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Abstrakt 
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Kandidát: Tomáš Trnka 

Školitel: Prof. PharmDr. Tomáš Šimůnek, PhD. 

Název diplomové práce: In vitro studie nových katalytických inhibitorů topoisomerasy II 

 

K farmakoterapii nádorových onemocněný lze použít širokou paletu léčiv různých 

skupin. Jednou z nich jsou antracyklinová antibiotika, která se využívají v chemoterapii 

od 2. poloviny 20. století. V souvislosti s jejich používáním však panují obavy 

z poškození myokardu pro jejich kardiotoxické účinky. Jedinou kardioprotektivní látkou, 

která dosud plní tuto funkci je dexrazoxan (DEX), u kterého se předpokládalo, že jeho 

mechanismus účinku spočívá v chelataci iontů železa, ale v poslední době se pozornost 

přesouvá spíše k jeho účinkům na topoisomerasu II (TOP2), která by mohla být klíčovým 

prvkem rozvoje antracyklinové kardiotoxicity.  

DEX je však spojován i s negativními účinky z důvodu možného vzniku akutní 

lymfoblastické leukémie (ALL), nebo myelodysplastického syndromu. Cílem této práce 

je tak posouzení vlivu dalších látek ze skupiny inhibitorů TOP2 – novobiocinu (NB), 

merbaronu (MER), BNS-22, suraminu (SUR) a též látky XK-469, k níž byla studována 

série analog pro možnost studia vztahů struktury a účinku v kombinaci s buněčnou linií 

HL-60 a daunorubicinu (DAU), jako zástupce antracyklinů. Cílem práce bylo posouzení, 

zdali látky nekompromitují jeho protinádorovou aktivitu, popřípadě, jestli látky naopak 

nebudou vykazovat synergický účinek.  

U studovaných látek byla hodnocena jejich vlastní antiproliferační účinnost 

a jejich vliv na účinnost DAU v koncentraci odpovídající jeho IC50. U některých látek 

pak byly provedeny experimenty ke zhodnocení vzájemného ovlivnění antiproliferačního 

účinku. Ke stanovení viability byla využita metoda MTT založená na barevné změně 

zaznamenávané spektrofotometrem, ke které dochází pomocí NADPH-dependentní 

oxidoreduktázy. Z našich výsledků vyplývá, že u většiny zkoumaných látek nedochází ke 

snížení antiproliferační účinnosti antracyklinových antibiotik a účinek je buď aditivní, 

nebo synergický.  
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A wide range of drugs of different groups can be used for the pharmacotherapy of 

cancer. One of them are anthracycline antibiotics, which have been used in chemotherapy 

since the second half of the 20th century. Despite of their usage, there is still widespread 

concern about myocardial damage due to their cardiotoxic effect. The only 

cardioprotective agent, which is used is dexrazoxane (DEX). The mechanism of its effect 

has been traditionally supposed to consist on iron ion chelation, but recently, attention 

has shifted to its effects on topoisomerase II (TOP2), which could be the key element in 

the development of anthracycline cardiotoxicity. 

Apart from the positive effects on treatment, DEX has been also connected with 

its negative impact, due to the possible occurrence of acute lymphoblastic leukemia 

(ALL) or myelodysplastic syndrome. The aim of our work was to assess the effects of 

other TOP2 catalytic inhibitors – novobiocin (NB), merbarone (MER), BNS-22, suramin 

(SUR) and also XK-469, for which was synthesized a series of analog substances to study 

the relationship of structure and effect in combination with cellular line HL-60 and 

daunorubicin (DAU), as a representative of anthracyclines. The aim of the work was to 

assess whether the substances do not compromise its antitumor activity, or whether the 

substances will show a synergistic effect. 

The studied substances were evaluated for their own antiproliferative activity and 

their effect on the activity of DAU in the concentration corresponding with its IC50. 

Further experiments were focused on their mutual interaction of antiproliferative effects. 

The MTT method was used to determine viability based on the color change recorded by 

the spectrophotometer, which occurs due to the NADPH-dependent oxidoreductase. Our 

results indicate that most of the studied catalytic TOP2 inhibitors do not reduce the 

antiproliferative activity of anthracycline antibiotics and the effect is either additive or 

synergistic.  
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1. Úvod 
 

Tato práce je součástí projektu 18-08169S Grantové agentury České republiky: 

„Study of individual topoisomerase II isoforms in anticancer and cardiotoxic effects of 

anthracyclines and their modulations by bisdioxopiperazines“ a projektu 246219 

Grantové agentury Univerzity Karlovy: „Studium nových inhibitorů topoisomerasy II pro 

prevenci antracyklinové kardiotoxicity“ 

Cílem této práce je zjistit, zdali a případně v jaké míře ovlivňují stávající i nově 

syntetizované inhibitory topoisomerasy II antiproliferační účinnost antracyklinových 

antibiotik in vitro na buněčné linii HL-60, odvozené od lidské promyelocytární leukémie.  
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2. Současný stav řešené problematiky 
 

2.1 Topoisomerasy 
 

TOP jsou skupinou jaderných enzymů, které jsou nezbytné pro buněčné dělení 

(Austin & Marsh, 1998) a dělí se na 2 typy – TOP1 a TOP2. Hlavní funkcí obou typů je 

rozpletení struktury DNA rozštěpením a opětovným uzavřením jednoho, či obou vláken 

najednou, čímž dojde k uvolnění napětí v nadšroubovicovém vinutí (supercoiling) 

a prodloužení molekuly DNA. Regulace molekuly DNA je nezbytná pro proces 

transkripce, replikace, chromozomální kondenzaci a segregaci, kde musí být DNA helix 

rozvinutý kvůli enzymatickým procesům. TOP1 v průběhu svého katalytického cyklu 

dočasně přeruší jedno vlákno DNA, zajistí průchod neporušeného vlákna tímto zlomem 

a vlákno opět spojí. Takto odvíjí dvoušroubovici o jeden závit. TOP1 můžeme 

z funkčního hlediska dále rozdělit na subtypy TOP1A a TOP1B s odlišnými specifickými 

vlastnostmi (Zhang a kol., 2001).  TOP2 na rozdíl od typu I přerušuje obě vlákna 

dvoušroubovice DNA najednou a umožňuje průchod celé molekule DNA. Rozpojené 

místo následně uzavře za současné hydrolýzy dvou molekul ATP.  

2.1.1 Topoisomerasa II 
 

 TOP2 je vysoce konzervovaný eukaryotický enzym, který kromě jiného 

odstraňuje takzvané katenace. Ty vznikají biochemickým procesem, který je katalyzován 

TOP1. Vzájemným provlékáním několika dvouřetězcových kružnicových sesterských 

molekul DNA vzniká v důsledku jejich replikace řetězcová struktura, takzvaný katenát. 

Protože v důsledku katenace dochází k fyzickému spojení sesterských molekul DNA, 

musí být následně odstraněny, aby mohlo v profázi dojít ke kondenzaci chromozomů 

a v anafázi k jejich segregaci. Bez správné funkce TOP2 by oddělení sesterských molekul 

DNA nebylo možné a buňky by tak nebyly schopné přejít z metafáze do anafáze (Clarke 

a kol., 2006). TOP2 je z tohoto důvodu účinný cíl protinádorových léčiv (Marinello 

a kol., 2018). 

Molekula TOP2 je tvořena kulovitým jádrem, které je pomocí flexibilních linkerů 

spojeno se dvěma N-terminálními doménami, kde dochází k navázání ATP a C-

terminální částí enzymu. Katalytický cyklus tohoto enzymu je zahájen navázáním 

enzymu na dva segmenty dvoušroubovic DNA, označené jako G-segment (na Obr. 1 
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označen červenou dvoušroubovicí) a T-segmentem (označen zelenou dvoušroubovicí). 

Dalším krokem je navázání dvou molekul ATP na N-terminální domény, což vede k 

dimerizaci obou domén. G-segment se ve třetím kroku rozštěpí a 5´ konce DNA jsou 

kovalentně navázány na tyrozinové zbytky TOP. T-segment je následně transportován 

skrz zlom do G-segmentu, což je doprovázeno hydrolýzou jedné molekuly ATP (Nitiss, 

2009, Wendorff a kol., 2012; Larsen a kol., 2003). 

G-segment následně sestoupí ke spodní části jádra za doprovodu hydrolýzy 

zbývající molekuly ATP. Během disociace dvou ADP molekul je T-segment 

transportován skrz otvor v C-terminální části enzymu, následovaný uzavřením této brány. 

Nakonec dojde ke znovuotevření N-terminální ATP-ázové domény, která umožní 

enzymu odloučení od G-segmentu (Wendorff a kol., 2012; Larsen a kol., 2003, 

Schoeffler, 2008). 

TOP2 existuje také ve dvou subtypech, TOP2A a TOP2B, které jsou kódovány 

geny nacházejícími se na odlišných chromozomech a také mitochondriální TOP2, která 

je odvozena od TOP2B.  TOP2A a TOP2B jsou homodimerní proteiny, skládající se ze 

dvou identických polypeptidů o velikosti 170 kDA, respektive 180 kDa (Yan a kol., 2009; 

Pommier a kol. 2010).  

 

Obr. 1.1 Katalytický cyklus TOP2 s vyznačenými místy účinku různých látek (Larsen a kol., 

2003)  
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2.2  Topoisomerasové jedy a inhibitory 
 

TOP jedy přímo stabilizují kovalentně vázaný komplex TOP2-DNA, čímž se 

zastaví proces replikace, nebo transkripce buňky. Zároveň tím však dochází 

k nenávratnému poškození DNA a buňka tak přechází do apoptotického stavu, čímž se 

zastaví proces proliferace (Andoh, 1998). Do skupiny TOP jedů patří zejména 

antracyklinová antibiotika a deriváty podofylotoxinu. Látky, které TOP2 inhibují v jiné 

části katalytického cyklu ve chvíli, kdy není kovalentně vázána na DNA se nazývají 

topoisomerasové inhibitory. Ty s TOP2 interagují různými mechanismy, ale primárně 

nezpůsobují poškození DNA (Nitiss, 2009; Zdraljevic, 2017; Vavrova a kol. 2013). I 

když se názory na zařazení jednotlivých látek mezi topoisomerasové jedy a inhibitory, 

stejně jako definice jedů a inhibitorů samotných, či metod pro jejich průkaz místy různí, 

tak mezi zástupce katalytických inhibitorů TOP2 můžeme zařadit MER, DEX, NB, BNS-

22 a další (Liang a kol., 2019). 

2.2.1 Antracyklinová antibiotika 

 

Antracykliny lze charakterizovat jako velice významná a účinná protinádorová 

antibiotika získaná z bakterií rodu Streptomyces se širokým spektrem využití zejména při 

léčbě hematologických onemocnění a solidních nádorů (Volkova & Russell 2011; 

Mediately, 2020). Jejich využití je však limitováno jejich kardiotoxicitou. 

Kardiomyocyty exprimují pouze TOP2B, nikoliv TOP2A. Antracykliny stabilizují zlomy 

ve dvoušroubovici DNA způsobené TOP2B, což vede je jejímu rozrušení a tím k aktivaci 

proteinu p53 následovanou buněčnou smrtí kardiomyocyty. Navíc vazba antracyklinů na 

TOP2B blokuje promotory dvou transkripčních koaktivátorů mitochondriální biogeneze 

PGC-1α a PGC-1β, které regulují geny podílející se na energetickém metabolismu. 

Blokování těchto promotorů vede ke snížení transkripce enzymů důležitých 

v antioxidačních procesech a mitochondriálního elektronového transportního řetězce, což 

vede ke zvýšení hladiny reaktivních forem kyslíku (ROS) a tím i srdečnímu poškození 

(Yeh a kol., 2019).  Kromě kardiotoxicity se objevují nežádoucí účinky v poruchách 

krvetvorby (anemie, trombocytopenie, nebo leukocytopenie), vomitus, nauzea, zácpa, 

dysfagie, anafylaktická reakce, nebo zvýšení jaterních enzymů (Marty a kol., 2006). 

Mezi antracyklinová antibiotika se řadí DAU, DOX, epirubicin (EPI), a idarubicin 

(IDA) (Šimůnek a kol., 2009).  
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Kardiotoxicita antracyklinů 

 

Kardiotoxicita indukovaná chemoterapeutiky může být dle účinku léku na 

kardiomyocyty charakterizována jako typ 1 a typ 2. Kardiotoxicita 1. typu je 

způsobena kardiomyocytární smrtí zapříčiněnou nekrózou nebo apoptózou, a tento 

proces je nevratný. Kardiotoxicita 2. typu je naopak způsobena kardiomyocytární 

dysfunkcí, a proto může být reverzibilní (Volkova & Russell, 2011). 

In vivo způsobují antracyklinová antibiotika selektivní inhibici exprese genů pro 

troponin, α-actin, lehký myozinový řetězec typu 2 a M-isoformu kreatinkinázy. Touto 

inhibicí se vysvětluje poškození a ztráta myofibril, která může vést ke vzniku 

kardiomyopatie. Dalším zkoumaným a známým mechanismem vzniku poškození 

srdečního svalu je působení radikálů a kalciové přetížení buňky. Bylo prokázáno, že DOX 

může aktivovat některé typy kalciových kanálů v sarkoplasmatickém retikulu s 

následným influxem kalcia do buňky. Za hlavní kardiotoxický mechanismus se ale 

považuje účinek volných kyslíkových radikálů uvolňovaných při nitrobuněčných 

reakcích antracyklinů. Protože myokardiální tkáň je chudá na antioxidační enzymy 

(superoxid dismutáza, glutathion reduktáza), projeví se zde toxický účinek antracyklinů 

nejvíce. Kyslíkové radikály vznikají jednak redukcí chinolonového kruhu na 

semichinolonový radikál, jednak tvorbou komplexu antracyklinů se železem. Volné 

kyslíkové radikály narušují intracelulární struktury, vedou k peroxidaci lipidů, zvýšené 

propustnosti buněčné membrány pro kalcium (tedy již druhý mechanismus ovlivňující 

intracelulární hladinu vápníku), k poruše ATP-pumpy a ovlivňují tak kontraktilitu 

svalových elementů (Mitry & Edwards, 2016; Renu a kol., 2018; Kotamraju a kol., 2002). 

 Nyní je též intenzivně studována role prozánětlivých cytokinů, především pak 

tumor nekrotizujícího faktoru α a interleukinu-2, které mají své receptory na 

kardiomyocytech. DOX zvyšuje jejich hladinu uvolněním těchto působků z makrofágů 

a vlastního tumoru. Hladiny uvolněných cytokinů se pak liší v závislosti na typu tumoru 

a jeho citlivosti vůči antracyklinům. Variabilita v množství uvolněných faktorů pak může 

být jednou z příčin, proč u některých pacientů dojde ke vzniku kardiotoxicity již při 

dávkách menších než kumulativních, kdežto u jiných pacientů dojde k poškození 

srdečního svalu při mnohem vyšších dávkách (Poprach a kol, 2008). 
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• Daunorubicin 

 

DAU je antracyklinové protinádorové antibiotikum, které je v Evropské unii 

využíváno k intravenózní léčbě dospělých s nově diagnostikovanou akutní 

myeloidní leukémií související s léčbou (t-AML), nebo AML se změnami 

souvisejícími s myelodysplazií (AML-MRC) pod obchodním názvem Vyxeos 

lipozomální, kde tvoří účinnou složku spolu s látkou cytarabinem v poměru 1:5, 

který zaručuje maximální synergistickou protinádorovou aktivitu u AML in vitro 

i in vivo. Mezi jeho funkční mechanismy patří antimitotická a cytotoxická aktivita, 

která je dosažena tvorbou komplexů s DNA, inhibicí aktivity TOP2, inhibicí 

aktivity DNA polymerázy, ovlivněním genové exprese a produkcí ROS 

postihující DNA. Mezi nejčastější nežádoucí účinky (NÚ) patří hypersenzitivita, 

febrilní neutropenie, edém a kolitida. Mezi nejzávažnější NÚ patří infekce, 

kardiotoxicita a krvácení (Mediately, 2020; Al-Aamry a kol., 2019; Ewer & Ewer, 

2010). Limitujícím faktorem v používání DAU je především jeho úzké indikační 

spektrum, a tak bývají v poslední době upřednostňovány látky DOX, nebo IDA, 

které mají i širší spektrum indikací (Štěrba a kol., 2011). 

• Doxorubicin 

 

DOX je jedním z nejpoužívanějších protinádorových léčiv v Evropské unii pro 

léčbu ALL, AML, chronické leukémie, Hodgkinovských a non-Hongkinovských 

lymfomů, mnohočetného myelomu, osteosarkomu a mnoha dalších pod různými 

obchodními značkami a v různých formách, které však vždy obsahují léčivou 

formu doxorubicin hydrochlorid. Nejčastěji se používá intravenózní podání, ale 

v určitých situacích je možné i podání intravezikální, či intraarteriální. Mezi 

funkční mechanismy cytocidního účinku patří interakce mezi DOX a TOP2 za 

tvorby DNA-štěpitelných komplexů. Dalším mechanismem je interkalace DOX 

mezi nukleotidové páry a jeho vazba na lipidy buněčné membrány. Interakce 

inhibuje replikaci nukleotidů a působení DNA a RNA polymeráz (Mitry & 

Edwards, 2016; Mediately, 2020; Lucas, 2019; Cappetta, 2018). 
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Stejně jako DAU nese i DOX rizika ve spojení s kardiotoxicitou. Toto riziko 

stoupá při současném užívání dalších kardiotoxických léku, např. trastuzumabu, 

při kardiovaskulárním onemocnění, nebo při věku nad 70 let. Pacientům by proto 

měly být pečlivě monitorovány srdeční funkce. Výhodou DOX je dostupnost 

zvláštních forem přípravků, které omezují nežádoucí účinky, jako je pegylovaný 

lipozomální DOX, který je enkapsulovaný v lipozomech s povrchově vázaným 

methoxypolyethylenglykolem (MPEG). Tento proces je znám jako pegylace 

a díky schopnosti bránit se detekci monocyto-fagocytárního systému prodlužují 

dobu cirkulace v krevním oběhu (Binaschi a kol., 2001). 

Mezi nejčastější NÚ patří infekce, sepse, pancytopenie, městnavé srdeční 

selhání, konjunktivitida, průjem, zvracení a nauzea (Mediately, 2020). DOX 

je také spojen se vzácnými případy zjevného akutního poškození jater 

doprovázeného žloutenkou, které může být závažné a dokonce fatální (LiverTox, 

2018).  

• Epirubicin 

 

EPI je lék určený k léčbě karcinomu prsu, karcinomu žaludku, karcinomu 

močového měchýře a k profylaxi recidivy povrchového nádoru močového 

měchýře. Z hlediska kardiotoxicity se jedná o bezpečnější analog DAU, 

od kterého se v amino-cukerné vazbě liší epimerizací hydroxylové skupiny na 

uhlíku C4. I takto minimální modifikaci je přisuzováno snížení kardiotoxicity EPI, 

jelikož usnadňuje jeho glukuronidaci a tím i vylučování ledvinami dříve, než jeho 

hladina v srdci dosáhne toxických hodnot. Další charakteristikou EPI je nižší 

hladina jeho alkoholových metabolitů v myokardu, což může napomáhat nižší 

kardiotoxicitě antracyklinů (Minotti a kol, 2000). Mechanismus účinku souvisí 

s jeho schopností vázat se na DNA, kdy po rychlé buněčné penetraci způsobí 

inhibici syntézy nukleových kyselin a mitózy. Obvykle se podává při monoterapii 

v dávce 60-90 mg/m2, intravenózně. Při léčbě karcinomu prsu se používá v dávce 

až do 120 mg/m2 v kombinaci s cyklofosfamidem a 5-fluorouracilem. 

Mezi nejčastější NÚ patří pancytopenie, infekce, konjunktivitida, keratitida, 

nauzea, zvracení a alopecie (Mediately, 2020; LiverTox, 2018).  
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• Idarubicin 

 

IDA je 4-demethoxy derivát DAU, který je v současné době užíván k terapii 

akutní myeloidní leukémie, k navození remise u neléčených pacientů, k navození 

remise u pacientů s relapsem, nebo k léčbě druhé linie relabující ALL. Jeho 

indikace je omezena na použití v kombinaci s jinými antineopalstickými látkami, 

zejména cytarabinem. Je obvykle podáván intravenózně v dávce 8-12 mg/m2. 

Dávka je upravována na základě renálních a jaterních funkcí. 

Jeho mechanismus účinku spočívá v interakci s TOP2 a má inhibiční účinky 

na syntézu nukleových kyselin. Díky jeho modifikaci ve struktuře antracyklinů ve 

4. pozici má ve srovnání s DOX a DAU vyšší lipofilitu s následným zlepšeným 

průnikem do buněk. U myší byl prokázán jeho zvýšený účinek oproti DAU 

a studie kardiotoxicity ukázaly lepší terapeutický index než u DAU i DOX. 

(Mediately, 2020; LiverTox, 2018). 

 

Obr. 1.2.1 Chemická struktura DAU, DOX, EPI a IDA  
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2.2.2 Deriváty podofylotoxinu 

 

Podofylotoxin je jednou z účinných látek obsažených v podofylinu, extraktu 

z Noholistu štítnatého (Podophyllum peltatum) a je sám o sobě inhibitorem 

mitotického dělení. Dříve sloužil jako lokální cytostatikum u některých kožních 

nádorů, ale dnes se používá k lokální léčbě papilomavirů. Mezi hlavní zástupce látek 

odvozených od 4´-demethyl-9-epi-dopofylotoxinu patří etoposid a teniposid. (Hartl 

a kol., 2006; Tanabe a kol., 1991) 

• Etoposid 

 

Mezi účinné polosyntetické deriváty podofylotoxinu patří etoposid. Působí 

v pozdní S a časné G2 fázi buněčného cyklu savčích buněk a dle užité koncentrace 

působí dvěma cestami. Při vysokých koncentracích (10 μg/ml a více) lze 

pozorovat lýzu buněk vstupujících do mitózy. V nízkých koncentracích (0,3-10 

μg/ml) zabraňují buňkám ve vstupu do profáze. Hlavním makromolekulárním 

účinkem etoposidu je pravděpodobně ruptura dvoušroubovice interakcí s DNA 

a TOP2, nebo vytvořením ROS. Jeho spektrum protinádorové účinnosti je široké, 

indukuje se ale zejména u akutní myeloidní leukémie, testikulárních nádorů, 

karcinomu vaječníků, gestační trofoblastické neoplazii, maligních lymfomů 

a bronchogenního karcinomu v kombinaci s dalšími schválenými 

chemoterapeutiky. Doporučená dávka etoposidu u dospělých pacientů je 50-100 

mg/m2/den. 

Mezi nejčastější NÚ spojené s užíváním etoposidu patří útlum kostní dřeně, 

leukopenie, alopecie, zimnice a horečka (Hartl a kol., 2006; Mediately, 2020).  

• Teniposid 

 

Tenoposid je silné, širokospektrální protinádorové léčivo, užívané zejména 

pro nádory mozku. Kvůli špatné rozpustnosti je však jeho použití omezeno. Nově 

byl vyvinut systém pro dodávání léčiv pomocí nanosuspenzí pro infuzní podání. 

Suspenze se připravují metodou antirozpouštědlové sonikace a srážení (He a kol., 

2015). Nežádoucími účinky mohou být myelosuprese, alopecie, gastrointestinální 

obtíže nebo hypersenzitivita (Cardona a kol., 2010).  
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Obr. 1.2.2 Chemická struktura etoposidu a teniposidu 

 

2.2.3 Katalytické inhibitory 

 

• Dexrazoxan 

 

DEX, označován kódem ICRF-187, je pravotočivý enantiomer razoxanu 

(ICRF 159). Obě látky patří do skupiny bis-dioxopiperazinů. Bisdioxopiperaziny 

jsou obecně řazeny mezi inhibitory TOP2 (Hellmann & Rhomberg, 2010). 

Přestože řada látek ze skupiny bisdioxopiperazinů, flavonoidů, antioxidantů, nebo 

chelátorů železa prošla preklinickými testy, je DEX jediným registrovaným 

kardioprotektivem a jeho účinek je prokázaný mnoha klinickými studiemi 

(Sawyer a kol., 2010). 

 

 Obr.1.2.3.1 – Chemická struktura DEX  
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DEX byl spolu s razoxanem objeven v 60. letech 20. století švýcarskou 

farmaceutickou firmou JR Geigy AG (dnešní NOVARTIS). Obě látky byly 

zkoumány pro svou antiproliferační účinnost, ale později byly u DEX popsány 

jiné chemické vlastnosti a jiné spektrum účinků. Koncem 70. let byla objevena 

jeho schopnost chránit před toxicitou antracyklinů. (Hellmann & Rhomberg, 

2010).  

Ve vodných roztocích o fyziologické teplotě a pH dochází u DEX 

k hydrolýze dioxopiperazinových kruhů s poločasem rozpadu 9,3 h (Hasinoff, 

1994). Tato reakce vede ke vzniku meziproduktů s jen jedním otevřeným kruhem, 

který je pak dále hydrolyzován na konečný produkt – diamid EDTA (ADR-925). 

Bylo zjištěno, že ionty Fe3+ zvyšují hydrolýzu DEX, zatímco ionty Fe2+ jsou jen 

částečně efektivní v podpoře hydrolýzy jednokruhových hydrolytických 

meziproduktů na ADR-925. K významnému posílení finální hydrolyzace na 

ADR-925 dochází také při fyziologických koncentracích Mg2+, Ca2+, Mn2+, Cu2+ 

a Zn2+ (Hasinoff, 1998). 

• Merbaron 

 

MER je nesedativní derivát kyseliny thiobarbiturové, který působí inhibici 

štěpení DNA, tedy interaguje s komplexem TOP2–DNA ve fázi štěpení 

katalytického procesu DNA a tím zabraňuje růstu tumorů. Jeho protinádorová 

aktivita byla prokázána na několika myších nádorových buněčných liniích včetně 

buněk leukémie L1210, sarkomu M5075 a melanomu B16 (Malik a kol, 1997; 

Tripathi a kol., 2019). Vzhledem k jeho příbuznosti s barbituráty se při jeho 

používání mohou objevovat související nežádoucí účinky spojené s nefrotoxicitou 

(Malik a kol., 1997; Larsen a kol., 2003). Ve druhé fázi klinických testů se 

prokázalo, že nefrotoxické účinky MER plynou z jeho farmakokinetických 

vlastností a nemají co dočinění s katalytickou inhibicí TOP2. MER byl uznán za 

katalytický inhibitor TOP2, který pravděpodobně sdílí interakční doménu 

s etoposidem (Fortune & Osherhoff, 1998). Tato myšlenka později vedla 

k identifikaci vazebného místa MER na TOP2 (Baviskar a kol., 2015).  

 

 



19 
 

• Novobiocin 

 

Aminokumarinová antibiotika jako je NB inhibují bakteriální gyrázu B 

a savčí TOP2 blokováním vazebného místa ATP, čímž inhibuje její katalytický 

cyklus (Gormley a kol., 1996). Kromě účinku na topoisomerasu je NB schopen 

inhibovat vazbu transkripčního faktoru IIIA na gen 5S RNA a disociovat 

vytvořený komplex TFIIIA-DNA a TFIIIA-RNA (Fiser-Littell & Hanas, 1987). 

Tento efekt může být založen na schopnosti NB indukovat agregaci 

transkripčního faktoru IIIA a je také účinný inhibitor arginin-specifické mono-

ADP-ribosyltransferázy (Lodhi a kol., 2001). 

NB je také schopen potencovat účinek etoposidu a teniposidu v několika 

nádorových buněčných liniích. Zvýšená cytotoxicita není zapříčiněna přídavkem 

látky jako takové, ale v blokaci odtoku etoposidu a teniposidu ze tkání, což vede 

ke zvýšení intracelulární koncentrace látek a s tím spojenou tvorbou kovalentních 

komplexů DNA topoisomerasy (Rappa a kol., 1993). NB se může bezpečně 

podávat perorálně v dávce 4 g/den po dobu jednoho týdne, čímž se udrží 

plazmatická koncentrace na alespoň 100μM (Kennedy a kol., 1995). 

• XK-469 

 

XK-469 (2-[4-[(7-chloro-2-quinoxalinyl)oxy]phenoxy]-propanoic acid) je 

zástupce benzopyrazinové skupiny protinádorových látek příbuzných se skupinou 

fenoxy-herbicidů. Jeho předchůdce XB-947 byl vyvinut díky zjištění, že ve 

struktuře quizalofop-ethylu stačí přesunout chloridovou molekulu ze šesté pozice 

na sedmou a látka tak začne vykazovat protinádorovou aktivitu. Kvůli jeho špatné 

rozpustnosti a nutnosti intraperitoneálního podání byla vyvinuta látka XK-469, 

která byla rozpustná ve vodě a vykazovala vyšší protinádorovou aktivitu (Xia 

a kol., 2016; Anderson a kol., 2005; Boinpally a kol., 2005).  

Institut NCI posléze potvrdil, že enantiomery (S-), i R(+) vykazují 

protinádorovou aktivitu u myší a pomocí farmakologických studií bylo 

prokázáno, že enantiomer S(-) se in vivo u myší, krys a psů rychle a kompletně 

konvertuje na enantiomer R(-), který je z obou R enantiomerů méně toxický. Další 

výzkum už probíhal výhradně s enantiomerem R(-) (Lin a kol., 2002). 
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Přesný mechanismus působení XK-469 není zcela objasněn, ale porovnávací 

cytotoxická analýza dat z buněčné linie NCI-60 ukázala, že mechanismus účinku 

je jedinečný tím, že nevykazuje podobnost s jakýmkoli známým cytotoxickým 

činidlem v databázi NCI. 

Dostupné údaje naznačují, že XK-469 působí jako selektivní inhibitor 

TOP2B (Gao a kol., 2003). Jiné navržené mechanismy zahrnují XK-469 

indukovanou inhibici ubikvitinace cyklinu B1 a posléze apoptózu díky navázání 

periferního benzodiazepinového receptoru (Lin a kol., 2002). 

Předklinické studie XK-469 prokázaly významnou protinádorovou aktivitu u 

řady nádorových modelů in vitro a in vivo včetně myších duktálních 

pankreatických karcinomů, tlustého střeva, prsu, prostaty a malých i 

nemalobuněčných modelů rakoviny plic (Undevia a kol., 2008). 

• BNS-22 

 

BNS-22 je uměle syntetizovaný derivát přírodního rostlinného produktu 

GUT-70, který má antiproliferační účinek proti lidským rakovinným buňkám. 

Jeho přesný mechanismus účinku není dosud zcela prokázán, ale pomocí metody 

proteomického profilování bylo naznačeno, že BNS-22 patří do stejného klastru 

jako bisdioxopiperazonový katalytický inhibitor ICRF-193. Stejně jako ICRF-

193, i BNS-22 indukuje mitotické abnormality charakterizované poruchami 

v zarovnání chromozomů a jejich segregaci, čímž způsobuje polyploidii v HeLa 

buňkách. Pomocí průtokové cytometrie bylo zjištěno, že ke zmíněným poruchám 

dochází již po dávce 3 μM během 24 hodin. Stejné výsledky byly pozorovány i u 

buněk odvozených od lidské promyelocytární leukémie HL- 60. Tyto výsledky 

naznačují, že BNS-22 cílí na TOP2 a působí jako její katalytický inhibitor, a ne 

jako jed (Kawatani a kol., 2011). 

Pro lepší transport BNS-22 do těla byly vyvinuty orální nanonosiče z oxidu 

křemíku, které by měli zlepšit stabilitu látky v kyselém prostředí žaludku a zlepšit 

účinnost pro léčbu rakoviny tlustého střeva. Inhibice progrese nádoru u myší 

s rakovinou tlustého střeva spojených s kolitidou byla již prokázána (Vong a kol., 

2017). 
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Obr. 1.2.3 – Chemická struktura BNS-22, MER, XK-469 a NB  
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• Suramin 

 

SUR je polysulfonovaná naftylmočovina s potenciální antineoplastickou 

aktivitou. SUR blokuje vazbu různých růstových faktorů včetně insulinu 

podobnému růstovému faktoru I (IGF-I), epidermálnímu růstovému faktoru 

(EGF), růstovému faktoru destiček (PDGF) a tumor-růstovému faktoru beta 

(TGF-β) na jejich receptory, čímž inhibuje endotelovou buněčnou proliferaci 

a migraci. Také inhibuje vaskulární endotelový růstový faktor 

(VEGF), angiogenezi, retrovirovou reverzní transkriptázu, odpojení G-proteinů 

z receptorů, TOP, buněčný folátový transport a steroidogenezi, kterou způsobuje 

základní fibroblastický růstový faktor (bFGF) (NCBI-PubChem). 

Kromě výše zmíněných účinků je SUR účinným lékem na hemolymfatickou 

formu spavé nemoci, na kterou se používá více než 90 let. Neproniká do CNS 

a neměl by tak být používán u pacientů ve druhé fázi spavé nemoci. Je podáván 

intravenózně, kde se rozsáhle váže na plazmatické proteiny (<99%) a během léčby 

se akumuluje. Jeho exkrece probíhá močí, nicméně je velmi pomalá a SUR tak 

v těle perzistuje i několik týdnů po ukončení léčby (McCarthy a kol., 2014). 

 

 

Obr. 1.2.3.6 – Chemická struktura SUR 
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3. Cíle práce 
 

• Stanovení antiproliferační účinnosti DAU, NB, BNS-22, suraminu, XK-469, JM-

85, JM-73, JM-107, JM-108, JM-109 a JM-110 na buněčné linii HL-60 

stanovením hodnot IC50. 

 

• Stanovení antiproliferační účinnosti u kombinací látek vypočítáním hodnot 

kombinačních indexů. 

 

• Na základě našich výsledků pak přispět k diskusi, týkající se možného snížení 

antiproliferační účinnosti při použití kombinace antracyklinů a katalytických 

inhibitorů TOP2.  
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4. Metodika 
 

4.1  Materiál 
 

4.1.1 Buněčná linie 
 

Během výzkumu byla použita suspenzní linie buněk HL-60 podobná lidské 

promyelocytární leukémii dodávaná americkou bankou buněčných linií ATCC. 

Morfologicky se jedná o lymfoblasty pocházejí z periferní krve 36 leté ženy, obsahující 

reciprokou translokaci [rcpt(1;3)-(q21;p23)]. Pro výživu buněk bylo použito médium 

RPMI-1640 s obsahem 2mM L-glutaminu, 10mM HEPES pufru, 1mM pyruvátu 

sodného, 4500 mg/L glukózy a 1500 mg/L hydrogenuhličitanu sodného.  Pro náš pokus 

bylo médium obohaceno 10 % fetálního bovinního séra a 1% roztoku penicilin-

streptomycin. Buňky byly kultivovány v inkubátoru obsahujícím 5 % CO2. 

 

4.1.2 Reagencie a chemikálie 
 

• zakoupené reagencie 

o Daunorubicin (Pfizer, Švýcarsko) 

o Merbaron (Sigma, Schnelldorf, Německo) 

o BNS-22 (Sigma, Schnelldorf, Německo)  

o Novobiocin (Sigma, Schnelldorf, Německo) 

o XK-469 (Sigma, Schnelldorf, Německo) 

o Suramin (Sigma, Schnelldorf, Německo) 

• reagencie připravené na Farmaceutické fakultě UK 

o JM-73 

o JM-85 

o JM-107 

o JM-108 

o JM-109 

o JM-110 
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• RPMI-1640 medium (Sigma, Německo) 

• trypanová modř (Sigma, Německo) 

• dimethylsulfoxid ≥ 99,9% (DMSO) (Sigma, Schnelldorf, Německo) 

• fosfátový pufr (PBS, Sigma, Německo) 

• fetální bovinní sérum – tepelně inaktivované (FBS, Lonza, Česká republika) 

• směs penicilin – streptomycin (Lonza, Česká republika) 

• triton X-100 (Fluka) 

• isopropanol (Sigma, Schnelldorf, Německo) 

• MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid a tetrazol) 

(Sigma, Schnelldorf, Německo) 

• kyselina chlorovodíková (Penta, Praha, Česká republika) 

• ultradestilovaná voda (MQ, přístroj Milli-Q RG, Millipore, Česká republika) 

 

 

 

Obr. č. 3.1.2 Chemická struktura látek JM-73, JM-85, JM-107, JM-108, JM-109, JM-110  
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4.1.3 Přístroje a vybavení 
 

• buněčný inkubátor s termostatem a regulací koncentrace CO2 Forma Scientific 

CO2 incubator, model 311 (Forma Scientific, USA) 

• invertovaný epifluorescenční mikroskop Nikon Eclipse TS 100 s objektivem 

Nikon 10x/0,25 (Nikon, Japonsko) 

• spektrofotometr Infinite M 200 s optickym hranolem (Tecan, Rakousko) 

• analytické váhy ScalTec SBC 22 

• vodní lázeň Memmert WB 14 LV (Memmert, Německo) 

• box s laminárním prouděním Aura 2000 m.a.c. s třídou biohazardu a (BioAir, 

Itálie) 

• desková třepačka Heidolph Titramax 100 (SRN) 

• vortex (Thermo Fisher Scientific, Česká republika) 

• plastové sterilní kultivační nádoby T75 a 96-jamkové kultivační destičky s 

plochým dnem (TPP, Švýcarsko) 

• laboratorní sklo sterilní (Thermo Fisher Scientific, Česká republika) 

• mikrozkumavky 0,5; 1,5 a 2,0 ml (Eppendorf, Německo) 

• plastové sterilní zkumavky o různém objemu (TPP, Švýcarsko) 

• pipetíky Eppendorf easypet (Eppendorf, Německo) 

• sérologické sterilní pipety 5 ml a 10 ml (TPP, Švýcarsko) 

• automatické pipety Eppendorf research různého rozsahu (Eppendorf, 

Německo) 

• pipety elektronické 8-kanálová e-PET BioHit 50-1200 μl a 5-100 μl (Biohit, 

Finsko) 

• Bürkerova komůrka (Brand, SRN) 

• sterilní špičky různého rozsahu (Eppendorf, Německo) 

• plastové sterilní i nesterilní vaničky  
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4.2  Pracovní postupy 
 

4.2.1 Kultivace 
 

Pro kultivaci jsme použili médium RPMI 1640 s L-glutaminem, 10 % fetálního 

bovinního séra a 1% směsi penicilin-streptomycin. Buňky jsme uchovávali v 75cm3 

lahvích, uskladněných v inkubátoru o podmínkách napodobujících ty v lidském těle, tedy 

o teplotě 37°C a koncentraci CO2 5%. Veškerá manipulace byla prováděna ve sterilním 

laminárním boxu a všechny přidávané látky byly vytemperovány na 37°C. 

4.2.2 Pasážování 
 

Pasážování buněk jsme prováděli vždy 4., nebo 5. den. Koncentraci buněk jsme 

se snažili udržet kolem 1 milionu na mililitr a následně ředili na 100 000, nebo na 150 

000 buněk na mililitr v závislosti na rychlosti růstu buněk. 

Pasážování jsme zahajovali promícháním kultivační lahve kvůli homogenizaci 

suspenze a jejím následným odběrem 50 μl, které jsme následně smísili s 50 μl 0,4% 

roztokem trypanové modři, která obarvila mrtvé buňky a zvýraznila tak buňky živé. Po 

opětovné homogenizaci obarvené suspenze jsme pipetovali vždy 10 μl na každou stranu 

Bürkerovy komůrky. Pod mikroskopem jsme na každé straně komůrky spočítali buňky 

v pěti z devíti čtverců. Sečtením hodnot z obou stran komůrky a následným vynásobením 

dvěma tisíci jsme dostali počet buněk v jednom mililitru suspenze. Do připravené sterilní 

kultivační lahve jsme přidali přesné množství předem vytemperovaného média, do 

kterého jsme následně napipetovali objem buněčné suspenze tak, aby výsledná 

koncentrace odpovídala našim požadavkům a lahev uzavřeli do inkubátoru. Zbylý obsah 

suspenze jsme využili k pokusům.  
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4.2.3 Studium antiproliferačních účinků 
 

4.2.3.1  Vyhodnocení MTT testem 

 

Buněčnou suspenzi, která nám zbyla po pasážování jsme si v laboratorní vaničce 

naředili na koncentraci 200 000 buněk na mililitr a multikanálovou pipetou napipetovali 

vždy 50 μl, tedy 10 000 buněk suspenze do jamek na naší 96 jamkové destičce. 

K suspenzi jsme do stanovených jamek přidali požadované množství zkoumané látky 

a destičku nechali inkubovat po dobu 72 hodin při 37°C. 

Po 72 hodinové inkubaci jsme do každé jamky napipetovali 25 μl roztoku MTT o 

koncentraci 3mg/ml, který jsme předem připravili rozpuštěním v PBS pufru a destičku 

nechali další 2 hodiny inkubovat. 

Po uplynutí doby jsme do každé jamky přidali 100 μl lyzačního roztoku, který se 

skládal z isopropanolu, 0,1M 35% HCl a 5% Tritonu X 100. Ihned po napipetování jsme 

jamku umístili na třepačku a při cca 700 rpm jsme nechali jamku třepat asi 30 minut. 

Pipetou jsme resuspendovali shluky buněk, které se nepodařilo rozpustit a třepali dalších 

30 minut do úplného rozpuštění. Po rozpuštění jsme na spektrofotometru TECAN změřili 

absorbanci při 570 nm a při 690 nm, přičemž hodnoty získané při vlnové délce 570 nm 

jsme odečetli od hodnot získaných při 690 nm. Po odečtení slepého pokusu (jamky bez 

buněk) byla porovnávána buněčná viabilita vůči kontrolní skupině (100% viabilita). 

MTT test je kolorimetrický test, který měří metabolickou aktivitu buněk a je 

vhodný pro analýzu jejich viability, proliferace, cytotoxicity materiálu. Je založen na 

redukci žluté solubilní tetrazoliové soli MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- 

difenyltetrazolium bromid) na nerozpustný formazan, který je ve formě fialových 

krystalků. Reakce probíhá vlivem mitochondriálních dehydrogenáz živých buněk. Počet 

buněk je tedy indikován množstvím redukovaného MTT. 
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4.2.4 Zpracování naměřených dat 
 

Statistické zpracování dat a sestrojení grafů jsme provedli pomocí programu 

GraphPad Prism 8.0.1 for Windows. Výsledky jsme vyjádřili jako průměrné hodnoty 

měření se směrodatnými odchylkami. Pro vypočítání statistické významnosti jsme využili 

metody One-Way ANOVA s post hoc testem Holm-Šidák. 

K vypočítání hodnot IC50 a kombinačních indexů jsme použili software CalcuSyn 

1.1 (Biosoft 1996). IC50 je hodnota, která představuje koncentraci zkoušené látky mající 

za následek 50 % úhyn, či 50 % snížení růstu, nebo růstové rychlosti ve vztahu ke 

kontrolnímu vzorku. Kombinační index (CI) je kvantitativní hodnota určující stupeň 

interakce dvou a více látek. Pokud je tato hodnota blízká 1, výsledný účinek je aditivní. 

Pokud je hodnota menší než 1, jedná se o účinek synergický a když je CI větší než 1, 

jedná se o antagonismus (Chou & Talalay, 1983; Chou & Talalay, 1984).  
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5. Výsledky 
 

5.1  Stanovení hodnot IC50 jednotlivých látek 
 

5.1.1 Stanovení hodnoty IC50 daunorubicinu 
 

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomocí MTT testu. Buňky byly vystaveny 

72hodinovému působení DAU ve vzrůstající koncentraci. Bylo zaznamenáno dávkově 

závislé a statisticky významné snížení proliferace buněk od koncentrace 10 nmol/l. 

Hodnota IC50, tj. koncentrace DAU, která navodila snížení buněčné proliferace na 50 % 

ve srovnání s kontrolou, byla 19,0 nmol/l. Kontrolní skupina odpovídá 100 % buněčné 

viability. 
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Obr. 5.1.1 Snížení proliferace buněk HL-60 po 72hodinové inkubaci s DAU 

(vyhodnoceno MTT testem) 

N = 8-10 experimentů 

V grafu jsou uvedeny průměrné hodnoty se standardní chybou. Statisticky významná 

změna proti kontrolní skupině (ANOVA, p <0,05) je v grafu označena symbolem *.  
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5.1.2 Stanovení hodnot IC50 novobiocinu 
 

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomocí MTT testu. Buňky byly vystaveny 

72hodinovému působení NB ve vzrůstající koncentraci. Bylo zaznamenáno dávkově 

závislé a statisticky významné snížení proliferace buněk od koncentrace 60 μmol/l. 

Hodnota IC50, tj. koncentrace NB, která navodila snížení buněčné proliferace na 50 % ve 

srovnání s kontrolou, byla 197,5 μmol/l. Kontrolní skupina odpovídá 100 % buněčné 

viability. 
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Obr. 5.1.2 Snížení proliferace buněk HL-60 po 72hodinové inkubaci s NB 

(vyhodnoceno MTT testem) 

N = 4-9 experimentů 

V grafu jsou uvedeny průměrné hodnoty se standardní chybou. Statisticky významná 

změna proti kontrolní skupině (ANOVA, p <0,05) je v grafu označena symbolem *.  
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5.1.3 Stanovení hodnoty IC50 BNS-22 

 

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomocí MTT testu. Buňky byly vystaveny 

72hodinovému působení BNS-22 ve vzrůstající koncentraci. Bylo zaznamenáno dávkově 

závislé a statisticky významné snížení proliferace buněk od koncentrace 0,3 μmol/l. 

Hodnota IC50, tj. koncentrace BNS-22, která navodila snížení buněčné proliferace na 50 

% ve srovnání s kontrolou, byla 0,49 μmol/l. Kontrolní skupina odpovídá 100 % buněčné 

viability. 
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Obr. 5.1.3 Snížení proliferace buněk HL-60 po 72hodinové inkubaci s BNS-22 

(vyhodnoceno MTT testem) 

N = 4–7 experimentů 

V grafu jsou uvedeny průměrné hodnoty se standardní chybou. Statisticky významná 

změna proti kontrolní skupině (ANOVA, p <0,05) je v grafu označena symbolem *.  
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5.1.4 Stanovení hodnoty IC50 XK-469 
 

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomocí MTT testu. Buňky byly vystaveny 

72hodinovému působení XK-469 ve vzrůstající koncentraci. Bylo zaznamenáno dávkově 

závislé a statisticky významné snížení proliferace buněk od koncentrace 6 μmol/l. 

Hodnota IC50, tj. koncentrace XK-469, která navodila snížení buněčné proliferace na 50 

% ve srovnání s kontrolou, byla 24,39 μmol/l. Kontrolní skupina odpovídá 100 % 

buněčné viability. 
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Obr. 5.1.4 Snížení proliferace buněk HL-60 po 72hodinové inkubaci s XK-469 

(vyhodnoceno MTT testem) 

N = 4 experimenty 

V grafu jsou uvedeny průměrné hodnoty se standardní chybou. Statisticky významná 

změna proti kontrolní skupině (ANOVA, p <0,05) je v grafu označena symbolem *.  
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5.1.5 Stanovení hodnoty IC50 merbaronu 
 

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomocí MTT testu. Buňky byly vystaveny 

72hodinovému působení MER ve vzrůstající koncentraci. Bylo zaznamenáno dávkově 

závislé a statisticky významné snížení proliferace buněk od koncentrace 10 μmol/l. 

Hodnota IC50, tj. koncentrace MER, která navodila snížení buněčné proliferace na 50 % 

ve srovnání s kontrolou, byla 19,48 μmol/l. Kontrolní skupina odpovídá 100 % buněčné 

viability. 
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Obr. 5.1.5 Snížení proliferace buněk HL-60 po 72hodinové inkubaci s MER 

(vyhodnoceno MTT testem) 

N = 4 experimenty 

V grafu jsou uvedeny průměrné hodnoty se standardní chybou. Statisticky významná 

změna proti kontrolní skupině (ANOVA, p <0,05) je v grafu označena symbolem *.  
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5.1.6 Stanovení hodnoty IC50 JM-85 
 

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomocí MTT testu. Buňky byly vystaveny 

72hodinovému působení JM-85 ve vzrůstající koncentraci. Bylo zaznamenáno dávkově 

závislé a statisticky významné snížení proliferace buněk od koncentrace 100 μmol/l. 

Hodnota IC50, tj. koncentrace JM-85, která navodila snížení buněčné proliferace na 50 % 

ve srovnání s kontrolou, byla 166,83 μmol/l. Kontrolní skupina odpovídá 100 % buněčné 

viability. 
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Obr. 5.1.6 Snížení proliferace buněk HL-60 po 72hodinové inkubaci s JM-85 

(vyhodnoceno MTT testem) 

N = 4 experimenty 

V grafu jsou uvedeny průměrné hodnoty se standardní chybou. Statisticky významná 

změna proti kontrolní skupině (ANOVA, p <0,05) je v grafu označena symbolem *.  
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5.1.7 Stanovení hodnoty IC50 JM-73 
 

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomocí MTT testu. Buňky byly vystaveny 

72hodinovému působení JM-73 ve vzrůstající koncentraci. Bylo zaznamenáno dávkově 

závislé a statisticky významné snížení proliferace buněk od koncentrace 60 μmol/l. 

Hodnota IC50, tj. koncentrace JM-73, která navodila snížení buněčné proliferace na 50 % 

ve srovnání s kontrolou, byla 130,72 μmol/l. Kontrolní skupina odpovídá 100 % buněčné 

viability. 
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Obr. 5.1.7 Snížení proliferace buněk HL-60 po 72hodinové inkubaci s JM-73 

(vyhodnoceno MTT testem) 

N = 4 experimenty 

V grafu jsou uvedeny průměrné hodnoty se standardní chybou. Statisticky významná 

změna proti kontrolní skupině (ANOVA, p <0,05) je v grafu označena symbolem *.  
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5.1.8 Stanovení hodnoty IC50 JM-107 

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomocí MTT testu. Buňky byly vystaveny 

72hodinovému působení JM-107 ve vzrůstající koncentraci. Statisticky významné snížení 

proliferace buněk u této látky nebylo pozorováno a látka nedosáhla ani v maximální 

koncentraci hodnoty IC50. Kontrolní skupina odpovídá 100 % buněčné viability. 
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Obr. 5.1.8 Snížení proliferace buněk HL-60 po 72hodinové inkubaci s JM-107 

(vyhodnoceno MTT testem) 

N = 4 experimenty 

V grafu jsou uvedeny průměrné hodnoty se standardní chybou.   
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5.1.9  Stanovení hodnoty IC50 JM-108 

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomocí MTT testu. Buňky byly vystaveny 

72hodinovému působení JM-108 ve vzrůstající koncentraci. Statisticky významné snížení 

proliferace buněk u této látky nebylo pozorováno a látka nedosáhla ani v maximální 

koncentraci hodnoty IC50. Kontrolní skupina odpovídá 100 % buněčné viability. 

 

K 1 10 30 60 100 300

0

50

100

150

Koncentrace JM-108 [μM]

V
ia

b
il

it
a
 b

u
n

ě
k
 [

%
]

 

Obr. 5.1.9 Snížení proliferace buněk HL-60 po 72hodinové inkubaci s JM-108 

(vyhodnoceno MTT testem) 

N = 4 experimenty 

V grafu jsou uvedeny průměrné hodnoty se standardní chybou.   
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5.1.10   Stanovení hodnoty IC50 JM-109 

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomocí MTT testu. Buňky byly vystaveny 

72hodinovému působení JM-109 ve vzrůstající koncentraci. Přestože bylo zaznamenáno 

dávkově závislé a statisticky významné snížení proliferace buněk od koncentrace 100 

μmol/l, tak látka nedosáhla antiproliferačního účinku odpovídajícímu hodnotě IC50. 

Kontrolní skupina odpovídá 100 % buněčné viability. 
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Obr. 5.1.10 Snížení proliferace buněk HL-60 po 72hodinové inkubaci s JM-109 

(vyhodnoceno MTT testem) 

N = 4 experimenty 

V grafu jsou uvedeny průměrné hodnoty se standardní chybou. Statisticky významná 

změna proti kontrolní skupině (ANOVA, p <0,05) je v grafu označena symbolem *.  
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5.1.11   Stanovení hodnoty IC50 JM-110 

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomocí MTT testu. Buňky byly vystaveny 

72hodinovému působení JM-110 ve vzrůstající koncentraci. Statisticky významné snížení 

proliferace buněk u této látky nebylo pozorováno a látka nedosáhla ani v maximální 

koncentraci hodnoty IC50. Kontrolní skupina odpovídá 100 % buněčné viability. 
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Obr. 5.1.11 Snížení proliferace buněk HL-60 po 72hodinové inkubaci s JM-110 

(vyhodnoceno MTT testem) 

N = 4 experimenty 

V grafu jsou uvedeny průměrné hodnoty se standardní chybou.   
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5.1.12    Stanovení hodnoty IC50 suraminu 
 

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomocí MTT testu. Buňky byly vystaveny 

72hodinovému působení SUR ve vzrůstající koncentraci. Bylo zaznamenáno dávkově 

závislé a statisticky významné snížení proliferace buněk od koncentrace 300 μmol/l. 

Hodnoty IC50, tj. koncentrace SUR, která navodila snížení buněčné proliferace na 50 % 

ve srovnání s kontrolou, se ve zmíněných podmínkách nepodařilo dosáhnout. 
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Obr. 5.1.12 Snížení proliferace buněk HL-60 po 72hodinové inkubaci se SUR 

(vyhodnoceno MTT testem) 

N = 4-6 experimentů 

V grafu jsou uvedeny průměrné hodnoty se standardní chybou. Statisticky významná 

změna proti kontrolní skupině (ANOVA, p <0,05) je v grafu označena symbolem *.  
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5.2. Stanovení hodnot kombinačních indexů 
 

5.2.1 Stanovení CI kombinace daunorubicinu a XK-469 
 

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomocí MTT testu. Buňky byly vystaveny 72 

hodinovému působení DAU, XK-469 a jejich kombinacím v koncentracích 

odpovídajících hodnotě IC50 a jejím podílům a násobkům. Pomocí programu CalcuSyn 

jsme spočítali hodnoty kombinačních indexů (uvedeny v grafu). U nižších koncentrací je 

patrný lehce aditivní účinek, zatímco u vyšších koncentrací byl prokázán účinek lehce 

synergický. 
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Obr. 5.2.1 Kombinační pokus antiproliferačních účinků DAU, XK-469 a kombinace 

obou látek (vyhodnoceno MTT testem) 

N = 4 experimenty. V grafu jsou uvedeny průměrné hodnoty se standardní chybou, dále 

také hodnoty kombinačních indexů.  
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5.2.2 Stanovení CI kombinace daunorubicinu a BNS-22 
 

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomocí MTT testu. Buňky byly vystaveny 72 

hodinovému působení DAU, BNS-22 a jejich kombinacím v koncentracích 

odpovídajících hodnotě IC50 a jejím podílům a násobkům. Pomocí programu CalcuSyn 

jsme spočítali hodnoty kombinačních indexů (uvedeny v grafu). Již od nižších 

koncentrací je patrný antagonistický účinek. 
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Obr. 5.2.2 Kombinační pokus antiproliferačních účinků DAU, BNS-22 a kombinace 

obou látek (vyhodnoceno MTT testem) 

N = 4 experimenty. V grafu jsou uvedeny průměrné hodnoty se standardní chybou, dále 

také hodnoty kombinačních indexů.  
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5.2.3 Stanovení CI kombinace daunorubicinu a novobiocinu 
 

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomocí MTT testu. Buňky byly vystaveny 72 

hodinovému působení DAU, NB a jejich kombinacím v koncentracích odpovídajících 

hodnotě IC50 a jejím podílům a násobkům. Pomocí programu CalcuSyn jsme spočítali 

hodnoty kombinačních indexů (uvedeny v grafu). Již od nižších koncentrací je patrný 

mírný antagonistický účinek. 
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Obr. 5.2.3 Kombinační pokus antiproliferačních účinků DAU, NB a kombinace 

obou látek (vyhodnoceno MTT testem) 

N = 4 experimenty. V grafu jsou uvedeny průměrné hodnoty se standardní chybou, dále 

také hodnoty kombinačních indexů.  
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5.3 Stanovení vlivu inhibitorů na statickou koncentraci daunorubicinu 
 

5.3.1 Stanovení vlivu novobiocinu a daunorubicinu při IC50 
 

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomocí MTT testu. Buňky byly vystaveny 

72hodinovému působení NB ve vzrůstající koncentraci a DAU v koncentraci 

odpovídající jeho IC50. Bylo zaznamenáno dávkově závislé a statisticky významné 

snížení proliferace buněk od koncentrace novobiocinu 1μmol/l.  
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Obr. 5.3.1 Snížení proliferace buněk HL-60 po 72hodinové inkubaci s NB a DAU 

při IC50 (vyhodnoceno MTT testem) 

N = 4 experimenty 

V grafu jsou uvedeny průměrné hodnoty se standardní chybou. Statisticky významná 

změna oproti kontrole DAU (ANOVA, p <0,05) je v grafu označena symbolem *.  
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5.3.2 Stanovení vlivu BNS-22 a daunorubicinu při IC50 

 

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomocí MTT testu. Buňky byly vystaveny 

72hodinovému působení BNS-22 ve vzrůstající koncentraci a DAU v koncentraci 

odpovídající jeho IC50. Bylo zaznamenáno dávkově závislé a statisticky významné 

snížení proliferace buněk od koncentrace BNS-22 0,6 μmol/l.  
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Obr. 5.3.2 Snížení proliferace buněk HL-60 po 72hodinové inkubaci s BNS-22 

a DAU při IC50 (vyhodnoceno MTT testem) 

N = 4 experimenty 

V grafu jsou uvedeny průměrné hodnoty se standardní chybou. Statisticky významná 

změna oproti kontrole DAU (ANOVA, p <0,05) je v grafu označena symbolem *.  
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5.3.3 Stanovení vlivu merbaronu a daunorubicinu při IC50 

 

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomocí MTT testu. Buňky byly vystaveny 

72hodinovému působení MER ve vzrůstající koncentraci a DAU v koncentraci 

odpovídající jeho IC50. Bylo zaznamenáno dávkově závislé a statisticky významné 

snížení proliferace buněk od koncentrace MER 1 μmol/l.  
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Obr. 5.3.3 Snížení proliferace buněk HL-60 po 72hodinové inkubaci s MER a DAU 

při IC50 (vyhodnoceno MTT testem) 

N = 4 experimenty 

V grafu jsou uvedeny průměrné hodnoty se standardní chybou. Statisticky významná 

změna oproti kontrole DAU (ANOVA, p <0,05) je v grafu označena symbolem *.  
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5.3.4 Stanovení vlivu XK-469 a daunorubicinu při IC50 

 

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomocí MTT testu. Buňky byly vystaveny 

72hodinovému působení XK-469 ve vzrůstající koncentraci a DAU v koncentraci 

odpovídající jeho IC50. Bylo zaznamenáno dávkově závislé a statisticky významné 

snížení proliferace buněk od koncentrace XK-469 100 μmol/l.  
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Obr. 5.3.4 Snížení proliferace buněk HL-60 po 72hodinové inkubaci s XK-469 

a DAU při IC50 (vyhodnoceno MTT testem) 

N = 4 experimenty 

V grafu jsou uvedeny průměrné hodnoty se standardní chybou. Statisticky významná 

změna oproti kontrole DAU (ANOVA, p <0,05) je v grafu označena symbolem *.  
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5.3.5 Stanovení vlivu JM-73 a daunorubicinu při IC50 

 

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomocí MTT testu. Buňky byly vystaveny 

72hodinovému působení JM-73 ve vzrůstající koncentraci a DAU v koncentraci 

odpovídající jeho IC50. Bylo zaznamenáno dávkově závislé a statisticky významné 

snížení proliferace buněk od koncentrace JM-73 1 μmol/l.  
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Obr. 5.3.5 Snížení proliferace buněk HL-60 po 72hodinové inkubaci s JM-73 a DAU 

při IC50 (vyhodnoceno MTT testem) 

N = 4 experimenty 

V grafu jsou uvedeny průměrné hodnoty se standardní chybou. Statisticky významná 

změna oproti kontrole DAU (ANOVA, p <0,05) je v grafu označena symbolem *.  
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5.3.6 Stanovení vlivu JM-85 a daunorubicinu při IC50 

 

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomocí MTT testu. Buňky byly vystaveny 

72hodinovému působení JM-85 ve vzrůstající koncentraci a DAU v koncentraci 

odpovídající jeho IC50. Bylo zaznamenáno dávkově závislé a statisticky významné 

snížení proliferace buněk od koncentrace JM-85 1 μmol/l. 
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Obr. 5.3.6 Snížení proliferace buněk HL-60 po 72hodinové inkubaci s JM-85 a DAU 

při IC50 (vyhodnoceno MTT testem) 

N = 4 experimenty 

V grafu jsou uvedeny průměrné hodnoty se standardní chybou. Statisticky významná 

změna oproti kontrole DAU (ANOVA, p <0,05) je v grafu označena symbolem *.  
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5.3.7 Stanovení vlivu JM-107 a daunorubicinu při IC50 

 

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomocí MTT testu. Buňky byly vystaveny 

72hodinovému působení JM-107 ve vzrůstající koncentraci a DAU v koncentraci 

odpovídající jeho IC50. Byl zaznamenán dávkově závislý a statisticky významný pokles 

u nejnižší koncentrace JM-107, od něhož proliferační tendence rostla směrem k vyšším 

koncentracím. Látky tak ve vyšších koncentracích působí antagonisticky. 
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Obr. 5.3.7 Změna proliferace buněk HL-60 po 72hodinové inkubaci s JM-107 

a DAU při IC50 (vyhodnoceno MTT testem) 

N = 4 experimenty 

V grafu jsou uvedeny průměrné hodnoty se standardní chybou. Statisticky významná 

změna oproti kontrole DAU (ANOVA, p <0,05) je v grafu označena symbolem *.  
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5.3.8 Stanovení vlivu JM-108 a daunorubicinu při IC50 

 

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomocí MTT testu. Buňky byly vystaveny 

72hodinovému působení JM-108 ve vzrůstající koncentraci a DAU v koncentraci 

odpovídající jeho IC50. Byl zaznamenán dávkově závislý a statisticky významný pokles 

u nejnižší koncentrace JM-108 1 μmol/l. Proliferační tendence se se zvyšující koncentrací 

JM-108 statisticky významně neměnila. 
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Obr. 5.3.8 Změna proliferace buněk HL-60 po 72hodinové inkubaci s JM-108 

a DAU při IC50 (vyhodnoceno MTT testem) 

N = 4 experimenty 

V grafu jsou uvedeny průměrné hodnoty se standardní chybou. Statisticky významná 

změna oproti kontrole DAU (ANOVA, p <0,05) je v grafu označena symbolem *.  
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5.3.9 Stanovení vlivu JM-109 a daunorubicinu při IC50 

 

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomocí MTT testu. Buňky byly vystaveny 

72hodinovému působení JM-109 ve vzrůstající koncentraci a DAU v koncentraci 

odpovídající jeho IC50. Bylo zaznamenáno dávkově závislé a statisticky významné 

snížení proliferace buněk od koncentrace JM-109 1 μmol/l. 
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Obr. 5.3.9 Snížení proliferace buněk HL-60 po 72hodinové inkubaci s JM-109 

a DAU při IC50 (vyhodnoceno MTT testem) 

N = 4 experimenty 

V grafu jsou uvedeny průměrné hodnoty se standardní chybou. Statisticky významná 

změna oproti kontrole DAU (ANOVA, p <0,05) je v grafu označena symbolem *.  
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5.3.10 Stanovení vlivu JM-110 a daunorubicinu při IC50 

 

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomocí MTT testu. Buňky byly vystaveny 

72hodinovému působení JM-110 ve vzrůstající koncentraci a DAU v koncentraci 

odpovídající jeho IC50. Bylo zaznamenáno dávkově závislé a statisticky významné 

snížení proliferace buněk od koncentrace JM-110 1 μmol/l. Proliferace se s rostoucí 

koncentrací látky JM-110 dále neměnila. 
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Obr. 5.3.10 Snížení proliferace buněk HL-60 po 72hodinové inkubaci s JM-110 

a DAU při IC50 (vyhodnoceno MTT testem) 

N = 4 experimenty 

V grafu jsou uvedeny průměrné hodnoty se standardní chybou. Statisticky významná 

změna oproti kontrole DAU (ANOVA, p <0,05) je v grafu označena symbolem *.  
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5.3.11 Stanovení vlivu suraminu a daunorubicinu při IC50 

 

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomocí MTT testu. Buňky byly vystaveny 

72hodinovému působení SUR ve vzrůstající koncentraci a DAU v koncentraci 

odpovídající jeho IC50. Bylo zaznamenáno dávkově závislé a statisticky významné 

snížení proliferace buněk od koncentrace SUR 1 μmol/l. Z grafu je patrný zvyšující se 

antiproliferační účinek u nejvyšší koncentrace SUR. 
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Obr. 5.3.11 Snížení proliferace buněk HL-60 po 72hodinové inkubaci se SUR a DAU 

při IC50 (vyhodnoceno MTT testem) 

N = 2 experimenty 

V grafu jsou uvedeny průměrné hodnoty se standardní chybou. Statisticky významná 

změna proti kontrolní skupině (ANOVA, p <0,05) je v grafu označena symbolem *.  
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6. Diskuse 
 

Antracyklinová antibiotika jsou v dnešní době často užívanými protinádorovými 

léčivy, používanými k léčbě hematoonkologických onemocnění, lymfomů, sarkomů, či 

karcinomů (Mitry & Ewards, 2016; Mediately, 2020). Jejich hlavní nevýhodou je však 

možný vznik chronické kumulativní kardiotoxicity, který jejich používání limituje 

(Volkova & Russell, 2011). Jedinou látkou, která je dosud v praxi užívaným účinným 

kardioprotektivem je DEX, jehož kardioprotektivní schopnost je potvrzena mnoha 

studiemi (Jirkovský a kol, 2018; Ghigo a kol., 2016; Sawyer a kol., 2010). 

Vzhledem k tomu, že jedním z mechanismů účinku DEX je inhibice TOP2 se objevují 

dohady o možné kompetici na tomto enzymu a tím i snížení protinádorové účinnosti. 

Žádoucí vlastností ideálního kardioprotektiva je tedy minimalizovat možné interference 

s terapeutickým působením antracyklinů (Hasinoff a kol, 1995). Cílem této práce je proto 

zjistit, jak antiproliferační účinnost antracyklinů ovlivňují nové katalytické inhibitory 

TOP2. 

Pro kombinační studie inhibitorů a zástupce antracyklinových antibiotik jsme nejdřív 

museli stanovit IC50 jednotlivých látek. Tyto pokusy byly vyhodnoceny po 72 hodinovém 

působení látek v různých koncentracích pomocí MTT testu a následným vypočítáním 

pomocí softwaru CalcuSyn. 

Látka IC50 

DAU 19 nM 

XK-469 24,39 μM 

BNS-22 0,49 μM 

NB 197,5 μM 

MER 19,48 μM 

JM-73 130,72 μM 

JM-85 166,83 μM 

 

 

Tab. č. 1 Hodnoty IC50 jednotlivých látek  



57 
 

Z výše uvedené tabulky je patrné, že DAU, jako zástupce antracyklinových antibiotik 

má mnohem silnější antiproliferační aktivitu, jelikož na inhibici 50 % buněk byla 

zapotřebí téměř 1000x menší koncentrace než u ostatních zkoumaných látek. 

 

Aby bylo možné určit míru ovlivnění antiproliferační účinnosti antracyklinů 

katalytickými inhibitory TOP2, bylo třeba stanovit hodnoty kombinačních indexů, což je 

hodnota určující stupeň interakce dvou a více látek. Pokud je tato hodnota blízká 1, 

výsledný účinek je aditivní. Pokud je hodnota menší než 1, jedná se o účinek synergický 

a když je CI větší než 1, jedná se o účinek antagonistický (Chou & Talalay, 1983; Chou 

& Talalay, 1984). 

Kombinace 

látek 

CI 

 1/8 IC50 

CI  

1/4 IC50 

CI  

1/2 IC50 

CI  

IC50 

CI 

 2 IC50 

CI 

 4 IC50 

DAU + 

XK-469 

1,132 1,093 1,222 0,856 0,856 1,200 

DAU + 

BNS-22 

0,918 1,475 1,489 1,315 2,038 3,245 

DAU + NB 0,823 1,645 1,580 1,249 1,562 1,484 

 

Tab. č. 2 Hodnoty kombinačních indexů 

Z výsledků kombinačních indexů vyplívá, že látka XK-469 vykazuje v kombinaci 

s DAU většinou aditivní, či lehce synergický účinek. U zbylých dvou látek je mírná 

synergie patrná u nejnižších koncentrací, která se však s jejich růstem mění 

v antagonistické působení. U těchto dvou látek by se proto potvrdila obava o snížení 

protinádorové účinnosti antracyklinů katalytickými inhibitory TOP2.  
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Kromě stanovení hodnot kombinačních indexů jsme s dostupnými inhibitory určovali 

míru ovlivnění protinádorové aktivity při použití DAU v koncentraci odpovídající jeho 

IC50 v kombinaci s rostoucí koncentrací jednotlivých inhibitorů TOP2. Z výsledků lze 

přehledně vyhodnotit průběžnou změnu proliferace pro jednotlivé koncentrace. 

Koncentrace látek jsme volili v co nejširším spektru, kterého je možno dosáhnout 

s ohledem na chemicko-fyzikální vlastnosti jednotlivých látek a na extrapolaci daných 

výsledků do klinické praxe.  

Pro nově vytvořená analoga inhibitoru XK-469, tedy látky JM-73, JM-85, JM-107, 

JM108, JM-109 a JM-110 byla stanovena horní koncentrační hranice 600μmol/l 

s ohledem na množství daných látek, které jsme měli k dispozici a na jejich rozpouštěcích 

schopnostech, které se u látky JM-108 ukázaly jako nedostatečné a maximální 

koncentrace byla tudíž snížena na 300 μmol/l. 

U látky XK-469 byla stanovena horní koncentrační hranice jako 300 μmol/l. Přesto 

že se může tato hodnota zdát jako vysoká, bylo prokázáno, že lze takto vysokých 

plazmatických koncentrací v klinických studií dosáhnout (Alousi a kol., 2007; Undevia 

a kol., 2008). Nízké koncentrace nebyly u tohoto inhibitoru do experimentů zařazeny 

z důvodu jejich nereprodukovatelnosti.  

Přesto, že řada testovaných inhibitorů nedostála své potencionální antiproliferační 

schopnosti, u jiných byla tato jejich schopnost statisticky prokázána. Toto pozitivní 

zjištění se vztahuje zejména na NB, MER, XK-469 a BNS-22, které svoji cytotoxickou 

aktivitu stupňují průběžně se vzrůstající koncentrací a působí sami, i v kombinaci s DAU, 

jakožto zástupcem antracyklinových antibiotik. U ostatních látek byla zvýšená 

antiproliferační schopnost podmíněna vyššími koncentracemi. 

Naše zjištění se shoduje i s výzkumem (Vavrova & kol.,2013), kde byla rovněž 

potvrzena antiproliferační schopnost katalytických inhibitorů TOP2, například i námi 

zkoumaného MER, v kombinaci s DAU a kde byl také ve většině případů účinek aditivní, 

nebo synergický. V této studii byla také zkoumána antiproliferační účinnost 

s preinkubovanými buňkami HL-60 pomocí DEX po dobu 3-6 hodin, kdy nebyly oproti 

koinkubačním pokusům zjištěny signifikantní antiproliferační rozdíly a synergická 

schopnost zůstala zachována. 
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Cíl této práce rovněž mířil na nově syntetizované inhibitory TOP2 vyrobené na 

katedře organické a bioorganické chemie Farmaceutické fakulty UK, u kterých se 

antiproliferační schopnost ukázala samostatně jen u látek JM-73 a JM-85, které se od 

původní látky XK-469 liší pouze v absenci atomu chloru v případě látky JM-73, dále i v 

absenci třetího uhlíku od karboxylové skupiny v případě látky JM-85. U obou látek byla 

antiproliferační schopnost rovněž podmíněna vyššími koncentracemi. V kombinaci 

s DAU se zřetelně projevila i účinnost látky JM-109, která se od původní látky liší 

v absenci celého jednoho aromatického jádra substituovaného chlorem a v absenci třetího 

uhlíku od karboxylové skupiny. Látka byla schopna své aktivity již od minimální 

koncentrace a současně vykazovala v kombinaci s DAU výrazněji klesající trend viability 

buněk oproti působení látky samotné. 

Další nově syntetizované látky JM-108 a JM-110, lišící se od XK-469 pouze 

substitucí amidové skupiny za atom chloru na aromatickém jádře v případě JM-108 

a absencí jednoho aromatického jádra substituovaného chlorem u JM-110 vykazovaly 

pouze jednorázové snížení buněčné viability, ale s rostoucí koncentrací se antiproliferační 

schopnost silněji neprojevovala. U látky JM-108 nedocházelo naopak s rostoucí 

koncentrací ani k signifikantní změně oproti účinku samotného DAU. 

Překvapivým zjištěním dopadl i pokus s látkou JM-107, která se od původní látky liší 

navázáním amidové skupiny spolu s absencí třetího uhlíku od karboxylové kyseliny 

a která v průběhu zvyšování koncentrace svoji cytotoxickou schopnost ztrácela. 

Tato práce je součástí rozsáhlejšího výzkumu zaměřujícího se na kardiotoxicitu 

antracyklinových antibiotik, hledání možných řešení na poli nových kardioprotektivních 

látek a jejich potenciální syntézou. Součástí této problematiky je i výzkum zaměřený na 

ovlivňování antiproliferační aktivity antracyklinů těmito látkami, což bylo předmětem 

této práce.  
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7. Závěr 
 

U látek DAU, NB, BNS-22, XK-469, MER, JM-73, JM-85 a SUR bylo zjištěno 

statisticky významné a dávkově závislé snížení proliferace buněčné linie HL-60 vůči 

kontrolnímu vzorku. 

U látky XK-469 byla prokázána mírně aditivní a synergická schopnost v kombinaci 

s DAU v podílech koncentrací odpovídající jejich IC50.  

V kombinačních pokusech při použití statické koncentrace DAU a rostoucí 

koncentrace látek NB, BNS-22, XK-469, MER, SUR, JM-73, JM-85, JM-109 jsme 

prokázali statisticky významné a dávkově závislé snížení proliferace buněčné linie HL-

60 vůči kontrolnímu vzorku statického DAU bez přídavku jiné látky. Toto tvrzení se 

nepotvrdilo u látky JM-107, která vykazovala průběžné snižování antiproliferační 

schopnosti a u látek JM-108 a JM-110, u kterých bylo zaznamenáno pouze jednorázové 

statisticky významné zvýšení antiproliferační schopnosti. 

Naše poznatky se ve většině případů neshodují s všeobecně panujícími obavami 

z negativního ovlivnění cytostatické účinnosti antracyklinových antibiotik katalytickými 

inhibitory TOP2, jelikož ve většině případů inhibitory jejich cytostatickou schopnost 

alespoň v určitém koncentračním rozmezí zvyšují. To může mít pozitivní vliv na snížení 

kardiotoxických nežádoucích účinků plynoucích z jejich zvýšené koncentrace v aktuálně 

používaných lécích.  
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8. Seznam zkratek 
 

ALL   akutní lymfoblastická leukémie 

AML-MRC akutní myeloidní leukémie spojená s myelodysplastickými 

změnami 

ATP   adenosintrifosfát 

CI    kombinační index 

CNS   centrální nervový systém 

DAU   daunorubicin 

DEX   dexrazoxan 

DMSO   dimethylsulfoxid 

DNA   deoxyribonukleová kyselina 

DOX   doxorubicin 

EDTA   ethylendiaminotetraoctová kyselina 

EGF   epidermální růstový faktor 

EPI   epirubicin 

FBS   fetální bovinní sérum 

HCL   kyselina chlorovodíková 

IC50   50% inhibiční koncentrace 

IGF-I   inzulinu podobný růstový faktor 1 

MER   merbaron 

MPEG   methoxypolyethylenglykol 

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium 

bromid 

NADPH   nikotinamidadenindinukleotidfosfát 
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NB    novobiocin 

NCI   National Cancer Institute 

NÚ    nežádoucí účinky 

PBS   Phosphate Buffered Saline 

PDGF   růstový faktor destiček 

PGC   receptor gama aktivátoru 

RNA   ribonukleová kyselina 

ROS   Reactive Oxygen Species 

RPMI   Roswell Park Memorial Institute medium 

SUR   suramin 

TFIIIA   transkripční faktor III-A 

TGF-β   transformující růstový faktor β 

TOP   topoisomerasa    

VEGF   vaskulární endotelový růstový faktor  
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