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Abstrakt
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K farmakoterapii nddorovych onemocnény lze pouzit Sirokou paletu 1é¢iv riznych
skupin. Jednou z nich jsou antracyklinova antibiotika, ktera se vyuzivaji v chemoterapii
od 2. poloviny 20. stoleti. V souvislosti s jejich pouzivanim vSak panuji obavy
z poskozeni myokardu pro jejich kardiotoxické uc€inky. Jedinou kardioprotektivni latkou,
ktera dosud plni tuto funkci je dexrazoxan (DEX), u které¢ho se predpokladalo, ze jeho
mechanismus uc¢inku spociva v chelataci iontd Zeleza, ale v posledni dobé se pozornost
pfesouva spise k jeho i¢inkiim na topoisomerasu II (TOP2), kter4d by mohla byt klicovym

prvkem rozvoje antracyklinové kardiotoxicity.

DEX je v8ak spojovan i s negativnimi ucinky z divodu mozného vzniku akutni
lymfoblastické leukémie (ALL), nebo myelodysplastického syndromu. Cilem této prace
je tak posouzeni vlivu dalsich latek ze skupiny inhibitort TOP2 — novobiocinu (NB),
merbaronu (MER), BNS-22, suraminu (SUR) a téz latky XK-469, k niZ byla studovana
série analog pro moznost studia vztaht struktury a G¢inku v kombinaci s buné¢nou linii
HL-60 a daunorubicinu (DAU), jako zastupce antracyklini. Cilem prace bylo posouzeni,
zdali latky nekompromituji jeho protinddorovou aktivitu, poptipad¢, jestli latky naopak

nebudou vykazovat synergicky ucinek.

U studovanych latek byla hodnocena jejich vlastni antiprolifera¢ni ucinnost
a jejich vliv na uc¢innost DAU v koncentraci odpovidajici jeho ICso. U nékterych latek
pak byly provedeny experimenty ke zhodnoceni vzajemného ovlivnéni antiproliferaéniho
ucinku. Ke stanoveni viability byla vyuzita metoda MTT zaloZena na barevné zméné
zaznamenavané spektrofotometrem, ke které dochazi pomoci NADPH-dependentni
oxidoreduktazy. Z naSich vysledkl vyplyva, Ze u vétSiny zkoumanych latek nedochazi ke
sniZzeni antiproliferani U¢innosti antracyklinovych antibiotik a u¢inek je bud’ aditivni,

nebo synergicky.
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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 ICso.
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. Uvod

Tato prace je soucasti projektu 18-08169S Grantové agentury Ceské 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 novych inhibitort topoisomerasy II pro
prevenci antracyklinové kardiotoxicity*

Cilem této prace je zjistit, zdali a pfipadné v jaké mife ovliviiuji stavajici i nové
syntetizované inhibitory topoisomerasy II antiproliferacni ucinnost antracyklinovych

antibiotik in vitro na bunééné linii HL-60, odvozené od lidské promyelocytarni leukémie.



2. Soucasny stav reSené problematiky

2.1 Topoisomerasy

TOP jsou skupinou jadernych enzymii, které jsou nezbytné pro bunécné déleni
(Austin & Marsh, 1998) a déli se na 2 typy — TOP1 a TOP2. Hlavni funkci obou typt je
rozpleteni struktury DNA roz$tépenim a opétovnym uzavienim jednoho, ¢i obou vldken
najednou, ¢imz dojde kuvolnéni napéti v nadSroubovicovém vinuti (supercoiling)
a prodlouzeni molekuly DNA. Regulace molekuly DNA je nezbytnd pro proces
transkripce, replikace, chromozomalni kondenzaci a segregaci, kde musi byt DNA helix
rozvinuty kvuli enzymatickym procesim. TOP1 v pribéhu svého katalytického cyklu
docasné prerusi jedno vlakno DNA, zajisti prichod neporuseného vldkna timto zlomem
avlakno opét spoji. Takto odviji dvouSroubovici o jeden zavit. TOPl miZeme
z funk¢niho hlediska dale rozdélit na subtypy TOP1A a TOP1B s odliSnymi specifickymi
vlastnostmi (Zhang a kol., 2001). TOP2 na rozdil od typu I pferuSuje obé vlakna
dvousroubovice DNA najednou a umozinuje prichod celé molekule DNA. Rozpojené

misto nasledn¢ uzavie za sou€asné hydrolyzy dvou molekul ATP.

2.1.1 Topoisomerasa II

TOP2 je vysoce konzervovany eukaryoticky enzym, ktery kromé jiného
odstraniuje takzvané katenace. Ty vznikaji biochemickym procesem, ktery je katalyzovan
TOPI1. Vzajemnym provlékanim nékolika dvoufetézcovych kruznicovych sesterskych
molekul DNA vzniké v disledku jejich replikace fetézcova struktura, takzvany katenat.
ProtoZze v disledku katenace dochéazi k fyzickému spojeni sesterskych molekul DNA,
musi byt nasledné odstranény, aby mohlo v profazi dojit ke kondenzaci chromozomu
a v anafazi k jejich segregaci. Bez spravné funkce TOP2 by oddéleni sesterskych molekul
DNA nebylo moZzné a buiiky by tak nebyly schopné pfejit z metafdze do anafaze (Clarke
a kol., 2006). TOP2 je z tohoto diivodu ucinny cil protinadorovych 1é¢iv (Marinello
a kol., 2018).

Molekula TOP2 je tvofena kulovitym jadrem, které je pomoci flexibilnich linkert
spojeno se dvéma N-termindlnimi doménami, kde dochazi k navdzani ATP a C-
terminalni ¢asti enzymu. Katalyticky cyklus tohoto enzymu je zahdjen navazanim

enzymu na dva segmenty dvousSroubovic DNA, oznacené jako G-segment (na Obr. 1
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oznacen ¢ervenou dvousroubovici) a T-segmentem (oznacen zelenou dvousroubovici).
Dal8im krokem je navézani dvou molekul ATP na N-termindlni domény, coz vede k
dimerizaci obou domén. G-segment se ve tietim kroku rozstépi a 5" konce DNA jsou
kovalentn¢ navazany na tyrozinové zbytky TOP. T-segment je nasledné transportovan
skrz zlom do G-segmentu, coz je doprovazeno hydrolyzou jedné molekuly ATP (Nitiss,

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

G-segment nasledné sestoupi ke spodni Casti jadra za doprovodu hydrolyzy
zbyvajici molekuly ATP. Béhem disociace dvou ADP molekul je T-segment
transportovan skrz otvor v C-termindlni ¢asti enzymu, nasledovany uzavienim této brany.
Nakonec dojde ke znovuotevieni N-terminalni ATP-4zové domény, kterda umozni
enzymu odlouceni od G-segmentu (Wendorff akol.,, 2012; Larsen akol., 2003,
Schoeffler, 2008).

TOP2 existuje také ve dvou subtypech, TOP2A a TOP2B, které¢ jsou kdédovany
geny nachazejicimi se na odliSnych chromozomech a také mitochondridlni TOP2, ktera
je odvozena od TOP2B. TOP2A a TOP2B jsou homodimerni proteiny, skladajici se ze
dvou identickych polypeptidl o velikosti 170 kDA, respektive 180 kDa (Yan a kol., 2009;
Pommier a kol. 2010).

aclarubicin
suramin

®\r— ICRF-187

etoposide merbarone

doxorubicin
- mitoxantrone \
g S e

Obr. 1.1 Katalyticky cyklus TOP2 s vyznac¢enymi misty uc¢inku riznych latek (Larsen a kol.,
2003)
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2.2 Topoisomerasové jedy a inhibitory

TOP jedy piimo stabilizuji kovalentné vézany komplex TOP2-DNA, ¢imz se
zastavi proces replikace, nebo transkripce bunky. Zaroven tim vSak dochazi
k nendvratnému posSkozeni DNA a buiika tak pfechézi do apoptotického stavu, ¢imz se
zastavi proces proliferace (Andoh, 1998). Do skupiny TOP jedi patii zejména
antracyklinova antibiotika a derivaty podofylotoxinu. Latky, které TOP2 inhibuji v jiné
casti katalytického cyklu ve chvili, kdy neni kovalentné vdzana na DNA se nazyvaji
topoisomerasové inhibitory. Ty s TOP2 interaguji riznymi mechanismy, ale primarné
nezpusobuji poskozeni DNA (Nitiss, 2009; Zdraljevic, 2017; Vavrova a kol. 2013). I
kdyz se nézory na zafazeni jednotlivych latek mezi topoisomerasové jedy a inhibitory,
stejné jako definice jedl a inhibitort samotnych, ¢i metod pro jejich prikaz misty rizni,
tak mezi zastupce katalytickych inhibitort TOP2 mtzeme zatfadit MER, DEX, NB, BNS-
22 a dalsi (Liang a kol., 2019).

2.2.1 Antracyklinova antibiotika

Antracykliny lze charakterizovat jako velice vyznamna a ti¢inné protinadorova
antibiotika ziskana z bakterii rodu Streptomyces se Sirokym spektrem vyuziti zejména pfi
1é¢bé hematologickych onemocnéni a solidnich nadort (Volkova & Russell 2011;
Mediately, 2020). Jejich vyuziti je vSak limitovano jejich kardiotoxicitou.
Kardiomyocyty exprimuji pouze TOP2B, nikoliv TOP2A. Antracykliny stabilizuji zlomy
ve dvousroubovici DNA zptsobené TOP2B, coz vede je jejimu rozruSeni a tim k aktivaci
proteinu p53 nasledovanou bunécnou smrti kardiomyocyty. Navic vazba antracyklini na
TOP2B blokuje promotory dvou transkripénich koaktivatori mitochondridlni biogeneze
PGC-la a PGC-1B, které reguluji geny podilejici se na energetickém metabolismu.
Blokovani téchto promotorit vede ke sniZeni transkripce enzymii dulezitych
v antioxidacnich procesech a mitochondrialniho elektronového transportniho fetézce, coz
vede ke zvySeni hladiny reaktivnich forem kysliku (ROS) a tim i srde¢nimu poskozeni
(Yeh akol., 2019). Kromé kardiotoxicity se objevuji nezadouci U¢inky v poruchich
krvetvorby (anemie, trombocytopenie, nebo leukocytopenie), vomitus, nauzea, zacpa,
dysfagie, anafylakticka reakce, nebo zvyseni jaternich enzymut (Marty a kol., 2006).

Mezi antracyklinova antibiotika se fadi DAU, DOX, epirubicin (EPI), a idarubicin
(IDA) (Simtnek a kol., 2009).
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Kardiotoxicita antracyklint

Kardiotoxicita indukovand chemoterapeutiky muize byt dle Ucinku I€ku na
kardiomyocyty charakterizovana jako typ 1 atyp 2. Kardiotoxicita 1. typu je
proces je nevratny. Kardiotoxicita 2. typu je naopak zpiisobena kardiomyocytarni

dysfunkci, a proto mize byt reverzibilni (Volkova & Russell, 2011).

In vivo zpusobuji antracyklinova antibiotika selektivni inhibici exprese gent pro
troponin, a-actin, lehky myozinovy fetézec typu 2 a M-isoformu kreatinkindzy. Touto
inhibici se vysvétluje poskozeni a ztrita myofibril, ktera mize vést ke vzniku
kardiomyopatie. DalSim zkoumanym azndmym mechanismem vzniku poskozeni
srdec¢niho svalu je ptsobeni radikalt a kalciové pretizeni buniky. Bylo prokazano, ze DOX
muze aktivovat nékteré typy kalciovych kandli v sarkoplasmatickém retikulu s
naslednym influxem kalcia do buiiky. Za hlavni kardiotoxicky mechanismus se ale
povazuje ucinek volnych kyslikovych radikdli uvoliiovanych pfi nitrobunéénych
reakcich antracyklind. Protoze myokardidlni tkan je chudd na antioxidacni enzymy
(superoxid dismutdza, glutathion reduktaza), projevi se zde toxicky uc€inek antracyklini
nejvice. Kyslikové radikdly vznikaji jednak redukci chinolonového kruhu na
semichinolonovy radikal, jednak tvorbou komplexu antracyklinii se Zelezem. Volné
kyslikové radikaly narusuji intracelularni struktury, vedou k peroxidaci lipida, zvysené
propustnosti bunééné membrany pro kalcium (tedy jiz druhy mechanismus ovliviujici
intracelularni hladinu vapniku), k poruse ATP-pumpy a ovliviiuji tak kontraktilitu

svalovych elementt (Mitry & Edwards, 2016; Renu a kol., 2018; Kotamraju a kol., 2002).

Nyni je téZ intenzivné€ studovana role prozanétlivych cytokini, pfedev§im pak
tumor nekrotizujiciho faktoru o a interleukinu-2, které maji své receptory na
kardiomyocytech. DOX zvysuje jejich hladinu uvolnénim téchto piisobkil z makrofagt
a vlastniho tumoru. Hladiny uvolnénych cytokinl se pak li§i v zavislosti na typu tumoru
a jeho citlivosti vii¢i antracyklinlim. Variabilita v mnozZstvi uvolnénych faktort pak miize
byt jednou z pficin, pro¢ u nékterych pacienti dojde ke vzniku kardiotoxicity jiz pii
davkach menSich neZz kumulativnich, kdezto u jinych pacientii dojde k poSkozeni

srde¢niho svalu pii mnohem vyssich davkach (Poprach a kol, 2008).
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e Daunorubicin

DAU je antracyklinové protinadorové antibiotikum, které je v Evropské unii
vyuzivano k intravendézni 1écbé dospélych snové diagnostikovanou akutni
myeloidni leukémii souvisejici s 1écbou (t-AML), nebo AML se zménami
souvisejicimi s myelodysplazii (AML-MRC) pod obchodnim nazvem Vyxeos
lipozomalni, kde tvofi G¢innou slozku spolu s latkou cytarabinem v poméru 1:5,
ktery zarucuje maximalni synergistickou protinadorovou aktivitu u AML in vitro
1in vivo. Mezi jeho funk¢éni mechanismy patii antimitotickd a cytotoxicka aktivita,
kterd je dosazena tvorbou komplexti s DNA, inhibici aktivity TOP2, inhibici
aktivity DNA polymerazy, ovlivnénim genové exprese a produkci ROS
postihujici DNA. Mezi nejéastéjsi nezadouci uéinky (NU) patii hypersenzitivita,
kardiotoxicita a krvaceni (Mediately, 2020; Al-Aamry a kol., 2019; Ewer & Ewer,
2010). Limitujicim faktorem v pouzivani DAU je ptedevsim jeho uzké indikaéni
spektrum, a tak byvaji v posledni dobé upfednostiiovany latky DOX, nebo IDA,

které maji i §irsi spektrum indikaci (Stérba a kol., 2011).

e Doxorubicin

DOX je jednim z nejpouzivanéjsich protinddorovych 1é¢iv v Evropské unii pro
1écbu ALL, AML, chronické leukémie, Hodgkinovskych a non-Hongkinovskych
lymfomt, mnohocetného myelomu, osteosarkomu a mnoha dalSich pod riznymi
obchodnimi znackami a v riznych formach, které vSak vzdy obsahuji 1éCivou
formu doxorubicin hydrochlorid. Nejcastéji se pouziva intraven6zni podani, ale
v urcitych situacich je mozné 1 podani intravezikdlni, ¢i intraarteridlni. Mezi
funkéni mechanismy cytocidniho Gc¢inku patii interakce mezi DOX a TOP2 za
tvorby DNA-stépitelnych komplext. Dal$im mechanismem je interkalace DOX
mezi nukleotidové pary ajeho vazba na lipidy bunééné membrany. Interakce
inhibuje replikaci nukleotidii a pisobeni DNA a RNA polymerdz (Mitry &
Edwards, 2016; Mediately, 2020; Lucas, 2019; Cappetta, 2018).
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Stejné jako DAU nese i DOX rizika ve spojeni s kardiotoxicitou. Toto riziko
stoupd pii souasném uzivani dalSich kardiotoxickych 1éku, napf. trastuzumabu,
pii kardiovaskuldrnim onemocnéni, nebo pti véku nad 70 let. Pacientim by proto
meély byt peclivé monitorovany srdecni funkce. Vyhodou DOX je dostupnost
zvlastnich forem piipravkd, které omezuji nezddouci ucinky, jako je pegylovany
lipozoméalni DOX, ktery je enkapsulovany v lipozomech s povrchové vazanym
methoxypolyethylenglykolem (MPEG). Tento proces je zndm jako pegylace
a diky schopnosti branit se detekci monocyto-fagocytarniho systému prodluzuji

dobu cirkulace v krevnim ob&hu (Binaschi a kol., 2001).

Mezi nejéastéjsi NU patii infekce, sepse, pancytopenie, méstnavé srdeéni
selhani, konjunktivitida, prijem, zvraceni a nauzea (Mediately, 2020). DOX
jetaké spojen se vzacnymi pfipady zjevného akutniho poskozeni jater
doprovazeného zloutenkou, které mize byt zdvazné a dokonce fatalni (LiverTox,

2018).

e Epirubicin

EPI je 1¢k urceny k 1é€bé karcinomu prsu, karcinomu zaludku, karcinomu
mocového méchyte a k profylaxi recidivy povrchového nadoru mocového
od kterého se v amino-cukerné vazb¢ liSi epimerizaci hydroxylové skupiny na
uhliku Cj. I takto minimalni modifikaci je pfisuzovano sniZeni kardiotoxicity EPI,
jelikoz usnadnuje jeho glukuronidaci a tim i vylucovani ledvinami dfive, nez jeho
hladina v srdci dosahne toxickych hodnot. Dalsi charakteristikou EPI je niZsi
hladina jeho alkoholovych metaboliti v myokardu, coZz miize napomahat nizsi
kardiotoxicité antracyklinli (Minotti a kol, 2000). Mechanismus G¢inku souvisi
s jeho schopnosti vazat se na DNA, kdy po rychlé bunééné penetraci zpiisobi
inhibici syntézy nukleovych kyselin a mitdzy. Obvykle se podava pii monoterapii
v davee 60-90 mg/m?, intravendzné. Pii 1é¢bé karcinomu prsu se pouziva v ddvce

az do 120 mg/m? v kombinaci s cyklofosfamidem a 5-fluorouracilem.

Mezi nejéastéjsi NU patii pancytopenie, infekce, konjunktivitida, keratitida,

nauzea, zvraceni a alopecie (Mediately, 2020; LiverTox, 2018).
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e Idarubicin

IDA je 4-demethoxy derivat DAU, ktery je v soucasné dob¢ uzivan k terapii
akutni myeloidni leukémie, k navozeni remise u neléCenych pacienti, k navozeni
remise u pacientil s relapsem, nebo k 1écbé¢ druhé linie relabujici ALL. Jeho
indikace je omezena na pouziti v kombinaci s jinymi antineopalstickymi latkami,
zejména cytarabinem. Je obvykle podavan intravenézné v davce 8-12 mg/m?>.

Dévka je upravovana na zakladé rendlnich a jaternich funkci.

Jeho mechanismus uc¢inku spociva v interakci s TOP2 a ma inhibi¢ni ucinky
na syntézu nukleovych kyselin. Diky jeho modifikaci ve struktufe antracyklint ve
4. pozici ma ve srovnani s DOX a DAU vyssi lipofilitu s naslednym zlepSenym
prinikem do bunék. U mysi byl prokazan jeho zvySeny ucinek oproti DAU
a studie kardiotoxicity ukazaly lepsi terapeuticky index nez u DAU i DOX.
(Mediately, 2020; LiverTox, 2018).

OH
O OH (0} O OH 5

daunorubicin doxorubicin

epirubicin

idarubicin

Obr. 1.2.1 Chemicka struktura DAU, DOX, EPI a IDA
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2.2.2 Derivaty podofylotoxinu

Podofylotoxin je jednou z G¢innych latek obsazenych v podofylinu, extraktu
z Noholistu Stitnatého (Podophyllum peltatum) aje sdm o sob¢ inhibitorem
mitotického dé€leni. Dfive slouzil jako lokalni cytostatikum u nékterych koznich
nadort, ale dnes se pouziva k lokalni 1é¢bé papilomavirt. Mezi hlavni zastupce latek
odvozenych od 4’-demethyl-9-epi-dopofylotoxinu patii etoposid a teniposid. (Hartl
a kol., 2006; Tanabe a kol., 1991)

e Etoposid

Mezi u¢inné polosyntetické derivaty podofylotoxinu patii etoposid. Plisobi
v pozdni S a ¢asné G2 fazi bunécného cyklu saveéich bunék a dle uzité koncentrace
pusobi dvéma cestami. Pfi vysokych koncentracich (10 pg/ml avice) lze
pozorovat lyzu bunék vstupujicich do mitézy. V nizkych koncentracich (0,3-10
pg/ml) zabranuji buinkdm ve vstupu do profaze. Hlavnim makromolekularnim
uc¢inkem etoposidu je pravdépodobné ruptura dvousroubovice interakci s DNA
a TOP2, nebo vytvorenim ROS. Jeho spektrum protinadorové ucinnosti je Siroké,
indukuje se ale zejména u akutni myeloidni leukémie, testikularnich nadort,
karcinomu vajecnikti, gestacni trofoblastické neoplazii, malignich lymfomt
a bronchogenniho karcinomu v kombinaci s dalSimi schvalenymi
chemoterapeutiky. Doporucend davka etoposidu u dospélych pacientii je 50-100

mg/m?/den.

Mezi nejcastéjsi NU spojené s uzivanim etoposidu patii utlum kostni diené,

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

e Teniposid

Tenoposid je silné, Sirokospektralni protinadorové 1é¢ivo, uzivané zejména
pro nadory mozku. Kviili $patné rozpustnosti je vSak jeho pouziti omezeno. Nové
byl vyvinut systém pro dodavani 1é¢iv pomoci nanosuspenzi pro infuzni podani.
Suspenze se pfipravuji metodou antirozpoustédlové sonikace a sraZeni (He a kol.,
2015). Nezadoucimi u¢inky mohou byt myelosuprese, alopecie, gastrointestinalni

obtize nebo hypersenzitivita (Cardona a kol., 2010).
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223

etoposid teniposid

Obr. 1.2.2 Chemicka struktura etoposidu a teniposidu

Katalytické inhibitory

e Dexrazoxan

DEX, oznafovan kodem ICRF-187, je pravotoCivy enantiomer razoxanu
(ICRF 159). Ob¢ latky patii do skupiny bis-dioxopiperazini. Bisdioxopiperaziny
jsou obecné fazeny mezi inhibitory TOP2 (Hellmann & Rhomberg, 2010).
Prestoze tada latek ze skupiny bisdioxopiperazint, flavonoidu, antioxidantd, nebo
chelatort zeleza prosla preklinickymi testy, je DEX jedinym registrovanym
kardioprotektivem a jeho ucinek je prokazany mnoha klinickymi studiemi

(Sawyer a kol., 2010).

dexrazoxan

Obr.1.2.3.1 — Chemicka struktura DEX
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DEX byl spolu s razoxanem objeven v 60. letech 20. stoleti Svycarskou
farmaceutickou firmou JR Geigy AG (dnesni NOVARTIS). Obé latky byly
zkoumany pro svou antiproliferacni uc¢innost, ale pozdé¢ji byly u DEX popsany
jiné chemické vlastnosti a jiné spektrum ucinka. Koncem 70. let byla objevena
jeho schopnost chranit pred toxicitou antracyklini. (Hellmann & Rhomberg,

2010).

Ve vodnych roztocich o fyziologické teplot¢ apH dochdzi u DEX
k hydrolyze dioxopiperazinovych kruhii s polocasem rozpadu 9,3 h (Hasinoff,
1994). Tato reakce vede ke vzniku meziproduktii s jen jednim otevienym kruhem,
ktery je pak dale hydrolyzovan na kone¢ny produkt — diamid EDTA (ADR-925).
Bylo zji§téno, ze ionty Fe** zvysuji hydrolyzu DEX, zatimco ionty Fe?* jsou jen
castecn¢ efektivni v podpofe hydrolyzy jednokruhovych hydrolytickych
meziprodukti na ADR-925. K vyznamnému posileni finalni hydrolyzace na
ADR-925 dochazi také pfi fyziologickych koncentracich Mg?*, Ca**, Mn**, Cu?*
a Zn>" (Hasinoff, 1998).

e Merbaron

MER je nesedativni derivat kyseliny thiobarbiturové, ktery plisobi inhibici
Stépeni DNA, tedy interaguje s komplexem TOP2-DNA ve fazi Stépeni
katalytického procesu DNA a tim zabraiiuje riistu tumort. Jeho protinddorova
aktivita byla prokazana na n€kolika mySich nadorovych bunéénych liniich véetné
bunék leukémie L1210, sarkomu M5075 a melanomu B16 (Malik a kol, 1997;
Tripathi a kol., 2019). Vzhledem k jeho ptibuznosti s barbituraty se pii jeho
pouzivani mohou objevovat souvisejici nezddouci Gcinky spojené s nefrotoxicitou
(Malik akol., 1997; Larsen a kol., 2003). Ve druhé fazi klinickych testd se
prokézalo, Ze nefrotoxické uc¢inky MER plynou zjeho farmakokinetickych
vlastnosti a nemaji co do¢inéni s katalytickou inhibici TOP2. MER byl uznéan za
katalyticky inhibitor TOP2, ktery pravdépodobné sdili interakéni doménu
s etoposidem (Fortune & Osherhoff, 1998). Tato mySlenka pozdé¢ji vedla
k identifikaci vazebného mista MER na TOP2 (Baviskar a kol., 2015).
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e Novobiocin

Aminokumarinova antibiotika jako je NB inhibuji bakteridlni gyrazu B
a savCci TOP2 blokovéanim vazebného mista ATP, ¢imz inhibuje jeji katalyticky
cyklus (Gormley a kol., 1996). Krom¢ ucinku na topoisomerasu je NB schopen
inhibovat vazbu transkripéniho faktoru IIIA na gen 5S RNA a disociovat
vytvofeny komplex TFIIIA-DNA a TFIIIA-RNA (Fiser-Littell & Hanas, 1987).
Tento efekt muze byt zalozen na schopnosti NB indukovat agregaci
transkripéniho faktoru IIIA a je také u¢inny inhibitor arginin-specifické mono-

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

NB je také schopen potencovat Ucinek etoposidu a teniposidu v n€kolika
latky jako takové, ale v blokaci odtoku etoposidu a teniposidu ze tkéni, coz vede
ke zvySeni intracelularni koncentrace latek a s tim spojenou tvorbou kovalentnich
komplexi DNA topoisomerasy (Rappa akol., 1993). NB se mize bezpecné
podavat peroralné¢ v davce 4 g/den po dobu jednoho tydne, ¢imz se udrzi

plazmaticka koncentrace na alespont 100uM (Kennedy a kol., 1995).

e XK-469

XK-469 (2-[4-[(7-chloro-2-quinoxalinyl)oxy]phenoxy]-propanoic acid) je
zastupce benzopyrazinové skupiny protinadorovych latek ptibuznych se skupinou
fenoxy-herbicidl. Jeho pfedchliidce XB-947 byl vyvinut diky zjisténi, Ze ve
struktufe quizalofop-ethylu stac¢i presunout chloridovou molekulu ze Sesté pozice
na sedmou a latka tak za¢ne vykazovat protinadorovou aktivitu. Kviili jeho Spatné
rozpustnosti a nutnosti intraperitonealniho podani byla vyvinuta latka XK-469,
ktera byla rozpustnd ve vodé a vykazovala vyssi protinadorovou aktivitu (Xia

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

Institut NCI posléze potvrdil, Ze enantiomery (S-), 1 R(+) vykazuji
protinddorovou aktivitu u mysi apomoci farmakologickych studii bylo
prokazano, ze enantiomer S(-) se in vivo u mys$i, krys a pst rychle a kompletné
konvertuje na enantiomer R(-), ktery je z obou R enantiomerti méné¢ toxicky. Dalsi

vyzkum uz probihal vyhradné s enantiomerem R(-) (Lin a kol., 2002).
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Ptesny mechanismus plisobeni XK-469 neni zcela objasnén, ale porovnavaci
cytotoxicka analyza dat z buné¢éné linie NCI-60 ukazala, Ze mechanismus ucinku
je jedinecny tim, Ze nevykazuje podobnost s jakymkoli zndmym cytotoxickym

¢inidlem v databazi NCI.

Dostupné udaje naznacuji, ze XK-469 pusobi jako selektivni inhibitor
TOP2B (Gao akol.,, 2003). Jiné navrzené mechanismy zahrnuji XK-469
indukovanou inhibici ubikvitinace cyklinu B1 a posléze apoptozu diky navazani

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

Predklinické studie XK-469 prokazaly vyznamnou protinddorovou aktivitu u
fady nadorovych modeld in vitro ain vivo vcetn¢ mySich duktalnich
pankreatickych karcinomt, tlustého stfeva, prsu, prostaty amalych i

nemalobunéénych modeld rakoviny plic (Undevia a kol., 2008).

e BNS-22

BNS-22 je uméle syntetizovany derivat pfirodniho rostlinného produktu
GUT-70, ktery ma antiproliferacni ucinek proti lidskym rakovinnym bunikam.
Jeho pfesny mechanismus U¢inku neni dosud zcela prokézan, ale pomoci metody
proteomického profilovani bylo naznaceno, ze BNS-22 patii do stejn¢ho klastru
jako bisdioxopiperazonovy katalyticky inhibitor ICRF-193. Stejné jako ICRF-
193, 1 BNS-22 indukuje mitotické abnormality charakterizované poruchami
v zarovnani chromozom a jejich segregaci, ¢imz zpisobuje polyploidii v HeLa
bunikach. Pomoci priitokové cytometrie bylo zjisténo, Ze ke zminénym porucham
dochazi jiz po davce 3 uM béhem 24 hodin. Stejné vysledky byly pozorovany i u
bun¢k odvozenych od lidské promyelocytarni leukémie HL- 60. Tyto vysledky
naznacuji, ze BNS-22 cili na TOP2 a ptisobi jako jeji katalyticky inhibitor, a ne
jako jed (Kawatani a kol., 2011).

Pro lepsi transport BNS-22 do téla byly vyvinuty oralni nanonosice z oxidu
ktemiku, které by méli zlepsit stabilitu latky v kyselém prostiedi Zaludku a zlepsit
ucinnost pro lé¢bu rakoviny tlustého stfeva. Inhibice progrese nddoru u mysi
s rakovinou tlustého stfeva spojenych s kolitidou byla jiZ prokézana (Vong a kol.,

2017).
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Obr. 1.2.3 — Chemicka struktura BNS-22, MER, XK-469 a NB
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e Suramin

SUR je polysulfonovana naftylmocCovina s potencialni antineoplastickou
aktivitou. SUR blokuje vazbu riznych rastovych faktorti vcetné insulinu
podobnému rustovému faktoru I (IGF-I), epidermélnimu rastovému faktoru
(EGF), ristovému faktoru desticek (PDGF) a tumor-ristovému faktoru beta
(TGF-B) na jejich receptory, ¢imz inhibuje endotelovou bunécnou proliferaci
amigraci. Také inhibuje  vaskularni  endotelovy  rlstovy  faktor
(VEGF), angiogenezi, retrovirovou reverzni transkriptdzu, odpojeni G-proteinil
z receptort, TOP, bunécny folatovy transport a steroidogenezi, kterou zpisobuje

zakladni fibroblasticky ristovy faktor (bFGF) (NCBI-PubChem).

Kromé vySe zminénych t¢inkd je SUR uéinnym 1ékem na hemolymfatickou
formu spavé nemoci, na kterou se pouziva vice nez 90 let. Nepronikd do CNS
a nem¢él by tak byt pouzivan u pacientll ve druhé fazi spavé nemoci. Je podavan
intravenozné, kde se rozséhle vaze na plazmatické proteiny (<99%) a béhem 1écby
se akumuluje. Jeho exkrece probiha moci, nicméné je velmi pomalad a SUR tak

v téle perzistuje 1 n€kolik tydna po ukonceni lécby (McCarthy a kol., 2014).

suramin

Obr. 1.2.3.6 — Chemicka struktura SUR
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3.

Cile prace

Stanoveni antiprolifera¢ni ucinnosti DAU, NB, BNS-22, suraminu, XK-469, JM-
85, JM-73, JM-107, IM-108, JM-109 aJM-110 na bunécné linii HL-60

stanovenim hodnot ICs.

Stanoveni antiproliferacni ucinnosti u kombinaci latek vypocitanim hodnot

kombinacnich indexu.

Na zékladé nasich vysledkii pak prispét k diskusi, tykajici se mozného snizeni
antiproliferacni Uc¢innosti pfi pouziti kombinace antracyklini a katalytickych

inhibitor TOP2.
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4. Metodika

4.1 Material

4.1.1 Bunééna linie

Béhem vyzkumu byla pouzita suspenzni linie bunék HL-60 podobna lidské
promyelocytarni leukémii dodavana americkou bankou bunécnych Ilinii ATCC.
Morfologicky se jedna o lymfoblasty pochazeji z periferni krve 36 leté Zeny, obsahujici
reciprokou translokaci [rcpt(1;3)-(q21;p23)]. Pro vyzivu bun¢k bylo pouzito médium
RPMI-1640 sobsahem 2mM L-glutaminu, 10mM HEPES pufru, 1mM pyruvatu
sodného, 4500 mg/L glukozy a 1500 mg/L hydrogenuhlicitanu sodného. Pro nas pokus
bylo médium obohaceno 10 % fetdlniho bovinniho séra a 1% roztoku penicilin-

streptomycin. Buiiky byly kultivovany v inkubatoru obsahujicim 5 % CO..

4.1.2 Reagencie a chemikalie

e zakoupené reagencie
o Daunorubicin (Pfizer, Svycarsko)
o Merbaron (Sigma, Schnelldorf, Némecko)
o BNS-22 (Sigma, Schnelldorf, Némecko)
o Novobiocin (Sigma, Schnelldorf, Némecko)
o XK-469 (Sigma, Schnelldorf, Némecko)
o Suramin (Sigma, Schnelldorf, Némecko)
e reagencie pfipravené na Farmaceutické fakulté¢ UK
o JM-73
o JM-85
o JM-107
o JM-108
o JM-109
o JM-110
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e RPMI-1640 medium (Sigma, Némecko)

e trypanova modf (Sigma, Némecko)

e dimethylsulfoxid > 99,9% (DMSO) (Sigma, Schnelldorf, Némecko)

o fosfatovy pufr (PBS, Sigma, Némecko)

e fetalni bovinni sérum — tepelné inaktivované (FBS, Lonza, Ceska republika)

e smés penicilin — streptomycin (Lonza, Ceska republika)

e triton X-100 (Fluka)

e isopropanol (Sigma, Schnelldorf, Némecko)

e MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid a tetrazol)
(Sigma, Schnelldorf, Némecko)

e kyselina chlorovodikova (Penta, Praha, Ceska republika)

e ultradestilovana voda (MQ, piistroj Milli-Q RG, Millipore, Ceska republika)

CE‘:]/O\@\OJ}(DH @;NI Oo’ﬁgm
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Obr. ¢. 3.1.2 Chemicka struktura latek JM-73, IM-85, IM-107, IM-108, JM-109, IM-110
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4.1.3 Pristroje a vybaveni

e bunéCny inkubator s termostatem a regulaci koncentrace CO> Forma Scientific
COz incubator, model 311 (Forma Scientific, USA)

e invertovany epifluorescenéni mikroskop Nikon Eclipse TS 100 s objektivem
Nikon 10x/0,25 (Nikon, Japonsko)

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

e analytické vahy ScalTec SBC 22

e vodni laze Memmert WB 14 LV (Memmert, Némecko)

e box s laminarnim proudénim Aura 2000 m.a.c. s tfidou biohazardu a (BioAir,
Italie)

o deskova tiepacka Heidolph Titramax 100 (SRN)

e vortex (Thermo Fisher Scientific, Ceska republika)

e plastové sterilni kultivaéni nadoby T75 a 96-jamkové kultivacni desti¢ky s
plochym dnem (TPP, Svycarsko)

e laboratorni sklo sterilni (Thermo Fisher Scientific, Ceska republika)

e mikrozkumavky 0,5; 1,5 a 2,0 ml (Eppendorf, Némecko)

e plastové sterilni zkumavky o rtizném objemu (TPP, Svycarsko)

o pipetiky Eppendorf easypet (Eppendorf, Némecko)

e sérologické sterilni pipety 5 mla 10 ml (TPP, Svycarsko)

e automatické pipety Eppendorf research rtzného rozsahu (Eppendorf,
Némecko)

e pipety elektronické 8-kandlova e-PET BioHit 50-1200 pl a 5-100 pl (Biohit,
Finsko)

e Biirkerova komtirka (Brand, SRN)

e sterilni $pi¢ky rizného rozsahu (Eppendorf, Némecko)

e plastové sterilni 1 nesterilni vanicky
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4.2 Pracovni postupy

4.2.1 Kultivace

Pro kultivaci jsme pouzili médium RPMI 1640 s L-glutaminem, 10 % fetalniho
bovinniho séra a 1% smési penicilin-streptomycin. Buiiky jsme uchovavali v 75cm?
lahvich, uskladnénych v inkubatoru o podminkach napodobujicich ty v lidském téle, tedy
o teploté 37°C a koncentraci CO; 5%. Veskera manipulace byla provadéna ve sterilnim

laminarnim boxu a vSechny pfidavané latky byly vytemperovany na 37°C.

4.2.2 Pasaziovani

Pasazovani bun¢k jsme provadéli vzdy 4., nebo 5. den. Koncentraci bunék jsme
se snazili udrZzet kolem 1 milionu na mililitr a nasledné fedili na 100 000, nebo na 150

000 bunék na mililitr v zavislosti na rychlosti ristu bun¢k.

PasadZzovani jsme zahajovali promichanim kultiva¢ni lahve kviilli homogenizaci
suspenze a jejim naslednym odbérem 50 pl, které jsme ndsledné smisili s 50 pl 0,4%
roztokem trypanové modii, ktera obarvila mrtvé buiiky a zvyraznila tak buiiky zivé. Po
opétovné homogenizaci obarvené suspenze jsme pipetovali vzdy 10 pl na kazdou stranu
Biirkerovy komiirky. Pod mikroskopem jsme na kazdé strané¢ komirky spocitali buiiky
v péti z deviti ¢tvercli. Sectenim hodnot z obou stran komurky a naslednym vynasobenim
dvéma tisici jsme dostali pocet bunék v jednom mililitru suspenze. Do pfipravené sterilni
kultivaéni lahve jsme pfidali pfesné mnozstvi predem vytemperovaného média, do
kterého jsme nasledn¢ napipetovali objem bunétné suspenze tak, aby vysledna
koncentrace odpovidala nasim poZadavkiim a lahev uzavfeli do inkubatoru. Zbyly obsah

suspenze jsme vyuzili k pokustim.
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4.2.3 Studium antiprolifera¢nich u¢inki

4.2.3.1 Vyhodnoceni MTT testem

Buné¢nou suspenzi, ktera ndm zbyla po pasdzovani jsme si v laboratorni vanicce
nafedili na koncentraci 200 000 bun€k na mililitr a multikanalovou pipetou napipetovali
vzdy 50 pl, tedy 10000 bun€k suspenze do jamek na nasi 96 jamkové desticce.
K suspenzi jsme do stanovenych jamek ptidali pozadované mnozstvi zkoumané latky

a desticku nechali inkubovat po dobu 72 hodin pii 37°C.

Po 72 hodinové inkubaci jsme do kazdé jamky napipetovali 25 pl roztoku MTT o
koncentraci 3mg/ml, ktery jsme pfedem piipravili rozpusténim v PBS pufru a desticku

nechali dalsi 2 hodiny inkubovat.

Po uplynuti doby jsme do kazdé jamky ptidali 100 pl lyzaéniho roztoku, ktery se
skladal z isopropanolu, 0,1M 35% HCI a 5% Tritonu X 100. Ihned po napipetovani jsme
jamku umistili na ttepacku a pti cca 700 rpm jsme nechali jamku tfepat asi 30 minut.
Pipetou jsme resuspendovali shluky bunék, které se nepodaftilo rozpustit a tiepali dalSich
30 minut do Uplného rozpusténi. Po rozpusténi jsme na spektrofotometru TECAN zméftili
absorbanci pfi 570 nm a pti 690 nm, ptfi¢emZ hodnoty ziskané pii vinové délce 570 nm
jsme odecetli od hodnot ziskanych pii 690 nm. Po odecteni slepého pokusu (jamky bez

buné¢k) byla porovnévana bunécna viabilita viici kontrolni skupiné (100% viabilita).

MTT test je kolorimetricky test, ktery méti metabolickou aktivitu bunék a je
vhodny pro analyzu jejich viability, proliferace, cytotoxicity materialu. Je zaloZen na
redukci Zluté solubilni tetrazoliové soli MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
difenyltetrazolium bromid) na nerozpustny formazan, ktery je ve formé fialovych
krystalkli. Reakce probiha vlivem mitochondridlnich dehydrogenaz zivych bun¢k. Pocet

bungk je tedy indikovan mnozstvim redukovaného MTT.
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4.2.4 Zpracovani naméienych dat

Statistické¢ zpracovani dat a sestrojeni grafti jsme provedli pomoci programu
GraphPad Prism 8.0.1 for Windows. Vysledky jsme vyjadfili jako primérné hodnoty
méfeni se smérodatnymi odchylkami. Pro vypocitani statistické vyznamnosti jsme vyuzili

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

K vypocitani hodnot ICsp a kombinac¢nich indexti jsme pouzili software CalcuSyn
1.1 (Biosoft 1996). ICso je hodnota, ktera predstavuje koncentraci zkousené latky majici
za nasledek 50 % uhyn, ¢1 50 % snizeni ristu, nebo ristové rychlosti ve vztahu ke
kontrolnimu vzorku. Kombina¢ni index (CI) je kvantitativni hodnota urcujici stupen
interakce dvou a vice latek. Pokud je tato hodnota blizka 1, vysledny ucinek je aditivni.
Pokud je hodnota mensi nez 1, jedné se o ucinek synergicky a kdyz je CI vétsi nez 1,

jedna se o antagonismus (Chou & Talalay, 1983; Chou & Talalay, 1984).
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5. Vysledky
5.1 Stanoveni hodnot ICs jednotlivych latek

5.1.1 Stanoveni hodnoty ICso daunorubicinu

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomoci MTT testu. Builkky byly vystaveny
72hodinovému pusobeni DAU ve vzriistajici koncentraci. Bylo zaznamenéno davkovée
zavislé a statisticky vyznamné snizeni proliferace bunék od koncentrace 10 nmol/l.
Hodnota ICso, tj. koncentrace DAU, ktera navodila snizeni bunééné proliferace na 50 %

ve srovnani s kontrolou, byla 19,0 nmol/l. Kontrolni skupina odpovida 100 % bunécné

viability.
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Obr. 5.1.1 SniZeni proliferace bunék HL-60 po 72hodinové inkubaci s DAU
(vyhodnoceno MTT testem)

N = 8-10 experimentl
V grafu jsou uvedeny primérné hodnoty se standardni chybou. Statisticky vyznamna

zména proti kontrolni skupiné (ANOVA, p <0,05) je v grafu oznacena symbolem *.
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5.1.2 Stanoveni hodnot ICs¢ novobiocinu

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomoci MTT testu. Builkky byly vystaveny

72hodinovému ptsobeni NB ve vzrlstajici koncentraci. Bylo zaznamenano davkoveé

zavislé a statisticky vyznamné snizeni proliferace bunék od koncentrace 60 pmol/l.

Hodnota ICso, tj. koncentrace NB, kterd navodila sniZzeni bunééné proliferace na 50 % ve

srovnani s kontrolou, byla 197,5 umol/l. Kontrolni skupina odpovida 100 % bunééné

viability.
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Obr. 5.1.2 SniZeni proliferace bunék HL-60 po 72hodinové inkubaci s NB

(vyhodnoceno MTT testem)

N = 4-9 experimentli

V grafu jsou uvedeny primérné hodnoty se standardni chybou. Statisticky vyznamna

zména proti kontrolni skupiné (ANOVA, p <0,05) je v grafu oznacena symbolem *.
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5.1.3 Stanoveni hodnoty ICso BNS-22

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomoci MTT testu. Builkky byly vystaveny
72hodinovému pusobeni BNS-22 ve vzrustajici koncentraci. Bylo zaznamenano davkove
zavislé a statisticky vyznamné snizeni proliferace bun¢k od koncentrace 0,3 pmol/l.
Hodnota ICso, tj. koncentrace BNS-22, kterd navodila snizeni bunééné proliferace na 50
% ve srovnani s kontrolou, byla 0,49 umol/l. Kontrolni skupina odpovida 100 % bunééné

viability.
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Obr. 5.1.3 SniZeni proliferace bunék HL-60 po 72hodinové inkubaci s BNS-22
(vyhodnoceno MTT testem)

N = 4-7 experimentl

V grafu jsou uvedeny primérné hodnoty se standardni chybou. Statisticky vyznamna

zmeéna proti kontrolni skupiné (ANOVA, p <0,05) je v grafu oznac¢ena symbolem *.
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5.1.4 Stanoveni hodnoty ICsy XK-469

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomoci MTT testu. Buiikky byly vystaveny
72hodinovému piisobeni XK-469 ve vzristajici koncentraci. Bylo zaznamenédno davkove
zavislé a statisticky vyznamné snizeni proliferace bunék od koncentrace 6 pumol/l.
Hodnota ICso, tj. koncentrace XK-469, ktera navodila snizeni bunécné proliferace na 50
% ve srovnani s kontrolou, byla 24,39 pumol/l. Kontrolni skupina odpovida 100 %

bunécné viability.
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Obr. 5.1.4 SniZeni proliferace bunék HL-60 po 72hodinové inkubaci s XK-469
(vyhodnoceno MTT testem)

N =4 experimenty

V grafu jsou uvedeny primérné hodnoty se standardni chybou. Statisticky vyznamna

zména proti kontrolni skupiné (ANOVA, p <0,05) je v grafu oznacena symbolem *.
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5.1.5 Stanoveni hodnoty ICso merbaronu

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomoci MTT testu. Buiikky byly vystaveny
72hodinovému pusobeni MER ve vzrustajici koncentraci. Bylo zaznamenano davkové
zavislé a statisticky vyznamné sniZeni proliferace bunék od koncentrace 10 pmol/l.
Hodnota ICso, tj. koncentrace MER, ktera navodila sniZzeni bunééné proliferace na 50 %
ve srovnani s kontrolou, byla 19,48 umol/l. Kontrolni skupina odpovida 100 % bunécné

viability.
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Obr. 5.1.5 SniZeni proliferace bunék HL-60 po 72hodinové inkubaci s MER
(vyhodnoceno MTT testem)

N = 4 experimenty

V grafu jsou uvedeny primérné hodnoty se standardni chybou. Statisticky vyznamna

zména proti kontrolni skupiné (ANOVA, p <0,05) je v grafu oznacena symbolem *.
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5.1.6 Stanoveni hodnoty ICso JM-85

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomoci MTT testu. Buiikky byly vystaveny
72hodinovému plisobeni JM-85 ve vzristajici koncentraci. Bylo zaznamenéno davkové
zavislé a statisticky vyznamné snizeni proliferace bunék od koncentrace 100 pmol/l.
Hodnota ICso, tj. koncentrace JM-85, kterd navodila sniZzeni bunééné proliferace na 50 %

ve srovnani s kontrolou, byla 166,83 umol/l. Kontrolni skupina odpovida 100 % bunécné

viability.

150
9
=
H 100- *
e L — T
=2 T
o]
S
S 50
8 *
> *
0 1 | | 1 | 1 .?I

K 10 30 60 100 300 600
Koncentrace JM-85 [puM]

Obr. 5.1.6 SniZeni proliferace bunék HL-60 po 72hodinové inkubaci s JM-85
(vyhodnoceno MTT testem)

N =4 experimenty

V grafu jsou uvedeny primérmé hodnoty se standardni chybou. Statisticky vyznamna

zmeéna proti kontrolni skupiné (ANOVA, p <0,05) je v grafu oznacena symbolem *.
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5.1.7 Stanoveni hodnoty ICso JM-73

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomoci MTT testu. Buiikky byly vystaveny
72hodinovému plisobeni JM-73 ve vzristajici koncentraci. Bylo zaznamenéno davkovée
zavislé a statisticky vyznamné snizeni proliferace bunék od koncentrace 60 pmol/l.
Hodnota ICso, tj. koncentrace JM-73, kterd navodila snizeni bunécéné proliferace na 50 %
ve srovnani s kontrolou, byla 130,72 umol/l. Kontrolni skupina odpovida 100 % bunécné

viability.
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Obr. 5.1.7 Snizeni proliferace bunék HL-60 po 72hodinové inkubaci s JM-73
(vyhodnoceno MTT testem)

N =4 experimenty

V grafu jsou uvedeny primérmé hodnoty se standardni chybou. Statisticky vyznamna

zmeéna proti kontrolni skupiné (ANOVA, p <0,05) je v grafu oznacena symbolem *.
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5.1.8 Stanoveni hodnoty ICso JM-107

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomoci MTT testu. Builkky byly vystaveny
72hodinovému ptsobeni JM-107 ve vzrustajici koncentraci. Statisticky vyznamné snizeni
proliferace bunck u této latky nebylo pozorovéano a latka nedosdhla ani v maximalni

koncentraci hodnoty ICso. Kontrolni skupina odpovida 100 % bunééné viability.
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Obr. 5.1.8 SniZeni proliferace bunék HL-60 po 72hodinové inkubaci s JM-107
(vyhodnoceno MTT testem)

N = 4 experimenty

V grafu jsou uvedeny primérné hodnoty se standardni chybou.
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5.1.9 Stanoveni hodnoty ICsp JM-108

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomoci MTT testu. Builkky byly vystaveny
72hodinovému ptsobeni JM-108 ve vzrustajici koncentraci. Statisticky vyznamné snizeni
proliferace bunck u této latky nebylo pozorovéano a latka nedosdhla ani v maximalni

koncentraci hodnoty ICso. Kontrolni skupina odpovida 100 % bunééné viability.
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Obr. 5.1.9 SniZeni proliferace bunék HL-60 po 72hodinové inkubaci s JM-108
(vyhodnoceno MTT testem)

N = 4 experimenty

V grafu jsou uvedeny primérné hodnoty se standardni chybou.
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5.1.10 Stanoveni hodnoty ICso JM-109

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomoci MTT testu. Builkky byly vystaveny
72hodinovému ptsobeni JM-109 ve vzristajici koncentraci. Piestoze bylo zaznamenéano
davkoveé zavislé a statisticky vyznamné snizeni proliferace bun¢k od koncentrace 100
umol/l, tak latka nedosdhla antiproliferacniho ucinku odpovidajicimu hodnoté ICso.

Kontrolni skupina odpovida 100 % bunécné viability.
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Obr. 5.1.10 SniZeni proliferace bunék HL-60 po 72hodinové inkubaci s JM-109
(vyhodnoceno MTT testem)

N = 4 experimenty

V grafu jsou uvedeny primérné hodnoty se standardni chybou. Statisticky vyznamna

zména proti kontrolni skupiné (ANOVA, p <0,05) je v grafu oznacena symbolem *.
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5.1.11 Stanoveni hodnoty ICso JM-110

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomoci MTT testu. Builkky byly vystaveny
72hodinovému ptsobeni JM-110 ve vzrustajici koncentraci. Statisticky vyznamné snizeni
proliferace bunck u této latky nebylo pozorovéano a latka nedosdhla ani v maximalni

koncentraci hodnoty ICso. Kontrolni skupina odpovida 100 % bunééné viability.
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Obr. 5.1.11 SniZeni proliferace bunék HL-60 po 72hodinové inkubaci s JM-110
(vyhodnoceno MTT testem)

N = 4 experimenty

V grafu jsou uvedeny primérné hodnoty se standardni chybou.
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5.1.12 Stanoveni hodnoty ICs¢ suraminu

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomoci MTT testu. Builkky byly vystaveny
72hodinovému pusobeni SUR ve vzrustajici koncentraci. Bylo zaznamenano davkové
zavislé a statisticky vyznamné snizeni proliferace bunék od koncentrace 300 pmol/l.
Hodnoty ICso, tj. koncentrace SUR, kter4 navodila snizeni bunééné proliferace na 50 %

ve srovnani s kontrolou, se ve zminénych podminkach nepodatilo dosahnout.
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Obr. 5.1.12 SniZeni proliferace bunék HL-60 po 72hodinové inkubaci se SUR
(vyhodnoceno MTT testem)

N = 4-6 experimentl

V grafu jsou uvedeny primérné hodnoty se standardni chybou. Statisticky vyznamna

zmeéna proti kontrolni skupiné (ANOVA, p <0,05) je v grafu oznac¢ena symbolem *.
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5.2. Stanoveni hodnot kombina¢nich indexu

5.2.1 Stanoveni CI kombinace daunorubicinu a XK-469

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomoci MTT testu. Buniky byly vystaveny 72
hodinovému ptisobeni DAU, XK-469 ajejich kombinacim v koncentracich
odpovidajicich hodnot¢ ICsp a jejim podiltim a nasobktim. Pomoci programu CalcuSyn
jsme spocitali hodnoty kombinacnich indexti (uvedeny v grafu). U nizSich koncentraci je

patrny lehce aditivni ucinek, zatimco u vyssich koncentraci byl prokazan ucinek lehce

synergicky.
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Obr. 5.2.1 Kombina¢ni pokus antiprolifera¢nich ucinki DAU, XK-469 a kombinace
obou latek (vyhodnoceno MTT testem)

N = 4 experimenty. V grafu jsou uvedeny primérné hodnoty se standardni chybou, dale

také hodnoty kombinac¢nich indexi.
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5.2.2 Stanoveni CI kombinace daunorubicinu a BNS-22

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomoci MTT testu. Buniky byly vystaveny 72
hodinovému ptisobeni DAU, BNS-22 ajejich kombinacim v koncentracich
odpovidajicich hodnot¢ ICsp a jejim podiltim a nasobktim. Pomoci programu CalcuSyn
jsme spocitali hodnoty kombinac¢nich indexti (uvedeny v grafu). Jiz od nizSich

koncentraci je patrny antagonisticky ucinek.
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Obr. 5.2.2 Kombinaéni pokus antiprolifera¢nich uc¢inki DAU, BNS-22 a kombinace
obou latek (vyhodnoceno MTT testem)

N =4 experimenty. V grafu jsou uvedeny primérné hodnoty se standardni chybou, dale

také hodnoty kombinac¢nich indexi.
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5.2.3 Stanoveni CI kombinace daunorubicinu a novobiocinu

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomoci MTT testu. Buniky byly vystaveny 72
hodinovému puasobeni DAU, NB a jejich kombinacim v koncentracich odpovidajicich
hodnot¢ ICso a jejim podilim a nasobklim. Pomoci programu CalcuSyn jsme spocitali
hodnoty kombinacnich indext (uvedeny v grafu). Jiz od nizsich koncentraci je patrny

mirny antagonisticky ucinek.
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Obr. 5.2.3 Kombina¢ni pokus antiprolifera¢nich ic¢inki DAU, NB a kombinace

obou latek (vyhodnoceno MTT testem)
N =4 experimenty. V grafu jsou uvedeny primérné hodnoty se standardni chybou, dale

také hodnoty kombinac¢nich indexi.
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5.3 Stanoveni vlivu inhibitorua na statickou koncentraci daunorubicinu

5.3.1 Stanoveni vlivu novobiocinu a daunorubicinu p¥i ICso

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomoci MTT testu. Builkky byly vystaveny
72hodinovému pusobeni NB ve vzristajici koncentraci a DAU v koncentraci
odpovidajici jeho ICso. Bylo zaznamenano davkové zavislé a statisticky vyznamné

snizeni proliferace bun¢k od koncentrace novobiocinu 1umol/l.
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Obr. 5.3.1 SniZeni proliferace bunék HL-60 po 72hodinové inkubaci s NB a DAU
pri ICso (vyhodnoceno MTT testem)

N =4 experimenty

V grafu jsou uvedeny primérné hodnoty se standardni chybou. Statisticky vyznamna

zména oproti kontrole DAU (ANOVA, p <0,05) je v grafu oznacena symbolem *.
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5.3.2 Stanoveni vlivu BNS-22 a daunorubicinu p¥i ICso

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomoci MTT testu. Builkky byly vystaveny
72hodinovému plsobeni BNS-22 ve vzrustajici koncentraci a DAU v koncentraci
odpovidajici jeho ICso. Bylo zaznamenano davkové zavislé a statisticky vyznamné

snizeni proliferace bun¢k od koncentrace BNS-22 0,6 umol/I.
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Obr. 5.3.2 SniZeni proliferace bunék HL-60 po 72hodinové inkubaci s BNS-22
a DAU pfri ICso (vyhodnoceno MTT testem)

N =4 experimenty

V grafu jsou uvedeny primémé hodnoty se standardni chybou. Statisticky vyznamna

zmeéna oproti kontrole DAU (ANOVA, p <0,05) je v grafu oznacena symbolem *.
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5.3.3 Stanoveni vlivu merbaronu a daunorubicinu p¥i ICs

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomoci MTT testu. Builkky byly vystaveny
72hodinovému ptsobeni MER ve vzrlstajici koncentraci a DAU v koncentraci
odpovidajici jeho ICso. Bylo zaznamenano davkové zavislé a statisticky vyznamné

snizeni proliferace bun¢k od koncentrace MER 1 umol/I.
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Obr. 5.3.3 SniZeni proliferace bunék HL-60 po 72hodinové inkubaci s MER a DAU
pri ICso (vyhodnoceno MTT testem)

N =4 experimenty

V grafu jsou uvedeny primémé hodnoty se standardni chybou. Statisticky vyznamna

zmeéna oproti kontrole DAU (ANOVA, p <0,05) je v grafu oznacena symbolem *.
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5.3.4 Stanoveni vlivu XK-469 a daunorubicinu p¥i ICso

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomoci MTT testu. Builkky byly vystaveny

72hodinovému plsobeni XK-469 ve vzrustajici koncentraci a DAU v koncentraci

odpovidajici jeho ICso. Bylo zaznamenano davkové zavislé a statisticky vyznamné

snizeni proliferace bun¢k od koncentrace XK-469 100 umol/I.
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Obr. 5.3.4 SnizZeni proliferace bunék HL-60 po 72hodinové inkubaci s XK-469

a DAU p¥ri ICso (vyhodnoceno MTT testem)

N = 4 experimenty

V grafu jsou uvedeny primérné hodnoty se standardni chybou. Statisticky vyznamna

zména oproti kontrole DAU (ANOVA, p <0,05) je v grafu oznacena symbolem *.
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5.3.5 Stanoveni vlivu JM-73 a daunorubicinu p¥i ICso

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomoci MTT testu. Builkky byly vystaveny
72hodinovému pusobeni JM-73 ve vzrustajici koncentraci a DAU v koncentraci
odpovidajici jeho ICso. Bylo zaznamenano davkové zavislé a statisticky vyznamné

snizeni proliferace bun¢k od koncentrace JM-73 1 umol/I.
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Obr. 5.3.5 SniZeni proliferace bunék HL-60 po 72hodinové inkubaci s JM-73 a DAU
pri ICso (vyhodnoceno MTT testem)

N =4 experimenty

V grafu jsou uvedeny primémé hodnoty se standardni chybou. Statisticky vyznamna

zmeéna oproti kontrole DAU (ANOVA, p <0,05) je v grafu oznacena symbolem *.
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5.3.6 Stanoveni vlivu JM-85 a daunorubicinu p¥i ICso

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomoci MTT testu. Builkky byly vystaveny
72hodinovému pusobeni JM-85 ve vzristajici koncentraci a DAU v koncentraci
odpovidajici jeho ICso. Bylo zaznamendno davkové zavislé a statisticky vyznamné

snizeni proliferace bun¢k od koncentrace JM-85 1 umol/I.
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Obr. 5.3.6 SniZeni proliferace bunék HL-60 po 72hodinové inkubaci s JM-85 a DAU
pri ICso (vyhodnoceno MTT testem)

N =4 experimenty

V grafu jsou uvedeny primérmé hodnoty se standardni chybou. Statisticky vyznamna

zmeéna oproti kontrole DAU (ANOVA, p <0,05) je v grafu oznacena symbolem *.
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5.3.7 Stanoveni vlivu JM-107 a daunorubicinu p¥i ICso

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomoci MTT testu. Builkky byly vystaveny
72hodinovému pisobeni JM-107 ve vzristajici koncentraci a DAU v koncentraci

odpovidajici jeho ICso. Byl zaznamenéan davkové zavisly a statisticky vyznamny pokles

koncentracim. Latky tak ve vyssSich koncentracich plisobi antagonisticky.
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Obr. 5.3.7 Zména proliferace bunék HL-60 po 72hodinové inkubaci s JM-107
a DAU pfri ICso (vyhodnoceno MTT testem)

N =4 experimenty

V grafu jsou uvedeny primémé hodnoty se standardni chybou. Statisticky vyznamna

zmeéna oproti kontrole DAU (ANOVA, p <0,05) je v grafu oznacena symbolem *.
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5.3.8 Stanoveni vlivu JM-108 a daunorubicinu p¥i ICso

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomoci MTT testu. Builkky byly vystaveny
72hodinovému pisobeni JM-108 ve vzristajici koncentraci a DAU v koncentraci
odpovidajici jeho ICso. Byl zaznamenéan davkové zavisly a statisticky vyznamny pokles
u nejnizsi koncentrace JM-108 1 pumol/l. Proliferacni tendence se se zvySujici koncentraci

JM-108 statisticky vyznamné neménila.
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Obr. 5.3.8 Zména proliferace bunék HL-60 po 72hodinové inkubaci s JM-108
a DAU p¥ri ICso (vyhodnoceno MTT testem)

N =4 experimenty

V grafu jsou uvedeny primérné hodnoty se standardni chybou. Statisticky vyznamna

zména oproti kontrole DAU (ANOVA, p <0,05) je v grafu oznacena symbolem *.

52



5.3.9 Stanoveni vlivu JM-109 a daunorubicinu p¥i ICso

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomoci MTT testu. Builkky byly vystaveny
72hodinovému pisobeni JM-109 ve vzristajici koncentraci a DAU v koncentraci
odpovidajici jeho ICso. Bylo zaznamenano davkové zavislé a statisticky vyznamné

snizeni proliferace bun¢k od koncentrace JM-109 1 pmol/I.
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Obr. 5.3.9 SniZeni proliferace bunék HL-60 po 72hodinové inkubaci s JM-109
a DAU p¥ri ICso (vyhodnoceno MTT testem)

N = 4 experimenty

V grafu jsou uvedeny primérné hodnoty se standardni chybou. Statisticky vyznamna

zména oproti kontrole DAU (ANOVA, p <0,05) je v grafu oznacena symbolem *.
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5.3.10 Stanoveni vlivu JM-110 a daunorubicinu p¥i ICs

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomoci MTT testu. Builkky byly vystaveny
72hodinovému pisobeni JM-110 ve vzristajici koncentraci a DAU v koncentraci
odpovidajici jeho ICso. Bylo zaznamendno davkové zavislé a statisticky vyznamné
snizeni proliferace bun¢k od koncentrace JM-110 1 pumol/l. Proliferace se s rostouci

koncentraci latky JM-110 dale neménila.
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Obr. 5.3.10 SniZeni proliferace bunék HL-60 po 72hodinové inkubaci s JM-110
a DAU p¥ri ICso (vyhodnoceno MTT testem)

N = 4 experimenty

V grafu jsou uvedeny primérné hodnoty se standardni chybou. Statisticky vyznamna

zména oproti kontrole DAU (ANOVA, p <0,05) je v grafu oznacena symbolem *.
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5.3.11 Stanoveni vlivu suraminu a daunorubicinu p¥i ICso

Tyto pokusy byly vyhodnoceny pomoci MTT testu. Builkky byly vystaveny
72hodinovému ptisobeni SUR ve vzrlstajici koncentraci a DAU v koncentraci
odpovidajici jeho ICso. Bylo zaznamendno davkové zavislé a statisticky vyznamné
snizeni proliferace bun¢k od koncentrace SUR 1 pumol/l. Z grafu je patrny zvySujici se

antiproliferacni u¢inek u nejvyssi koncentrace SUR.
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Obr. 5.3.11 SniZeni proliferace bunék HL-60 po 72hodinové inkubaci se SUR a DAU
pri ICso (vyhodnoceno MTT testem)

N =2 experimenty

V grafu jsou uvedeny primérné hodnoty se standardni chybou. Statisticky vyznamna

zmeéna proti kontrolni skupiné (ANOVA, p <0,05) je v grafu oznacena symbolem *.
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6. Diskuse

Antracyklinova antibiotika jsou v dneSni dob¢ Casto uzivanymi protinadorovymi
1éCivy, pouzivanymi k 1é¢bé hematoonkologickych onemocnéni, lymfomt, sarkomd, ¢i
karcinomt (Mitry & Ewards, 2016; Mediately, 2020). Jejich hlavni nevyhodou je vSak
mozny vznik chronické kumulativni kardiotoxicity, ktery jejich pouzivani limituje
(Volkova & Russell, 2011). Jedinou latkou, ktera je dosud v praxi uzivanym uc¢innym
kardioprotektivem je DEX, jehoz kardioprotektivni schopnost je potvrzena mnoha

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

Vzhledem k tomu, Ze jednim z mechanismi t¢inku DEX je inhibice TOP2 se objevuji
dohady o mozné kompetici na tomto enzymu a tim 1 sniZeni protinddorové ucinnosti.
Zadouci vlastnosti idealniho kardioprotektiva je tedy minimalizovat moZné interference
s terapeutickym ptisobenim antracyklint (Hasinoff a kol, 1995). Cilem této prace je proto
zjistit, jak antiproliferani ucinnost antracyklinii ovliviiuji nové katalytické inhibitory

TOP2.

Pro kombina¢ni studie inhibitord a zastupce antracyklinovych antibiotik jsme nejdiiv
museli stanovit ICso jednotlivych latek. Tyto pokusy byly vyhodnoceny po 72 hodinovém
pusobeni latek v riznych koncentracich pomoci MTT testu a naslednym vypocitanim

pomoci softwaru CalcuSyn.

Latka ICso
DAU 19 nM
XK-469 24,39 uM
BNS-22 0,49 uM

NB 197,5 uM
MER 19,48 uM
JM-73 130,72 uM
JM-85 166,83 uM

Tab. €. 1 Hodnoty ICso jednotlivych latek
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Z vyse uvedené tabulky je patrné, ze DAU, jako zéstupce antracyklinovych antibiotik
ma mnohem silnéj$i antiproliferani aktivitu, jelikoZ na inhibici 50 % bunck byla

zapotiebi téméet 1000x mensi koncentrace nez u ostatnich zkoumanych latek.

Aby bylo mozné ur¢it miru ovlivnéni antiproliferatni ucinnosti antracyklina
katalytickymi inhibitory TOP2, bylo tfeba stanovit hodnoty kombinacnich indext, coz je
hodnota urcujici stupen interakce dvou a vice latek. Pokud je tato hodnota blizka 1,
vysledny Ucinek je aditivni. Pokud je hodnota mensi nez 1, jedné se o ucinek synergicky
a kdyz je CI vétsi nez 1, jednd se o ucinek antagonisticky (Chou & Talalay, 1983; Chou
& Talalay, 1984).

Kombinace Cl Cl Cl Cl CI Cl
latek 1/81Cso | 1/41Cs0 | 1/2 ICso ICso 2 1Cso0 4 1Cso
DAU + 1,132 1,093 1,222 0,856 0,856 1,200
XK-469
DAU + 0,918 1,475 1,489 1,315 2,038 3,245
BNS-22
DAU + NB 0,823 1,645 1,580 1,249 1,562 1,484

Tab. €. 2 Hodnoty kombinacnich indexti

Z vysledkii kombina¢nich indexti vypliva, ze latka XK-469 vykazuje v kombinaci
s DAU vétsinou aditivni, ¢i lehce synergicky ucinek. U zbylych dvou latek je mirna

cvwr

v antagonistické plisobeni. U téchto dvou latek by se proto potvrdila obava o snizeni

protinadorové ucinnosti antracyklint katalytickymi inhibitory TOP2.
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Kromé stanoveni hodnot kombinac¢nich indext jsme s dostupnymi inhibitory urcovali
miru ovlivnéni protinddorové aktivity pii pouziti DAU v koncentraci odpovidajici jeho
ICs0 v kombinaci s rostouci koncentraci jednotlivych inhibitord TOP2. Z vysledkt l1ze

piehledné vyhodnotit prubéznou zménu proliferace pro jednotlivé koncentrace.

-----

s ohledem na chemicko-fyzikalni vlastnosti jednotlivych latek a na extrapolaci danych

vysledki do klinické praxe.

Pro nové¢ vytvofena analoga inhibitoru XK-469, tedy latky JM-73, IM-85, IM-107,
JM108, IM-109 aJM-110 byla stanovena horni koncentra¢ni hranice 600umol/l
s ohledem na mnozstvi danych latek, které jsme méli k dispozici a na jejich rozpoustécich
schopnostech, které se u latky JM-108 ukazaly jako nedostatecné a maximalni

koncentrace byla tudiZ sniZzena na 300 pmol/I.

U latky XK-469 byla stanovena horni koncentra¢ni hranice jako 300 pmol/l. Pfesto
ze se mize tato hodnota zdat jako vysokd, bylo prokazano, Ze lze takto vysokych
plazmatickych koncentraci v klinickych studii dosahnout (Alousi a kol., 2007; Undevia
a kol., 2008). Nizké koncentrace nebyly u tohoto inhibitoru do experimentii zafazeny

z divodu jejich nereprodukovatelnosti.

Piesto, ze fada testovanych inhibitorti nedostala své potenciondlni antiproliferacni
schopnosti, u jinych byla tato jejich schopnost statisticky prokézana. Toto pozitivni
zjiSténi se vztahuje zejména na NB, MER, XK-469 a BNS-22, kter¢ svoji cytotoxickou
aktivitu stupniuji pribézné se vzristajici koncentraci a piisobi sami, i v kombinaci s DAU,
jakoZzto zastupcem antracyklinovych antibiotik. U ostatnich latek byla zvySena

antiproliferacni schopnost podminéna vys$Simi koncentracemi.

Nase zjisténi se shoduje 1 s vyzkumem (Vavrova & kol.,2013), kde byla rovnéz
potvrzena antiproliferacni schopnost katalytickych inhibitord TOP2, naptiklad i nami
zkoumaného MER, v kombinaci s DAU a kde byl také ve vétSin€ pfipadii ti¢inek aditivni,
nebo synergicky. V této studii byla také zkouména antiproliferatni UcCinnost
s preinkubovanymi buitkami HL-60 pomoci DEX po dobu 3-6 hodin, kdy nebyly oproti
koinkubacnim pokustim zjistény signifikantni antiprolifera¢ni rozdily a synergicka

schopnost zlistala zachovéna.
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Cil této prace rovnéz mifil na nové syntetizované inhibitory TOP2 vyrobené na
katedfe organické a bioorganické chemie Farmaceutické fakulty UK, u kterych se
antiproliferacni schopnost ukazala samostatné¢ jen u latek JM-73 a JM-85, které se od
puvodni latky XK-469 1isi pouze v absenci atomu chloru v ptipad¢ latky JM-73, dale i v
absenci tfetiho uhliku od karboxylové skupiny v ptipadé¢ latky JM-85. U obou latek byla
antiproliferacni schopnost rovnéz podminéna vysSimi koncentracemi. V kombinaci
s DAU se zfeteln¢ projevila 1 UCinnost latky JM-109, ktera se od ptivodni latky lisi
v absenci celého jednoho aromatického jadra substituovaného chlorem a v absenci tietiho
uhliku od karboxylové skupiny. Latka byla schopna své aktivity jiz od minimalni
koncentrace a soucasn¢ vykazovala v kombinaci s DAU vyraznéji klesajici trend viability

bunck oproti plisobeni latky samotné.

Dalsi nove¢ syntetizované latky JM-108 a JM-110, lisici se od XK-469 pouze
substituci amidové skupiny za atom chloru na aromatickém jadie v piipadé¢ JM-108
a absenci jednoho aromatického jadra substituovaného chlorem u JM-110 vykazovaly
pouze jednordzové snizeni bunécné viability, ale s rostouci koncentraci se antiproliferacni
schopnost siln€ji neprojevovala. U latky JM-108 nedochdzelo naopak s rostouci

koncentraci ani k signifikantni zméné oproti u¢inku samotného DAU.

Ptekvapivym zjisténim dopadl i pokus s latkou JM-107, ktera se od piivodni latky 1i8i
navazanim amidové skupiny spolu s absenci tfetiho uhliku od karboxylové kyseliny

a kterd v prubéhu zvysSovani koncentrace svoji cytotoxickou schopnost ztracela.

Tato prace je soucasti rozsahlejSiho vyzkumu zamétujiciho se na kardiotoxicitu
antracyklinovych antibiotik, hledani moznych fesSeni na poli novych kardioprotektivnich
latek a jejich potencidlni syntézou. Soucasti této problematiky je i vyzkum zaméfeny na
ovlivilovani antiproliferacni aktivity antracyklinl témito latkami, coz bylo pfedmétem

této prace.
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7. Zavér

U latek DAU, NB, BNS-22, XK-469, MER, JM-73, JM-85 a SUR bylo zjisténo
statisticky vyznamné a ddvkové zavislé snizeni proliferace bunécné linie HL-60 vici

kontrolnimu vzorku.

U latky XK-469 byla prokdzana mirn¢ aditivni a synergicka schopnost v kombinaci

s DAU v podilech koncentraci odpovidajici jejich ICso.

V kombinacnich pokusech pifi pouziti statické koncentrace DAU a rostouci
koncentrace latek NB, BNS-22, XK-469, MER, SUR, JM-73, JM-85, JIM-109 jsme
prokazali statisticky vyznamné a davkové zavislé snizeni proliferace bunééné linie HL-
60 vuci kontrolnimu vzorku statického DAU bez ptidavku jiné latky. Toto tvrzeni se
nepotvrdilo u latky JM-107, kterd vykazovala prubézné snizovani antiproliferacni
schopnosti a u latek JM-108 a JIM-110, u kterych bylo zaznamenano pouze jednorazové

statisticky vyznamné zvySeni antiproliferacni schopnosti.

Nase poznatky se ve vétSiné pifipadi neshoduji s vSeobecné panujicimi obavami
z negativniho ovlivnéni cytostatické ucinnosti antracyklinovych antibiotik katalytickymi
inhibitory TOP2, jelikoz ve vétSiné piipadl inhibitory jejich cytostatickou schopnost
alespon v urcitém koncentratnim rozmezi zvysuji. To mlize mit pozitivni vliv na snizeni
kardiotoxickych nezaddoucich uc¢inkl plynoucich z jejich zvySené koncentrace v aktualné

pouzivanych lécich.
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8. Seznam zkratek

ALL

AML-MRC

ATP

CI

CNS

DAU

DEX

DMSO

DNA

DOX

EDTA

EGF

EPI

FBS

HCL

ICso

IGF-I

MER

MPEG

MTT

NADPH

akutni lymfoblasticka leukémie

akutni myeloidni leukémie spojend s myelodysplastickymi

zménami

adenosintrifosfat

kombinaéni index

centralni nervovy systém
daunorubicin

dexrazoxan

dimethylsulfoxid
deoxyribonukleova kyselina
doxorubicin
ethylendiaminotetraoctova kyselina
epidermalni riistovy faktor
epirubicin

fetalni bovinni sérum

kyselina chlorovodikova

50% inhibi¢ni koncentrace
inzulinu podobny riistovy faktor 1
merbaron
methoxypolyethylenglykol

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

bromid

nikotinamidadenindinukleotidfosfat
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NB
NCI
NU
PBS
PDGF
PGC
RNA
ROS
RPMI
SUR
TFIIIA
TGF-B
TOP

VEGF

novobiocin

National Cancer Institute
nezédouci ucinky

Phosphate Buffered Saline
rustovy faktor desticek
receptor gama aktivatoru
ribonukleova kyselina
Reactive Oxygen Species
Roswell Park Memorial Institute medium
suramin

transkrip¢ni faktor ITI-A
transformuyjici rastovy faktor 8
topoisomerasa

vaskularni endotelovy riistovy faktor
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