z nich se v současnosti nachází v různých stadiích klinického 

testování. Navzdory značné chemické diverzitě tvoří většina inhibitorů CDK nízkomolekulární, ploché, 

hydrofobní, heterocyklické molekuly, které kompetují s ATP v aktivním místě kinasy. Vývoj těchto látek často 

čerpal inspiraci v přírodních látkách. Flavopiridol, semisyntetický analog alkaloidu rohitukinu, se stal prvním 

inhibitorem CDK, který vstoupil do klinického testování pod názvem alvocidib a nyní se nachází ve fázích I a II 

pro léčbu různých typů nádorových onemocnění. Inhibitor ZK304709 svou strukturou zase nápadně připomíná 

přírodní indigoidní barvivo indirubin. Dalším příkladem mohou být rostlinné hormony cytokininy, od kterých se 

odvíjel výzkum purinových inhibitorů CDK. Purinový skelet byl vůbec prvním strukturním motivem 

systematicky modifikovaným za účelem nalezení účinných CDK inhibitorů, který vedl k objevům známého 

olomoucinu a roskovitinu (Havlíček et al., 1997; Meijer et al., 1997) následovaných syntézou purvalanolů 

(Chang et al., 1999), olomoucinu II (Krystof et al., 2005) či různých biarylových derivátů (Bettayeb et al., 2008).  

 

2.1.2 Guanidinopurinové deriváty jako inhibitory CDK 

 

Látky obsahující guanidinoskupinu jako např. aminokyseliny jsou široce rozšířené v různých 

biologických systémech a vykazují celé spektrum biologických aktivit (Berlinck et Kossuga, 2005). Schopnost 

guanidinoskupiny formovat silné, nekovalentní interakce v aktivních místech enzymů hraje klíčovou roli pro 
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jejich biologické efekty. Z tohoto důvodu jsme se rozhodli vytvořit sérii 2,9-disubstituovaných-6-

guanidinopurinů odvozených od struktury olomoucinu nebo roskovitinu a studovat vliv zavedení 

guanidinoskupiny na CDK-inhibiční a antiproliferační vlastnosti v porovnání s roskovitinem.  

 

 

2.2 Flavonoidy jako nízkomolekulární inhibitory procesu karcinogeneze 

 

2.2.1 Úvod 

 

Flavonoidy zahrnují skupinu polyfenolických látek běžně se vyskytující jako sekundární metabolity 

v rostlinách s různými fyziologickými funkcemi jako je ochrana před fotosyntetickým stresem, UV zářením, 

volnými radikály či herbivory. Ze strukturního hlediska jsou flavonoidy nízkomolekulární látky, jejichž 

základem jsou dva aromatické cykly (A a B) propojené O-heterocyklem (Obrázek 1). Další dělení do skupin je 

založeno na přítomnosti oxoskupiny na pozici 4, dvojité vazby mezi atomy uhlíku 2 a 3 C kruhu a na přítomnosti 

hydroxylových skupin.  

Příjem flavonoidů v lidské stravě byl již předmětem řady výzkumů v různých zemích a bývá odhadován 

na desítky až stovky mg/den (Chun et al., 2007). Je však důležité si uvědomit, že ačkoliv patří flavonoidy k 

běžným látkám v lidské stravě, nepatří mezi biologicky nejaktivnější. Nízká aktivita je způsobena špatnou 

absorbcí ve střevě, vysokou mírou metabolizace a rychlou eliminací z těla.   

 

O

A

B

C

1

2

3

4  

Obrázek 1: Obecná struktura flavonoidů 

 

 U řady flavonoidů byl potvrzen antiproliferační efekt na různých nádorových buněčných liniích (Kawaii 

et al., 1999). Výzkumy ukázaly schopnost těchto látek ovlivňovat aktivitu různých regulátorů buněčného cyklu a 

indukovat tak jeho zastavení. Flavopiridol, semisyntetický analog flavonu rohitukinu, se stal prvním inhibitorem 

CDK, který vstoupil do klinického testování pro léčbu různých typů nádorových onemocnění (Zhai et al., 2002). 

Mezi další molekulární cíle flavonoidů inhibujících proliferaci patří i receptorové tyrosinkinasy (EGFR, IGF-1R, 

PDGFR, VEGFR, c-Met; Teillet et al., 2008) nebo Ras/MAP-kinasová (Chung et al., 2001) či PI3-kinasová/Akt 

signální dráha (Siddiqui et al., 2004). Významným způsobem likvidace nádorových buněk je indukce buněčné 

smrti – apoptózy. Flavonoidy již opakovaně prokázaly schopnost vyvolat apoptózu v různých nádorových 

buněčných liniích (Wenzel et al., 2000; Erhart et al., 2005). Řada flavonoidů také prokázala svůj inhibiční efekt 

na nádorovou angiogenezi (Mojzis et al., 2008).  
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2.2.2 Eupatorin  

 

Část práce je zaměřena na antiproliferační potenciál flavonu eupatorinu. Tato látka byla vybrána 

z důvodu zajímavých biologických efektů, kterými vynikala nad ostatními látkami z naší testované série 

potenciálních CDK inhibitorů přírodního původu. Navíc v té době nebylo známo nic o jejím mechanismu 

účinku.  

Eupatorin je jednou ze složek rostlin Orthosiphon stamineus (JV Asie; Yam et al., 2010), Lantana 

Montevidensis (tropy J Ameriky; Nagao et al., 2002), Tanacetum vulgar (mírné pásmo Evropy, Asie; Schinella 

et al., 1998) či zástupců rodu Eupatorium (Dobberstein et al., 1977). Mezi rostliny vyskytující se v našich 

středoevropských podmínkách patří Eupatorium cannabinum (sadec konopáč), v jejímž extraktu z listů jsme 

ovšem přítomnost eupatorinu neprokázali (nepublikovaná data). V České republice je však komerčně dostupná i 

rostlina Orthosiphon stamineus v podobě čaje nebo ve formě kapslí jako potravinový doplněk, kde se nám 

eupatorin podařilo prokázat a které jsme proto využili pro naše další experimenty.  

Orthosiphon stamineus Benth. (Lamiaceae) je léčivá rostlina používaná již po několik století v přírodní 

medicíně v jihovýchodní Asii pro léčbu řady onemocnění (Tran, 1990). Známé pozitivní účinky na lidský 

organismus se staly podnětem pro bližší studium extraktů z této rostliny a výsledky potvrdily její diuretické 

(Adam et al., 2009), antioxidační (Yam et al., 2007), hepatoprotektivní (Yam et al., 2007), protizánětlivé (Yam 

et al., 2008; Yam et al., 2010), analgetické (Yam et al., 2008) či antipyretické účinky (Yam et al., 2009). 

Extrakty z listů Orthosiphon stamineus obsahují široké spektrum látek: flavonoidy, terpenoidy, saponiny, 

hexosy, organické kyseliny atd. (Tezuka et al., 2000; Akowuah et al, 2004; Loon et al., 2005). 

Polymethoxylované flavonoidy sinensetin, eupatorin a 3′-hydroxy-5,6,7,4′-tetramethoxyflavon, patří k 

dominantním složkám chloroformových frakcí těchto extraktů a zároveň i k terapeuticky nejzajímavějším (Yam 

et al., 2010). Sušené, drcené listy obsažené v kapslích byly v této práci využity pro vytvoření chloroformového 

extraktu, v němž byla stanovena koncentrace eupatorinu a který byl dále testován na buněčných kulturách. 

Výsledky poté byly porovnávány s účinky samotného eupatorinu odpovídající koncentrace. 

 Eupatorin, 3´,5-dihydroxy-4´,6,7,-trimethoxyflavone (Obrázek 2), již v minulosti prokázal své 

antiproliferační účinky na buněčných liniích HeLa odvozených od rakoviny děložního čípku (Csapi et al., 2010), 

na buňkách MK-1 karcinomu žaludku (Tezuka et al., 2000) či MDA-MB-468 prsního karcinomu 

(Androutsopoulos et al., 2008). V jedné z nejnovějších studií byl eupatorin nalezen v sérii přírodních látek jako 

inhibitor kontrolního bodu mitotického vřeténka (Salmela et al., 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 2: Struktura eupatorinu 
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3. Materiál a metody 

 

Chemikálie a protilátky 

Olomoucin, R-roskovitin a R-olomoucin II byly syntetizovány dle publikované metodiky (Havlicek et 

al., 1997; Krystof et al., 2002). Eupatorin standard (čistota 94.1 % determinována pomocí HPLC dodavatelem) 

byl zakoupen z firmy Phytolab (Německo) a inhibitor farnesyltransferasy L744,832 z firmy Alexis Biochemicals 

(Švýcarsko). Látky byly rozpuštěny v DMSO na koncentraci 100 mM a použity pro testy na buněčných 

kulturách. Specifické protilátky byly zakoupeny z firem Cell Signaling Technology (USA; anti-caspasa 3), 

Sigma-Aldrich (USA; anti-α-tubulin, klon DM1A; peroxidasou značené sekundární protilátky), Santa Cruz 

Biotechnology (USA; anti-Mcl-1, klon S-19; anti-PARP, klon F-2; anti-Mdm-2, klon SMP14; VEGFR1, klon C-

17), Millipore (USA; anti-pH3
Ser10

), Jackson ImmunoResearch Laboratory (VB; kozí protilátka proti myším IgG 

značená FITC), Exbio (Česká republika; anti-γ-tubulin značený Dyomics 647), Invitrogen (USA; kozí 

sekundární protilátka proti králičím IgG značená Alexa Fluor 488) nebo byly poskytnuty jako dar od B. Vojtěška 

(Masaryk Memorial Cancer Institute, Brno, Česká republika; anti-p53, klon DO-1). Všechny protilátky byly 

rozpuštěny v roztoku 5% nízkotučného mléka a 0.1% Tweenu 20 v PBS.  

 

Příprava extraktu z listů Orthosiphon stamineus 

Suché, drcené listy O. stamineus byly zakoupeny z firmy Expharma (Česká republika), 

homogenizovány chloroformem (40 ml na 2 g) pomocí vibračního kulového mlýnku (MM 301, Retsch, 

Německo). Surový extrakt byl centrifugován 10 min při 20 000 g, supernatant byl zfiltrován přes 0,45μm 

nylonový membránový filtr (Alltech, Nizozemí) a odpařen pomocí rotační vakuové odparky (Buchi, Švýcarsko). 

Suchý isolát byl rozpuštěn v DMSO a roztok byl použit pro testy na buněčných kulturách. 

 

Buněčné kultury a test viability 

Buněčné linie MCF7 (prsní adenokarcinom), RPMI8226 (mnohočetný myelom), HL-60 (akutní 

promyelocytická leukémie), MOLT-4 (akutní lymfoblastická leukémie), K562 (chronická myelogenní 

leukémie), HeLa (adenokarcinom děložního čípku) a BJ (předkožkové fibroblasty) byly zakoupeny z firmy 

American Type Culture Collection (USA) nebo European Collection of Cell Cultures (VB). HUVEC 

endotheliální buňky byly poskytnuty prof. J. Ulrichovou (Univerzita Palackého, Olomouc, Česká republika). 

Buňky byly kultivovány podle pokynů dodavatele. Klony potkaních embryonálních fibroblastů byly připraveny 

dle publikované metodiky (Schmid et al., 2009). Testy buněčné viability byly prováděny pomocí kalceinu AM 

(Invitrogen, USA), fluorescence živých buněk byla měřena při 485/538 nm (ex/em) pomocí Fluoroskan Ascent 

Plate Reader (Thermo Labsystems, USA) podle zavedené metodiky (Jorda et al., 2011).  

 

Analýza buněčného cyklu 

Přibližně 10
6
 buněk bylo sklizeno a zafixováno 90% methanolem. Po rehydrataci byly buňky 

inkubovány s primární protilátkou proti pH3
Ser10

 a poté s příslušnou sekundární protilátkou značenou Alexa 

Fluor 488. DNA byla značena propidium jodidem. Fluorescence byla měřena při 488/575 (ex/em) pro propidium 

jodid a 488/525 (ex/em) pro Alexa Fluor 488 pomocí průtokového cytometru Cell Lab QuantaTM SC (Beckman 

Coulter, USA). Buněčný cyklus byl analyzován pomocí programu Multicycle AV for Windows. 
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SDS–PAGE a imunodetekce 

Po sklizení buněk a jejich lýzi se koncentrace proteinů v lyzátech stanovila Bradfordovou metodou. 

Vzorky byly separovány pomocí SDS-polyakrylamidové gelové elektroforézy a přeneseny na nitrocelulózovou 

membránu. Následovalo blokování membrán a jejich inkubace s primárními a příslušnými sekundárními 

protilátkami. Komplexy protein-protilátka byly vizualizovány pomocí ECL (Thermo Fisher Scientific, USA), jak 

již bylo popsáno dříve (Jorda et al., 2011). 

 

Měření aktivity caspasy 3/7 

Metoda byla provedena podle Jordy et al., 2011. Ve stručnosti, buňky byly sklizeny, lyzovány a 

koncentrace proteinů se stanovila Bradfordovou metodou. 15 μg proteinů se smíchalo se 100 μl reakční směsi 

obsahující 100 μM Ac-DEVD-AMC jako substrát. Fluorescence byla měřena pomocí Fluoroskan Ascent reader 

(Thermo Labsystems, USA) při 346/442 nm (ex/em).  

 

Imunofluorescenční značení 

Buňky byly kultivovány na krycích sklíčkách v šestijamkových panelech. Po promytí PBS následovala 

fixace směsí methanol : aceton (1:1) a blokování 10% fetálním hovězím sérem. V dalším kroku proběhla 

inkubace s primárními a příslušnými sekundárními protilátkami. DNA byla značena DAPI. K pořizování 

fotografií byl použit fluorescenční mikroskop BX50 (Olympus, Japan) vybavený digitální kamerou Cool Snap 

(Photometrics, USA). 

 

Měření inhibice proteinkinas 

CDK1/cyklin B a CDK2/cyklin E byly produkovány pomocí bakulovirového expresního systému a 

purifikovány pomocí Ni
2+

-NTA kolony (Qiagen, Německo). Reakční směs obsahovala enzym, 1 mg/ml histon 

H1, 15 μM ATP, 0,05 μCi [γ-
33

P]ATP a testovanou látku, vše v reakčním pufru (60 mM HEPES-NaOH, pH 7,5, 

3 mM MgCl2, 3 mM MnCl2, 3 μM orthovanadát sodný, 1,2 mM DTT, 2,5 μg/50 μl PEG20.000). Reakce byla po 

inkubaci zastavena přídavkem 3% H3PO4. Podíl reakční směsi se nanesl na P-81 fosfocelulózový papír 

(Whatman, VB), který se poté 3x promyl 0,5% vodným roztokem H3PO4 a nechal na vzduchu uschnout. 

Radioaktivita byla měřena pomocí digitálního obrazového analyzátoru FLA-7000 (Fujifilm, Japonsko). Hodnoty 

IC50 byly získány z grafické analýzy. 
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4. Komentované výsledky a diskuse 

 

4.1 Biologická aktivita guanidinových analogů roskovitinu 

 

Všechny připravené 2,9-disubstituované-6-guanidinopuriny (Tabulka 1) byly testovány na CDK1 a 

CDK2 inhibiční aktivitu in vitro, cytotoxicitu a antiproliferační efekt v nádorové buněčné linii MCF7 odvozené 

od karcinomu prsu. Detekce histonu H3 fosforylovaného na serinu 10 (pH3
Ser10

) byla využita jako mitotický 

marker. CDK inhibitor roskovitin vyvolávající specificky G2 blok byl použit jako pozitivní kontrola (IC50: 

CDK2 = 0,17 μM, CDK1 = 2,4 μM, MCF7 = 20,2 μM). Všechna data jsou shrnuta v Tabulce 2. 

 

Tabulka 1: Struktury připravených derivátů 

 

Látka R
1
 R

2
 R

3
 

1 NH2 guanidino Me 

2 NH2 guanidino Pr 

3 NH2 guanidino iPr 

4 NH2 guanidino iBu 

5 NH2 guanidino Et 

6 NH2 guanidino CH2CF3 

7 NH2 guanidino CH2CH2OH 

8 NH2 guanidino CH2CH2NH2 

9 NH2 guanidino CH2CH2N3 

10 H guanidino Me 

11 NH2 NH2 iPr 

12 NH2 NH2 Et 

13 NH2 (Me)2N- CH2CH2N3 

16a NH(CH2)2OH guanidino iPr 

16b NH(CH2)3OH guanidino iPr 

16c NH(CH2)6OH guanidino iPr 

16d (R)- OCH2CH(Et)NH2 guanidino iPr 

16e (R)- NHCH(Et)CH2OH guanidino iPr 

16f (S)- OCH2CH(Et)NH2 guanidino iPr 

16g (S)- NHCH(Et)CH2OH guanidino iPr 

16h (R)- OCH2CH(iPr)NH2 guanidino iPr 

16i (R)- NHCH(iPr)CH2OH guanidino iPr 

16j (S)- OCH2CH(iPr)NH2 guanidino iPr 

16k (S)- NHCH(iPr)CH2OH guanidino iPr 

16l cyclopropylamino guanidino iPr 

16m (S)-O-prolinol guanidino iPr 

16n (S)-N-prolinol guanidino iPr 

16o (R)-O-prolinol guanidino iPr 

16p (R)-N-prolinol guanidino iPr 
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Tabulka 2. Biologická aktivita připravených derivátů 

Látka 
IC50 [μM]  

buněčný cyklus MCF7 buněk 

dávka 100 μM, 24 h 

CDK1/cyklin B CDK2/cyklin E MCF7  G2+M
a 

pH3(Ser10)
b 

1 38.2 ± 5.5 6.8 ± 2.8 >100  1.5 ± 0.7 0.81 ± 0.09 

2 55.9 ± 1.5 10.7 ± 4.9 36.5 ± 9.8  4.0 ± 1.0 6.71 ± 2.49 

3 14.8 ± 3.3 1.3 ± 0.2 97.2 ± 24.2  2.0 ± 0.8 0.18 ± 0.01 

4 >100 66.5 ± 30.0 96.6 ± 38.2  3.5 ± 0.6 7.00 ± 1.00 

5 12.6 ± 1.3 1.7 ± 1.0 54.3 ± 25.7  1.6 ± 0.2 0.10 ± 0.03 

6 >100 >100 >100  0.8 ± 0.5 ND 

7 >100 >100 >100  0.9 ± 0.3 ND 

8 >50 >100 >100  1.0 ± 0.6 ND 

9 >100 74.9 ± 14.1 >100  1.4 ± 0.8 ND 

10 >100 >100 >100  1.0 ± 0.4 ND 

11 64.9 ± 17.4 22.2 ± 17.2 >100  0.9 ± 0.4 ND 

12 37.5 ± 10.7 7.9 ± 3.7 >100  1.2 ± 0.6 ND 

13 >100 >100 >100  1.0 ± 0.4 ND 

16a 15.1 ± 9.2 0.82 ± 0.34 12.4 ± 6.4  2.9 ± 1.1 0.15 ± 0.02 

16b 4.1 ± 0.3 0.18 ± 0.07 8.8 ± 3.3  2.5 ± 1.2 0.18 ± 0.02 

16c 4.2 ± 1.7 1.6 ± 0.1 5.2 ± 3.1  2.0 ± 0.8 0.33 ± 0.01 

16d 47.6 ± 11.0 13.3 ± 7.0 >100  0.8 ± 0.4 1.08 ± 0.21 

16e 2.1 ± 0.4 0.14 ± 0.06 4.5 ± 1.3  1.8 ± 1.1 0.08 ± 0.06 

16f 8.1 ± 5.1 6.2 ± 3.4 16.3 ± 2.9  1.5 ± 0.4 0.07 ± 0.01 

16g 0.9 ± 0.5 0.037 ± 0.031 1.6 ± 0.3  1.6 ± 0.8 0.09 ± 0.03 

16h 15.6 ± 6.8 8.0 ± 3.3 79.4 ± 22.1  2.1 ± 0.7 0.39 ± 0.06 

16i 2.0 ± 1.0 0.14 ± 0.03 10.5 ± 3.8  2.3 ± 1.0 0.13 ± 0.09 

16j 1.1 ± 0.3 1.8 ± 0.8 3.4 ± 0.7  1.7 ± 0.4 0.09 ± 0.07 

16k 1.1 ± 0.6 0.071 ± 0.046 2.1 ± 0.4  1.8 ± 0.7 0.09 ± 0.08 

16l 6.4 ± 1.5 0.50 ± 0.18 5.4 ± 0.2  2.4 ± 0.6 0.17 ± 0.03 

16m >100 25.2 ± 4.8 >100  1.7 ± 0.2 0.80 ± 0.10 

16n 1.5 ± 0.1 0.16 ± 0.04 6.2 ± 3.3  1.7 ± 0.8 0.11 ± 0.08 

16o 81.5 ± 27.0 23.6 ± 4.9 >100  1.3 ± 0.5 ND 

16p 6.2 ± 2.2 0.67 ± 0.44 20.4 ± 16.8  2.0 ± 0.7 0.10 ± 0.07 

roskovitin 2.4 ± 0.94 0.17 ± 0.05 20.2 ± 12.3  1.5 ± 0.1 0.11 ± 0.01 
a
 poměr G2+M populace ovlivněných a kontrolních buněk  

b
 poměr pH3-pozitivní populace ovlivněných a kontrolních buněk 
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Nejaktivnější derivát 16g obsahoval stejný N9 i C2-postranní řetězec jako roskovitin. V porovnání s 

ním byla jeho aktivita vůči CDK2 přibližně 5x vyšší a v buňkách MCF7 byla tato látka dokonce více než 

desetinásobně účinnější. Zajímavým zjištěním, které je v kontrastu s předchozími studiemi purinových derivátů, 

je obecně vyšší aktivita (S)-6-guanidinopurinů v porovnání s jejich (R)-optickými isomery. Testování obou 

nejúčinnějších (R) a (S)-enantiomerů 16e a 16g na panelu přibližně 100 kinas odhalilo sníženou selektivitu 

6-guanidinopurinů v porovnání s roskovitinem vlivem zavedení guanidinoskupiny na pozici C6 (Obrázek 3). 

 

 

 

 

Obrázek 3: Porovnání specificity 1 μM roskovitinu (zdroj www.invitrogen.com) a 1 μM látky 16g na 

reprezentativním panelu proteinkinas.  
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4.2 Antiproliferační a anti-angiogenní účinky flavonu eupatorinu 

 

Extrakt o známé koncentraci eupatorinu redukoval viabilitu nádorových buněk podobně jako čistý, 

komerčně dodávaný eupatorin odpovídající koncentrace s hodnotami IC50 řádově v mikromolech. Významnou 

vlastností eupatorinu je jeho selektivita vůči nádorovým buněčným liniím a naopak nízká aktivita ve zdravých 

lidských buňkách (IC50 > 100 μM). Extrakt i eupatorin standard indukovaly G2/M blok buněčného cyklu 

(Obrázek 4A,B). Z našich experimentů je zřejmé, že eupatorin významným způsobem přispívá k celkové 

aktivitě extraktu.  

 

 

Obrázek 4: Chloroformový ektrakt z listů Orthosiphon stamineus i čistý eupatorin indukují G2/M blok 

buněčného cyklu HeLa buněk. Analýza průtokovou cytometrií: (A) značení DNA v buňkách ovlivněných 

extraktem na 24 h (konečná koncentrace eupatorinu v médiu byla 10 µM), (B) značení DNA buněk ovlivněných 

čistým eupatorinem nebo nocodazolem na 24 h. (C) Značení DNA a histonu H3 fosforylovaného na serinu 10 

(pH3
Ser10

) v buňkách ovlivněných čistým eupatorinem nebo nocodazolem na 24 h. Pro značení DNA byl použit 

propidium jodid, pro pH3
Ser10

 imunodetekce. Nocodazol byl využit jako pozitivní kontrola. 
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Pro odlišení G2 fáze od mitózy jsme pomocí průtokové cytometrie sledovali intracelulární hladinu 

histonu H3 fosforylovaného na serinu 10 (pH3
Ser10

). Po aplikaci 5 a 10 µM eupatorinu jsme pozorovali 

akumulaci mitotických buněk (pH3
Ser10

-pozitivních); 20 µM eupatorin naopak způsobil enormní nárůst pH3
Ser10

-

negativní populace buněk odpovídající pozdní G2 fázi či tetraploidní G1 fázi (Obrázek 4C). Porovnáním hodnot 

Debris (mrtvé, degradované buňky) je patrné, že eupatorin má v nižších dávkách cytotoxické účinky a při 

vyšších spíše cytostatické. Uvedené tvrzení je ovšem platné pouze v případě kratších, 24-hodinových 

inkubacích, při dlouhodobých kultivacích je cytotoxický účinek koncentračně závislý, jak je možné pozorovat 

u třídenních testů viability. Klíčovou kinasou, jejíž inhibice je nejspíše příčinou těchto odlišných účinků různých 

koncentrací eupatorinu, je pravděpodobně aurora B hrající důležitou úlohu při kondenzaci chromatinu a v 

kontrolním bodu mitotického vřeténka a jejímž substrátem je mimo jiné právě histon H3. Inhibice aurory B 

eupatorinem byla také potvrzena v jedné z nejnovějších studií in vitro i v buněčných lyzátech (Salmela et al., 

2012). Navrhovaný mechanismus duálního chování eupatorinu je znázorněn na Schématu 1. 

 

 

 

Schéma 1: Navrhovaný mechanismus působení vysokých (A) a nízkých (B) dávek eupatorinu na průchod 

buněčným cyklem.  
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Experimenty prokázaly schopnost eupatorinu vyvolat buněčnou smrt nádorových buněk, avšak její 

mechanismus bylo nutné ještě dále potvrdit. Detekcí vybraných markerů apoptózy a zvýšenou aktivitou caspasy 

3 a 7 jsme potvrdili apoptózu jako mechanismus buněčné smrti (Obrázek 5). Vybrané markery byly zřetelnější 

při nižších koncentracích eupatorinu (5 a 10 μM) a naopak slabší v případě vyšší dávky (20 μM). Tyto výsledky 

jsou v souladu s předchozími experimenty, které poukazovaly na duální chování (cytotoxické vs. cytostatické) 

eupatorinu při 24-hodinové inkubaci.  

  

 

 

Obrázek 5: Indukce apoptózy v buňkách HeLa po ovlivnění eupatorinem na 24 h. (A) Detekce vybraných 

markerů apoptózy pomocí western blottingu, (B) relativní aktivita caspasy 3/7 v buněčných lyzátech.  

 

Jelikož byla u řady flavonoidů strukturně blízkých eupatorinu prokázaná schopnost inhibice 

polymerizace mikrotubulů (Beutler et al., 1998), bylo naším dalším cílem posoudit vliv eupatorinu na 

mikrotubulární systém. Pomocí imunofluorescenčního značení α- a γ-tubulinu jsme vizualizovali mikrotubuly, 

resp. centrosomy HeLa buněk ovlivněných eupatorinem. Žádnou významnou depolymerizaci mikrotubulů jsme 

nepozorovali, avšak po aplikaci 10 μM eupatorinu bylo možné pozorovat nárůst mitotických buněk obsahující 

multipolární dělící vřeténka s γ-pozitivními centrosomálními póly a také velké, mnohojaderné buňky 

s dekondenzovaným chromatinem (Obrázek 6A, B). Tyto znaky jsou charakteristické pro mitotickou katastrofu 

(Roninson et al., 2001). Z tohoto důvodu usuzujeme, že mitotická katastrofa následovaná apoptózou je 

mechanismem buněčné smrti indukované 10 μM eupatorinem. Účinkem vyšší dávky eupatorinu (20 μM) 

dochází pravděpodobně vlivem inhibice aurory B k bloku interfázních buněk v pozdní G2 fázi. Tomu nasvědčuje 

přítomnost řady buněk s velkým jádrem, dekondenzovaným chromatinem a často i se zřetelně oddělenými 

centrosomy (Obrázek 6A; separované centrosomy označeny šipkami). Kromě těchto buněk byly  pozorovány i 

buňky mnohojaderné podporující teorii nuceného průchodu mitózou vlivem nefunkčního kontrolního bodu 

vřeténka v případě mitotických buněk (Obrázek 6A).  

Vzhledem ke strukturní podobnosti eupatorinu a známých inhibitorů proteinkinas (Teillet et al., 2008) 

jsme zkoumali schopnost 1 μM eupatorinu redukovat aktivitu přibližně 110 lidských proteinkinas. Eupatorin se 

ukázal být nespecifickým inhibitorem snižující nejvýznamněji aktivity kinas RIPK2, VEGFR1 a MLK3 

s residuálními aktivitami pod 33 %. Ačkoliv byla inhibice aurory B prokázaná jinými autory in vitro i 

v buněčných lyzátech (Salmela et al., 2012), v našich testech nepatřila aurora B s residuální aktivitou 79 % k těm 

nejcitlivějším. Avšak in vitro testy s rekombinantními enzymy nemusí nutně odrážet reálnou situaci v buňkách a 
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navíc k významnému buněčnému efektu, který je pravděpodobně způsoben inhibicí aurory B, docházelo právě 

až při vyšších koncentracích eupatorinu (20 μM). 

 

 

 

 

Obrázek 6: (A) Imunofluorescenčního značení α-tubulinu v buňkách HeLa kultivovaných s eupatorinem na 24 h. 

(B) Imunofluorescenční značení α-tubulinu (dělící vřeténka), resp. γ-tubulinu (centrosomy) v buňkách HeLa 

kultivovaných s eupatorinem 24 h. DNA byla značena DAPI. Červené šipky označují separované centrosomy. 
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Silná inhibice VEGFR1 eupatorinem in vitro a také fakt, že řada flavonoidů i extrakty z O. stamineus 

negativně ovlivňují proces angiogeneze, nás inspiroval ke studiu anti-angiogenních vlastností eupatorinu. Jako in 

vitro model angiogeneze jsme použili endoteliální buňky HUVEC a sledovali jejich schopnost migrovat a tvořit 

tubuly v přítomnosti flavonu. Eupatorin potvrdil schopnost oba tyto procesy významně inhibovat (Obrázek 7 a 

8). Redukce intracelulární hladiny VEGFR1 byla kromě in vitro testů s purifikovaným enzymem prokázána i 

v buněčných lyzátech pomocí imunodetekce (Obrázek 9). Vzhledem ke strukturní podobnosti VEGF receptorů 

(Neufeld et al., 1999) a také nespecifickému inhibičnímu potenciálu eupatorinu lze očekávat i inhibici VEGFR2 

a VEGFR3, kterou jsme ovšem neprokazovali. Inhibice VEGF receptorů je tedy pravděpodobně mechanismem 

anti-angiogenních účinků eupatorinu.  

 

 

Obrázek 7: Schopnost endoteliálních buněk HUVEC migrovat do vytvořené rýhy po ovlivnění eupatorinem na 20 

h. (A) Obrazová analýza, (B) kvantifikace. Médium bez růstových faktorů bylo použito jako pozitivní kontrola. 

 

 

Obrázek 8: Schopnost endoteliálních buněk HUVEC tvořit tubuly in vitro po inkubaci s eupatorinem na 20 h. (A) 

Obrazová analýza, (B) kvantifikace. Axitinib byl použit jako pozitivní kontrola. 

 

 

Obrázek 9: Imunodetekce VEGFR1 v endoteliálních buňkách HUVEC po ovlivnění eupatorinem na 2 a 24 h. 



18 

 

5. Závěr 

 

Ačkoliv zde zkoumané látky mají zajímavé účinky in vitro, teprve po provedení in vivo testů bude 

možné posoudit jejich potenciál jako protinádorová léčiva. V případě eupatorinu bude pravděpodobně klíčová 

jeho farmakokinetika a farmakodynamika, protože je obecně známým faktem špatná biologická dostupnost 

flavonoidů i jejich rychlá metabolizace a exkrece z těla. Snížená selektivita 6-guanidinopurinů zase znesnadňuje 

charakterizaci mechanizmu účinků těchto látek, na druhou stranu však představuje dobrý počáteční bod pro 

vývoj nových inhibitorů zaměřených na různé další proteinkinasové cíle. 
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