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Souhrn

Konvencni radioterapie a chemoterapie zasahuji do zékladnich funkci délicich
se bun¢k a jsou velmi G€innym prostfedkem proti rychle proliferujicim nadorovym bunikam.
Jsou stale nepostradatelnym nastrojem v boji proti rakovin€, ovSem jejich zasahy rovnéz
ovliviiuji zdravé bunky a zplsobuji fadu nezddoucich ucinkl. Diky nestabilit¢ genomu
nadorovych bunck a Castym mutacim mtze dochézet ke zvySené agresivité¢ a odolnosti
k 1é€bé. Rezistence nadortt viuci 1€¢bé je velmi zadvaznym problémem. Mechanismil, kterymi
se bunky bréani, existuje cela fada. Jednou ze zdkladnich pfiCin rezistence je piirozena
schopnost vSech bunék opravovat poSkozenou DNA. To je na jednu stranu pro Zivot buiky
nepostradatelné, na druhou stranu tim snizuji efekt chemoterapie ¢i radioterapie, které jsou
na principu zpusobovat léze DNA zalozené. Drobné zasahy do signaliza¢nich drah opravného
systému bunky mohou pfispét ke zvyseni ucinnosti cytotoxické 1écby.

DNA-PK je serin/threoninovéa kinasa, ktera je aktivovdna dvoufetézcovymi zlomy
DNA, jez jsou povazovany za nejletalnéjsi typ poskozeni zplsobené radiaci a nékterymi
chemoterapeutiky. Aktivace této kinasy spousti signaliza¢ni kaskady, které mohou vést
k opravé DNA, zéastavé bunééného cyklu nebo apoptoze. Inhibici této kinasy mizeme docilit
blokace opravného mechanismu, ktery byl spustén vlivem chemoterapeutika ¢i radia¢niho
zéfeni. Nadorové bunky se vyznacuji vysokou mirou proliferace a maji zna¢nou rychlost
metabolické aktivity. Tato skuteCnost je pravdépodobné zplisobem, kterym je inhibitor
schopny zaméfit pravé nadorové bunky a ne buiky zdravé.

Cilem diserta¢ni prace bylo studium cytotoxického efektu nové syntetizovanych
chinazolinovych a purinovych derivatii in vitro za pouziti panelu naddorovych bunéénych linii
a normalnich lidskych fibroblastti. Purinové derivaty byly podrobeny screeningu na deseti
bunéénych liniich a testovany jejich chemosezitizacni schopnosti. Cytotoxicita
chinazolinovych derivati byla testovana na panelu 17 bunéénych linii a rovnéz byla
zkouméana schopnost potencovat ucCinky standardniho chemoterapeutika doxorubicinu.
Bunééna proliferace a viabilita byla sledovana za pomoci WST-1 testu. Po zdkladnim
screeningu byl vybran nejucinnéjsi inhibitor 14d a nejvhodnéjs$i nadorovd bunécnd linie
HT-29 pro detailngj$i studium molekularnich mechanismti U¢inku. Za pomoci sledovani
aktivity kaspas (-3/7, -8 a -9) bylo pozorovano zvySeni apoptotického G€inku pii kombinaci
inhibitoru 14d s doxorubicinem. Vliv na bunéény cyklus byl stanoven pritokovou cytometrii
a byla zaznamendna akumulace bun€k v G2 fazi bunécného cyklu. Kli¢ové proteiny ucastnici
se zastavy ristu ¢1 indukce apoptdzy byly detekovany elektroforeticky s naslednym Western
blottingem. Cilem bylo vyloucit inhibici proteini ATM a ATR, které se rovn&z ucastni
opravnych mechanismi. Byl sledovan protein p53, Chkl a Chk2. Protein p53, ktery slouzi
coby substrat pro ATM, byl vlivem kombinované lécby fosforylovan na Ser 15. Dale jsme
pozorovali fosforylaci Chk1 na Ser 345 a Chk2 na Thr 68. JelikoZ jsou tyto kinasy aktivovany
pomoci ATR ¢i ATM, miZeme konstatovat, Ze nami testovany inhibitor tyto drahy
neovliviloval. Vyzkumem in vivo na samicich outbrednich mysi byla stanovena maximalni
tolerovand davka. Projevila se relativné nizk4 toxicita studované latky. Inhibitor 14d
se projevil jako velmi atraktivni sloucenina, kterd muze slouzit jako templat pro syntézu
dal$ich léciv specifickych pro inhibici DNA-PK.



Summary

Conventional radiotherapy and chemotherapy interfere with the basic functions
of dividing cells and are very effective againts rapidly proliferating tumor cells. They are still
an indispensable tool in the fight against cancer, but their interventions also affect healthy
cells and cause a number of side effects. Due to the instability of the gemone of tumor cells
and frequent mutations, increased aggressiveness and resistence to treatment can occur.
Tumor resistence to treatment is a very serious problem. There are a number of mechanisms
by which cells defend themselves. One of the fundamental causes of resistence is the natural
ability of all cells to repair damaged DNA. On the one hand, this is indispensable for cell life.
On the other hand, it reduces the effect of chemotherapy or radiotherapy, which are based
on the principle of causing DNA lesions. Small interventions in the signaling pathways of the
cell’s repair system can contribute to increasing the effectiveness of cytotoxic treatment.

DNA-PK is serine/threonine kinase that is activated by DNA double-strand breaks
which are considered the most lethal type of damage caused by radiation and some
chemotherapy drugs. Activation of this kinase triggers signaling cascades that can lead
to DNA repair, cell cycle arrest, or apoptosis. By inhibiting this kinase, we can block the
repair mechanism that was activated by chemotherapy or radiation. Tumor cells
are characterized by a high rate of proliferation and a considerable rate of metabolic activity.
This fact is probably the way in which the inhibitor is able to target tumor cells and not
healthy cells.

The aim of the dissertation was to study the cytotoxic effect of newly synthesized
quinazoline and purine derivatives in vitro using a panel of tumor cell lines and normal human
fibroblasts. Purine derivatives were screened on ten cell lines and tested for their
chemosensitizing capabilities. Cytotoxicity of the quinazoline derivatives was tested
onapanel of 17 cell lines and the ability to potentiate the effects of the standard
chemotherapeutic drug doxorubicin was also investigated. Cell proliferation and viability
were monitored using the WST-1 assay. After the basic screening, the most effective inhibitor
14d and the most suitable tumor cell line HT-29 were selected for a more detailed study of the
molecular mechanisms of action. By monitoring the activity of caspases (-3/7, -8, -9),
an increase in the apoptotic effect was observed when the inhibitor 14d was combined
with doxorubicin. The effect on the cell cycle was determined by flow cytometry
and the accumulation of cells in the G2 phase of the cell cycle was registered. Key proteins
involved in growth arrest or induction of apoptosis were detected by electrophoresis followed
by Western blotting. The aim was to exclude the inhibition of ATM and ATR proteins, which
are also involved inrepair mechanisms. Protein p53, Chkl and Chk2 were monitored.
The protein p53, which serves as a substrate for ATM, was phosphorylated on Ser 15
after combined treatment. Furthermore, we observed the phosphorylation of Chkl on Ser 345
and Chk2 on Thr 68. Since these kinases are activated by ATR or ATM, we can state that the
tested inhibitor did not affect these pathways. The maximum tolerated dose was determined
by in vivo research on female outbred mice. The relatively low toxicity of the studied
substance was manifested. Inhibitor 14d proved to be a very attractive compound that can
serve as a template for the synthesis of other drugs specific for DNA-PK inhibition.



Uvod do problematiky
Poskozeni molekuly DNA

DNA eukaryotickych bunck je neustidle vystavena plsobeni genotoxického stresu.
Existuje mnoho typti poskozeni DNA, znichz jsou pravdépodobné nejvice nebezpecné
dvouretézcové zlomy (DNA double-strand breaks, DSBs) (Hakem 2008). Pokud neni porucha
spravné opravena, muze to mit za nasledek genomovou nestabilitu a bunéénou smrt. Proto je
nutné, aby mély bunky opravny systém, ktery je schopen chybu identifikovat a i¢inn¢ na ni
reagovat. Existuji dva zakladni sméry odpovédi bunky na poskozeni dvouSroubovice DNA.
Prvnim je pfechodna zastava bunécného cyklu v kontrolnich bodech G1/S nebo G2/M,
kdy ma buiika ¢as na reparaci poskozeni. Druhy piipad nastdva, pokud jsou léze pfilis
rozsahlé a dochazi k odstranéni poSkozenych bunck, ptredevSim apoptézou (Hakem 2008,
Kong et al. 2011, Tichy et al. 2007).

Rodina PI3K

Fosfatidylinositol-3-kinasy (PI3K) jsou rodinou piibuznych intraceluldrnich enzymd,
které jsou zapojeny do mnohych bunécnych procest, jako je proliferace, diferenciace,
metabolismus, motilita aj. Obvykle se déli to tii tiid (1., IL., III.) rozdélenych podle struktury
a funkce. Existuje jeSté¢ dal§i skupina vzdélenéji pfibuznych a strukturné heterogennich
enzymu, které se podileji na monitorovani genomové integrity a kontrolni signalizaci
za ucelem regulace bunééného rlstu. Tyto kinasy jsou oznaCovany jako tifida IV.
(Courtney et al. 2010, Tichy et al. 2012).

V této praci se vice zamétime praveé na IV. skupinu kinas, které jsou znamé jako kinasy
pribuzné fosfatidylinositol-3 kinase (phosphatidylinositol-3 kinase related kinases; PIKKSs).
Tato skupina serin/threoninovych kinas zahrnuje u ¢lovéka Sest ¢lend - Ataxia-telangiectasia
mutated (ATM), Ataxia-telangiectasia and Rad3-related (ATR), DNA-dependentni protein
kinasa (DNA-PK), mammalian target of rapamycin (mTOR), suppressor of morphogenesis
in genitalia (SMG-1) a transformation/transcription domain-associated protein (TRRAP)
(Lempidinen a Halazonetis 2009).

Na bunééné trovni maji PIKKs mnohé biologické funkce. Do odpovédi na poskozeni
DNA jsou zapojeny ATM, ATR a DNA-PKcs. Zatimco ATR je aktivovana jednotfetézcovymi
zlomy, ATM a DNA-PK reaguji na zlomy dvouietézcové (Tichy et al. 2012).

DNA-dependentni protein kinasa (DNA-PK)

DNA-PK se skladad zvelké katalytické podjednotky DNA-PKcs a heterodimerniho
proteinu Ku. DNA-PKcs je jednou z nejvétSich dosud identifikovanych kinas (465 kDa)
ajeto enzym, jehoz aktivita je absolutné zavisla na vazbé k DNA (Neal a Meek 2011,
Blackford a Jackson 2017).

DNA-PK je zapojena do rliznych procest, od aktivace vrozené imunity po regulaci
genoveé exprese. OvSem jeji primarni lohou v bunééném metabolismu je zahéjeni efektivni
opravy DSBs béhem nehomologniho spojovani koncti - NHEJ (Meek et al. 2008). Aktivovana
DNA-PKcs fosforyluje in vitro tadu proteini vcetné p53, transkripCnich faktorti, RNA
polymerasy, Ku70/Ku80, XLF, Artemis, DNA-ligasy IV, H2AX (Tichy et al. 2012).

V mistech volnych koncti DSBs dochézi k navazani heterodimeru Ku, ktery poté navede
katalytickou podjednotku DNA-PKcs k sobé do mista poSkozeni a dojde ke zformovani
aktivni DNA-PK. DNA-PK tedy funguje jako senzor DSBs a jeji hlavni roli je propagace
NHEJ (Blackford a Jackson 2017).



Cesty reparace dvouretézcovych zlomit DNA

Stabilita genomu v reakci na dvoufetézcové zlomy je udrzovana prostiednictvim dvou
evoluéné konzervovanych opravnych systémt, a to pomoci nehomologniho spojovani koncti
(NHEJ = non-homologous end-joining) a homologni rekombinaci (HR = homologous
recombination) (Kasparek a Humphrey 2011). HR funguje v G2 a S fazi bunéného cyklu
a vyuziva jako templat pro pfesnou opravu DNA sesterské chromatidy. Naproti tomu NHEJ
pracuje ve vSech fazich bunééného cyklu a je primarni cestou opravy DSB u bun¢k v G1 fazi
(Hung et al. 2018).

Nehomologni spojovani konci (NHEJ)

Mechanismus NHEJ je nekomplikovany a je povazovan za nejpiiméj$i proces opravy.
Dochazi v ném k pfimému spojeni konci DNA bez specifického pozadavku na sekvencni
homologii (Neal a Meek 2011). U savcl vyzaduje klasickd cesta NHEJ n€kolik klicovych
faktori jako je DNA-PK (heterodimer Ku70/Ku80 a DNA-PKcs), Artemis, XRCC4
(the X ray cross complementing protein 4), XLF (the XRCC4-like factor), DNA ligasa IV
a DNA polymerasa (Kasparek a Humphrey 2011).

Zahajovaci udalosti pro NHEJ je rozpoznani a navazani volnych koncti DSB.
Jako hlavni faktor vazajici konce DNA v sav¢ich buiikach byl biochemickymi a genetickymi
studiemi identifikovan komplex Ku. Dal$im krokem opravného systému je interakce Ku
navazaného k DNA s katalytickou podjednotkou DNA-PK (DNA-PKcs). Vznik tohoto
komplexu je predpokladem pro aktivaci serin/threoninové kinasové aktivity. Dochazi tak
k vytvofeni funkéniho enzymu DNA-PK (Neal a Meek 2011, Lieber et al. 2003). Pfitomnost
velké molekuly DNA-PKcs brani pfistupu nukleas a ligas k volnym koncim DNA. Pro dalsi
postup mechanismu je proto potieba, aby se DNA-PKcs odpojila ¢i pozménila. Predpoklada
se, ze odpojeni molekuly je zprostiedkovano diky jeji trans-autofosforylaci (Rezacova
a Vavrova 2011). Tim dochazi k disociaci komplexu DNA-Ku-DNA-PKcs. V této fazi mize
byt zapojena endonukleasa Artemis, kterd je zodpovédnd za ofezavani konct (Karagiannis
a El-Osta 2004). Artemis je aktivovdana ATM a umoznuje, aby byly dvoutetézcové konce
DNA opét ptipojeny pomoci NHEJ (Kao et al. 2005).

Poté, co byly konce ndlezit¢ zpracovany, musi dojit k jejich ligaci, aby byla oprava
uspéSné dokoncena. Faktorem, ktery spojuje volné konce DNA je DNA-ligasa IV tvoftici
komplex s XRCC4. Studie dale ukézaly roli dalSiho faktoru pfi ligaci, a to XLF interagujiciho
s XRCC4 (Lieber et al. 2003, Neel a Meak 2011).

Homologni rekombinace (HR)

Homologni rekombinace je vymeéna genetické informace mezi alelickymi sekvencemi
a mé zasadni roli jak v meidze, tak v mitdze (Lok a Powell 2012). Piedstavuje klicovy systém
opravujici ruzné typy lézi DNA véetné dvouretézcovych zlomt, jednofetézcovych mezer
v DNA a mezifetézcovych kiiZeni. Pro opravu DSBs pouziva pfednostné neposkozenou DNA
na sesterské chromatid¢é, coz vede k bezchybné oprave. Je aktivni pouze v Sa G2 fazi
bunécného cyklu, jelikoZ sesterské chromatidy jsou pfitomny az po replikaci DNA (Helleday
2010).

Postup opravy DSBs homologni rekombinaci je strucné feceno takovyto: Po rozpoznani
DSBs je HR zahajena restrikci vldkna DNA v misté zlomu od 5° k 3" pomoci nukleas
zavzniku 3° jednovldknovych DNA. Na piesahujici rameno se navaze RPA protein,
ktery zajisti rozpleteni sekundarni struktury DNA. Po odstranéni RPA vznikne
nukleoproteinové vldkno tvotfené proteinem Rad51 a jednofetézcovou DNA. Nasleduje
vyhledani homologni sekvence, kterd slouzi jako templat, a vmezefeni se do ni. Invazi vlakna



do homologni sekvence se vytvoii tzv. D-smycka a dojde k prodluzovéni invadujiciho vlakna
DNA polymerasou, ktera syntetizuje podle homologni sekvence neposkozeného
chromozomu. Nasleduje ligace koncti DNA (Lok a Powell 2012, Delabaere et al. 2017).

Regulace bunééného cyklu

Bunééné deleni je piisné regulovany proces zodpovédny za rozdé€leni bunky na dve
dcefiné. Sestava ze Ctyf postupnych fazi (G1, S, G2 a M) a klidového stavu (GO faze).
Bunécné proliferace je nezbytna pro rist, vyvoj a regeneraci organismu, na druhou stranu
je vsak zodpovédna za jednu z nejdestruktivnéjsi nemoci dnesni doby — rakovinu. Bunécny
cyklus eukaryotnich bun¢k je fizen fadou cyklinti a cyklin dependentnich kinas (Cdk). Ty pak
ve spole¢ném komplexu tidi prichod bunééného cyklu ptes kli¢ové kontrolni body (Bai et al.
2017, Rezacova a Vavrova 2011).

Cyklin dependentni kinasy jsou skupinou serin/threoninovych kinas, které spolupracuji
s regula¢nimi podjednotkami — cykliny. Cykliny fidi aktivitu kinas a substratovou specifitu.
Cdk jsou povazovany za motor pohanéjici progresi bunééné¢ho cyklu, zatimco cykliny jsou
vnimany jako rychlostni stupné, které se méni, aby se usnadnil pfechod mezi jednotlivymi
fazemi cyklu. Cykliny jsou syntetizovany a degradovany v pribéhu bunééného cyklu tak,
aby tidily aktivitu kinas v ten spravny cas. Kinasova aktivita komplexu Cdk/cyklin je déle
striktné regulovana mnozstvim inhibitord Cdk (CKI). Tyto inhibitory slouzi jako brzdy
k zastaveni bunécného cyklu, pokud se vyskytnou neptiznivé podminky (Lim a Kaldis 2013,
Malumbres a Barbacid 2009).

Spravny postup bunéénym cyklem je sledovan kontrolnimi body. Ty monitoruji mozné
defekty béhem syntézy DNA a segregaci chromozomu. Aktivace kontrolnich bodii zptisobi
zastavu bunééného cyklu a umozni buitkkdm chyby opravit, ¢imz se ptedejde pienosu
do bunék dcetinych. Jestlize je oprava neuspésna kvuli nadmérnému poskozeni DNA, vadam
v opravném fizeni ¢i genetickym vadam v kontrolnim bod€, buniky mohou vstoupit
do senescence nebo podstoupit apoptéozu. Akumulace poskozeni DNA vSak mize vést
k transformaci bun¢k a onkogenezi (Malumbres a Barbacid 2009).

Check point kinasy 1 a 2

Checkpoint kinasy 1 a 2 (Chkl a Chk2) jsou serin/threoninové kinasy. Jedna
se 0 zasadni proteiny v odpovédi na genotoxicky stres, které jsou schopny zastavit bunécny
cyklus. Strukturné jsou neptibuzné, ale jejich funkce se piekryvaji. KliCovym tkolem Chkl
a Chk?2 je ptenos signala zprosttedkovanych ATM a ATR z kontrolnich bodl (Bartek a Lukas
2003).

Kinasa Chk1 je labilni protein vyskytujici se predev§im v S a G2 fazi buné¢ného cyklu.
V neporuseném bunéném cyklu je pfitomna, ovSem vreakci na poSkozeni DNA
nebo zastavu replikace je déale aktivovana. Na rozdil od Chk2 jeji aktivace nevyzaduje
dimerizaci a autofosforylaci. Chkl je fosforylovand ptedevS§im pomoci ATR, v men$i mife
1ATM na Ser 317 a 345. Nasleduje fosforylace Cdc25A/C a nakonec zastava bunécného
cyklu v pozdni fazi S nebo G2 (Dai a Grant 2010, Bartek a Lukas 2003).

Kinasa Chk2 je oproti Chkl stabilni protein exprimovany v prub&hu celého buné¢ného
cyklu. Pti absenci poskozeni DNA je neaktivni. Lidska Chk2 je aktivovana v reakci
na dvoufetézcové zlomy DNA fosforylaci Thr 68 predevS§im pomoci ATM. Kdyz dojde k jeji
aktivaci (dimerizace a autofosforylace Chk2), Sifi signal poSkozeni prostfednictvim
fosforylace nékolika cili zapojenych do progrese bunééného cyklu nebo do apoptdzy.
Fosforylaci Cdc25A a Cdc25C indukuje Chk2 zastavu bunééného cyklu v G1/S a G2/M fazi.
Pomoci fosforylace p53 poméha udrZovat prodlouzeni G1 faze, blokaci v G2/M a apoptozu.
(Bartek a Lukas 2003, Buscemi et al. 2006).



Protein p53

Protein p53 je nddorovy supresor oznacovany téz jako strazce genomu. Hraje ustiedni
roli pfi udrzovani genomové integrity. Reaguje na rizné typy stresovych signali, které mohou
zpisobit onkogenni zmény, jako je poSkozeni DNA nebo stavy vznikajici pfi vyvoji
nadorovych bunck, napiiklad abnormalni proliferace ¢i hypoxie. Aktivace proteinu p53
zpusobi inhibici ristu stresovanych bunék piechodnou nebo trvalou zastavou bunééného
cyklu. Umozni tak opravu pied vstupem do dalSiho cyklu nebo trvalé odstranéni bunck
z organismu apoptdzou. Tim brani §iteni bun¢k prochéazejicich maligni transformaci (Vousden
2002, Ryan et al. 2001). Lidsky p53 je kodovany dilezitym tumor supresorovym
genem - TP53. U rtznych typti nadorovych onemocnéni je jednim z geni nejcastéji
postizenych mutacemi (Kamada et al. 2015).

V piipadé nevratného poskozeni tkdni mulze indukovat expresi proteint,
které zprostiedkovavaji apoptdézu vnitini 1 vnéjSi cestou. (Rezacova a Vavrova 2011,
Ryan et al. 2001). To, zda burnika v reakci na aktivaci pS3 projde zastavou bunécného cyklu
nebo apoptézou zavisi na nckolika faktorech. Nékteré z nich mohou byt na p53 nezavislé.
Je to napftiklad ptritomnost dalSich onkogennich poSkozeni, dostupnost dalSich transkripénich
faktorii a kofaktorti. Funkci p53 miiZe fidit typ a velikost bunééného stresu ovlivnénim jeho
urovné nebo aktivity. Aktivace apoptdzy je spojena s vysSimi hladinami p53 nez jaké jsou
vyzadovany pro zastavu bunééného cyklu (Balint a Vousden 2001).

Apoptoza

Apoptéza je programovany zanik bunck, ktery hraje kliCovou roli ve vyvoji
a homeostaze normalnich tkénich. Je nedilnou soucasti rlznych biologickych udalosti,
napiiklad v embryonalnim vyvoji, v odstranéni nezadoucich ¢i Skodlivych bun€k, patogenezi
mnoha nemoci (Tichy et al. 2006). Nedostatecnd apoptéza se muze projevit jako rakovina
¢i autoimunitni onemocnéni, zatimco zrychlend bunééna smrt miize mit za nésledek akutni
a chronickd onemocnéni, imunodeficienci a neplodnost. Za mnoha stresovych podminek
muze aktivace kontrolnich bodl a spusténi apoptozy slouzit k blokaci karcinogeneze.
Apoptotické signaly tedy pomdhaji chranit genomovou integritu, zatimco defekt
apoptotickych drah mize nejen podporovat tumorigenezi, ale rovnéz zvySovat odolnost
nadorovych bunék vici 1écbé (Hassan et al. 2014).

Proces apoptdézy zahrnuje morfologické a biochemické zmény bunky. Obvykle
je zapottebi n€kolika hodin od zahdjeni procesu po finalni bunénou fragmentaci. Doba vsak
zavisi na typu buiiky, stimulu a apoptotické draze. Morfologické zmény zasahuji do jadra
bunky, kde dochéazi ke kondenzaci chromatinu a nukle4rni fragmentaci. Builkka zmenSuje sviij
objem, dochazi ke ztrat¢ integrity membrany a modifikaci cytoplazmy, kdy se jeji Casti
odSkrcuji jako apoptotické téliska. Biochemické zmény zahrnuji tyto hlavni procesy: aktivaci
kaspas, rozpad DNA a proteinli, membranové zmény a rozpoznani fagocytujicimi burikami
(Wong 2011). Vramci pribéhu apoptézy dochazi ke vzniku endogennich DSB a tim
k fosforylaci H2AX. Tato fosforylace je ¢asnym znakem apoptézy a objevuje se v Case,
kdy dochézi k aktivaci kaspasy 3. Tento d¢j zprostiedkovava DNA-PK (Rezacova a Vavrova
2011).

Pribéh programované bunéné smrti je fizen rozmanitymi signalnimi cestami
aregulovan vnéjSimi a vnitinimi ligandy. Apoptéza miize byt aktivovana tzv. vnéjsi cestou
pfes receptory smrti a vnitini cestou za uvolnéni cytochromu c z aktivovanych mitochondrii
(Wong 2011).



Kaspasy

Kaspasy ptedstavuji velkou rodinu cysteinovych proteas s cysteinem v aktivnim miste,
které hydrolyzuji své substraty po specifickych zbytcich kyseliny asparagové. Muzeme
je rozdélit podle typu a velikosti prodomény na kaspasy inicidtorové a efektorové. Nejdiive
jsou aktivovany kaspasy inicidtorové, které dale aktivuji kaspasy efektorové. Iniciatorovymi
kaspasami jsou kaspasa-1, -2, -4, -5, -8, -9 a -10. Ve vn¢jsi cesté indukce apoptodzy jsou
zapojeny kaspasy-8 a -10 a jsou charakteristické pfitomnosti rozsahlych N-termindlnich
domén DED (death effector domain). Naopak ve vnitini cesté¢ se uplatnuji kaspasy-2 a -9
obsahujici domény CARD (caspase recruitment domain).  Efektorové kaspasy jsou
kaspasy-3, -6 a -7 majici zodpovédnost za vlastni pribéh a rozvoj morfologickych znaka
mechanismu apoptdzy (Rezacova a Vavrova 2011).

Vnitini cesta apoptozy

Jak uz nazev napovida, k zahdjeni wvnitini cesty apoptdzy dochdzi uvnitt bunky.
Podnétem mohou byt neopravitelnd geneticka poskozeni, hypoxie, extrémné vysokéa hladina
cytosolickych Ca*" iontdl, silny oxida¢ni stres a dalsi. Bez ohledu na vyvoldvajici piic¢inu
je tato cesta vysledkem zvysSené mitochondrialni permeability a uvoliiovani pro-apoptotickych
molekul, jako je cytochrom-c, do cytoplazmy. Vnitini cesta apoptozy je piisné regulovana
skupinou proteinti patficich do rodiny Bcl-2 (Wong 2011).

Vnitini cesta apoptézy je zahidjena fosforylaci proteinu p53 a néslednou aktivaci
pro-apoptotickych ¢lentt rodiny Bcl-2. Dojde ke zméné¢ mitochondridlni membrany
a stimulaci k uvolnéni cytochromu c. Cytochrom ¢ vytvoii komplex (apoptosom) s Apaf-1
a prokaspasou-9, ktera se aktivuje na kaspasu-9. Tato inicidtorova kaspasa aktivuje efektorové
kaspasy, kaspasu-3, -6 a -7. Za vlastni apoptoticky proces je zodpovédna kaspasa-3 a je tak
nejvyznamngjsi efektorovou kaspasou (Rezacova a Vavrova 2011).

wewr

Vnéjsi cesta apoptozy

Vnéjsi cesta indukce apoptozy je také oznacovana jako membranova nebo receptorova.
Jak jiz nazev naznacuje, ke spusténi této cesty dojde, kdyz se ligandy smrti navazou na svij
specificky receptor smrti. Bylo popséano nékolik receptori smrti, mezi nejznaméjsi vSak patii
TNFR1 a CD95R. Smrtici doména ma za ukol rekrutovat adaptorové proteiny jako je
TRADD (TNF receptor-associated death domain) a FADD (Fas-associated death domain),
stejné jako cysteinové proteasy jako je kaspasa-8. Vazba ligandu smrti ke svému receptoru
vede k tvorbé vazebného mista pro adaptorovy protein a dojde k vytvofeni tzv.smrt
vyvolavajiciho signalniho komplexu (DISC — death inducing signaling complex). DISC poté
iniciuje aktivaci prokaspasy-8, ktera Stépenim navazujicich efektorovych kaspas zahajuje
samotny proces apoptozy (Wong 2011).

Poruchy mechanismi apoptozy

Apoptoza slouzi jako dilezity proces pro inhibici metastatického Sifeni. Uspéch
metastatické progrese zavisi na schopnosti malignich bun€k uniknout apoptoze
(Suetal. 2015). Vady v mechanismech programované bunéné¢ smrti hraji podstatnou roli
v patogenezi nadoru, jelikoz umoziuji neoplastickym bunikam ptezivat del$i dobu, nez by
tomu bylo za normalnich okolnosti. To ddva bunkdm cas na akumulaci genetickych zmén,
které vedou k deregulaci bunééné proliferace a diferenciace, podporuji angiogenezi a zvysuji
invazivitu bcéhem nadorové progrese. Dysregulace apoptézy je tedy zékladnim
charakteristickym rysem biologie nadorti (Hassan et al. 2014).

Poruchy programované bunétné smrti hraji roli v rezistenci na 1écbu konvencnimi
terapiemi jako je chemoterapie a radioterapie. ZvySuje se préh bunécné smrti a proto je
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vyzadovana vyssi davka protinaddorovych terapeutik. K Gspésné eradikaci rakovinnych bunék
nechirurgickymi prostiedky se v konecném dusledku piistupuje indukci apoptodzy. VSechny
cytotoxické protinddorové terapie, které jsou v soucasné dobé¢ klinicky pouzivany, indukuji
apoptozu malignich bunék. Proto se odbornici zabyvajici se pfipravou lécivych pripravki
pokouseji aktivovat inaktivovany apoptotické mechanismus nebo opravit jiz defektni (Hassan
etal. 2014).

Inhibitory DNA-PK

Chemoterapie a radioterapie je Casto spojena se zavaznymi nezadoucimi ucinky.
Aby doslo k zefektivnéni 1éCby, bylo by idedlni, kdyby bylo moZzné nadorové buiky
senzibilizovat k chemoterapeutikim ¢i ozafeni. V soucasné dob¢ je 1écba cilena na rychle
se délici bunky, tudiz se zamétuje na rychle rostouci rakovinné buniky (Ismail et al. 2004).

Schopnost nadorovych bunék opravovat poskozenou DNA je dulezitym prvkem jejich
citlivosti na chemoterapii nebo radioterapii. Uméni DNA-PK rozpoznavat a zahajovat opravu
lézi DNA muze rakovinné builkky chranit pied cytotoxickymi ucinky terapeutik
(Leahy et al. 2004). Bylo pozorovano, Ze zvySena aktivita DNA-PK, kterd muze byt
u rakoviny pozorovana, ma za nasledek vyssi odolnost vi¢i poskozeni DNA. Napftiklad
naruseni apoptdzy indukované poskozenim DNA (O’Connor et al. 2007). Dalsi studie
sledovala rezistenci na mitoxantron u bunék HL60/MX2 diky zvysené expresi DNA-PK. Tato
rezistence mohla byt odvracena inhibici DNA-PK (Mikusova et al. 2011). Na druhé strané
bunééné linie s defektni funkci DNA-PK (buiiky postrddajici Ku nebo DNA-PKcs) jsou
precitlivélé na latky, které indukuji DSBs. Dilezité je, ze bylo prokazéno, Ze inhibice
DNA-PK zvySuje cytotoxicitu ionizujicitho zareni a fady latek indukujicich DSBs in vitro.
Diky blokovani opravnych mechanismii maji selektivni inhibitory DNA-PK potencidl slouzit
jako chemo- a radiosenzibilizatory v 1é€bé nadorovych onemocnéni (O'Connor et al. 2007,
Clapham et al. 2011).

Specifické inhibitory, které jsou v soucasné dobé zndmy, jsou omezeny Spatnou
rozpustnosti a vysokou metabolickou labilitou in vivo. Vysledkem je rychla degradace v séru
a tudiz kratkodobé plsobeni (Davidson et al. 2013). Syntéza novych léciv vychdzejicich
zdosud znadmych latek je dualezitou strategii pro zlepSeni UCinnosti terapeutik,
farmakokinetickych parametri a sniZeni toxicity (Zhu et al. 2015). V idealnim piipadé
by chemo- ¢i radiosenzitizér nemél mit Zadnou vnitini toxicitu a pfednostné by mél
senzibilizovat nadorové bunky vii€i piisobeni terapeutik. V souc¢asné dobé znamé inhibitory
DNA-PK maji rlizné stupné selektivity a mohou ovlivnit rovnéz dalsi enzymy z rodiny PI3K.
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Cile disertacni prace

Cilem disertacni prace bylo studium problematiky cytotoxického pulsobeni
chinazolinovych a purinovych derivati jako potencidlnich inhibitort DNA-PK na panelu
nadorovych bunécénych linii. U vybraného nejucinnéjsiho derivatu potom prostudovani
mechanismu u¢inku. Konkrétné se prace zabyvala t€émito kroky:

Chinazolinové derivaty

Screeningové testovani 17 chinazolinovych derivatdh na panelu 16 nadorovych
bunécnych linii a jedné nenddorové linii lidskych fibroblastii. Stanoveni ristového
procenta (GP) pro kazdy testovany derivat.

UrCeni stfedni inhibicni koncentrace (IC50) standardniho chemoterapeutika
doxorubicinu u vybraného modelu nadorové bunécné linie stanovené¢ho na zaklade
vysledkt screeningového testovani.

Posouzeni schopnosti chinazolinovych derivati potencovat u¢inky doxorubicinu
u vybrané linie nadorovych bunék a urceni nejucinngjsiho derivatu pro detailni
testovani.

Pomoci vhodné metody zjisténi, zda dochézi pti kombinované terapii nejucinngjsiho
derivatu s doxorubicinem k zahdjeni procesu programované bunééné smrti.

Zhodnoceni zastoupeni ovlivnénych bunék v jednotlivych fazich bunééného cyklu.
Detekovani exprese klicovych proteinti podilejicich se na regulaci bunééného cyklu
abunétné stresové reakci po plsobeni kombinované terapie chinazolinového

derivatu s doxorubicinem.

Testovani bezpe€nosti a sndSenlivosti nejucinngjsiho chinazolinového derivatu
u samic outbrednich mysi.

Purinové derivaty

Screeningové testovani 35 purinovych derivati na panelu 9 nadorovych bun&cnych
linii a jedné nenddorové linii lidskych plicnich fibroblasti. Stanoveni rlstového
procenta (GP) pro kazdy testovany derivat.

Zjisténi chemosenzitiza¢niho ucinku jednotlivych purinovych derivati v kombinaci

se standardnim chemoterapeutikem doxorubicinem na panelu nddorovych bunéénych
linii.
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Material a metodika

Bunécné kultury a kultivaéni podminky

Vybrané lidské nadorové bunécné linie HL-60 (akutni promyelocytarni leukemie),
Jurkat (akutni T-bunécna leukemie), MOLT-4 (akutni lymfoblasticka leukemie),
A549 (adenokarcinom plic), H1299 (karcinom plic), COLO-201 (kolorektalni karcinom),
HT-29 (kolorektalni karcinom), SW-480 (kolorektalni karcinom), AGS (adenokarcinom
zaludku), PANC-1 (karcinom pankreatu), A2780 (adenokarcinom vajecnikll),
HeLa (karcinom  d€lozniho  Cipku), BT-549  (triple-negativni ~ karcinom  prsu),
MCF-7 (adenokarcinom  prsu), MDA-MB-231 (triple-negativni  karcinom  prsu),
SAOS-2 (osteosarkom) a MRC-5 (normalni lidské plicni fibroblasty) byly zakoupeny
od firmy ATCC (American Type Culture Collections — USA) ¢i Sigma-Aldrich (USA).
Bunécné linie byly nasazeny podle predem stanovené optimalni  hustoty
(500 - 50x10° bunék/jamku) do 96jamkové desti¢ky a kultivovany v kontrolované atmosféte
5% CO; pti 37 °C v piislusném kultivaénim médiu dle metodickych instrukci. Normalni
lidské fibroblasty (NHDF) pouzité pro experimenty s chinazolinovymi derivaty byly
izolovany z lidské pokozky odebrané béhem plastické operace. Pacienti podepsali
informovany souhlas podle Etické komise Lékatské fakulty a Fakultni nemocnice v Hradci
Kralové.

Bunécné linie nasazené v 96jamkové desti¢ce byly kultivovany ptes noc. Buiky byly
pravidelné pasdzovany po dosazeni 70% konfluence pomoci trypsin-EDTA (Sigma, USA).
Pro kontrolu viability a proliferace byly bunky pti kazdé pasazi po obarveni trypanovou modii
pocitany v Biirkerové komiirce. VSechny experimenty byly provedeny s buiikami z ¢asnych
pasazi (<12).

Cytostatika

Chinazolinové a purinové derivaty byly syntetizovany Ustavem toxikologie Fakulty
vojenského zdravotnictvi v Hradci Kralové a Centrem biomedicinského vyzkumu Fakultni
nemocnice v Hradci Kralové. Latky byly rozpustény v DMSO (Sigma-Aldrich, USA)
na zasobni roztoky o koncentraci 10 mmol/l. Pro experimenty byl zasobni roztok fedén
vhodnym kultivaénim médiem tak, aby bylo dosaZeno koncentrace 10 umol/l. Buiiky byly
vystaveny pusobeni inhibitorti samotnych nebo v kombinaci s doxorubicinem po dobu
48 hodin.

Jako pozitivni kontrola byl pouZit doxorubicin (Sigma-Aldrich, USA). Zasobni roztok
o koncentraci 1 mmol/l byl pfipraven rozpusSténim doxorubicinu ve sterilni vodé
a pred kazdym pouzitim byl médiem nafedén na poZadovanou koncentraci. Koncentrace
doxorubicinu byla zvolena stanovenim hodnoty IC50 slouceniny pro kazdou z bunécnych
linii. Byl pouZzit doxorubicin v rozmezi koncentraci od 0,05 umol/l do 1 pmol/l. Pokud neni
uvedeno jinak, buiiky Jurkat a A2780 byly vystaveny 0,05 umol/l doxorubicinu; A549, AGS
a HeLa 0,1 pmol/l; HT-29, SAOS-2, MCF-7 a MRC-5 0,5 umol/l a PANC-1 koncentraci
1 pmol/l doxorubicinu.

Buiikky byly rovnéz vystaveny standardnim inhibitorim DNA-PK (Sigma-Aldrich,
USA) NU7441 (1 pmol/l) ¢i NU7026 (10 umol/l) a ATM inhibitoru KUS55933
(Sigma-Aldrich, USA) (10 pmol/l). Maximalni koncentrace DMSO v kultivacnim mediu byla
0,1 %.

Stanoveni cytotoxicity

Ke zjisténi cytotoxického efektu cytostatik byl pouzit WST-1 test (Roche, Némecko),
diky kterému lze spektrofotometricky stanovit mnoZstvi metabolicky aktivnich bun¢k. Princip
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testu spocivd ve Stépeni tetrazoliové soli (WST-1 <¢inidlo) bunénymi enzymy
(mitochondridlni dehydrogenasy) na nerozpustny formazan. Mnozstvi formazanu koreluje
s mnozstvim zivotaschopnych buné¢k.

Do jedné jamky 96jamkové desticky (Sigma, USA) byly nasazeny bunky (17 linii)
ve 150 pl kultivaéniho média a inkubovany 24 hodin (37 °C, 5 % COx). Po ptisednuti bun¢k
byly piidany testované latky v pozadovanych koncentracich. Za 48 hodin od ovlivnéni bylo
do kazdé jamky ptidano 50 pl WST-1 ¢inidla. Po 3 hodinich inkubace bylo provedeno
vysledné meéfeni absorbance na spektrofotometru Tecan Infinite M200 (Tecan Group,
Svycarsko) pii vinové délce 440 nm.

Méreni aktivity kaspas

K detekci aktivity kaspasy 3/7, kaspasy 8 a kaspasy 9 byl pouzit kit Caspase-Glo® 3/7
Assay (Promega, USA) dle pokyntu vyrobce. Metoda je zalozena na rozkladu specifickych
chemiluminiscencnich substrati ptisluSnymi kaspasami. Substrat se $tépi za uvolnéni
aminoluciferinu, jez je substritem luciferasy. Pfidani cinidla Caspase-Glo® 3/7 ma
za nasledek bunécnou lyzu nasledovanou kaspasovym S$tépenim substratu a generovanim
luminiscen¢niho signalu.

Do kazdé jamky 96jamkové desticky bylo nasazeno 1 x 10* pfedem ovlivnénych
(48 hodin) bunék HT-29 v 50 pl kultivacniho média. Buniky byly poté inkubovany po dobu
30 minut s 50 pl Caspase-Glo Assay reagentem. Luminiscence byla méfena za pouziti
spektrofotometru Tecan Infinite M200 (Tecan Group, Svycarsko) a generovany signal byl
umérny mnozstvi aktivity kaspas.

Analyza bunééného cyklu

Ke stanoveni =zastoupeni jednotlivych bunék v bunééném cyklu bylo vyuzito
flow-cytometrického méteni obsahu DNA. Princip metody spociva v tom, ze v jednotlivych
fazich bunééného cyklu obsahuje buiika ve svém jadife rozdilné mnozstvi DNA. Pro detekci
mnozstvi DNA je pouzivan propidium jodid (PI), ktery je schopen pronikat do bunky
narusenou cytoplazmatickou membranou a tam se nespecificky vazat na strukturu DNA.

Buniky HT-29 byly oSetfeny 0,5 pmol/l doxorubicinem, 10 umol/l NU7026 a 10 umol/l
14d samostatné ¢i v kombinaci s doxorubicinem po dobu 24 a 48 hodin. Poté byly bunky
sklizeny trypsinizaci, promyty dvakrit ledovym PBS pufrem (Sigma-Aldrich, USA)
a fixovany minimalng¢ 1 hodinu p#i 4 °C v70% ethanolu (Penta, CR) pro jejich
permeabilizaci. Po odstranéni ethanolu centrifugaci byly buinky dvakrat promyty v PBS
a inkubovany 5 minut pti pokojové teploté v citrdtovém pufru (192 ml 0,2 mol/l Na,HPO4
(Merck, CR) + 8 ml 0,1 mol/l kyselina citronova (Penta, CR), pH = 7,8) pro extrakci
nizkomolekularnich fragmentd DNA. Poté byly bunky obarveny propidium jodidem
ve Vindelové roztoku (Iml 1 mol Tris pH=8 (Sigma-Aldrich, USA), 1 mgRNasy
(Sigma-Aldrich, USA), 100 ul Triton X-100 (Sigma-Aldrich, USA), 60 mg NaCl (Penta, CR),
5 mg propidium jodidu (Sigma-Aldrich, USA) a destilovana voda do 100 ml) pii 37 °C
po dobu 1 hodiny. Obsah DNA byl stanoven pratokovym cytometrem CyAn ADP (Beckam
Coulter, USA). Data byla analyzovdna pomoci softwaru Multicycle AV (Phoenix Flow
Systems, USA). K odstranéni dubletl a vicenasobnych multipleth pfi analyze DNA
pritokovou cytometrii byl pouzit soubor opatfeni, které mély zamezit vyskytu téchto
bunécénych artefaktli ve vlastnim analyzovaném vzorku. Pomoci barevné vicenasobné gating
analyze byly vyfazeny agregaty s vysokou Sitkou pulsu a barevné oznaceny bunky
s vysokymi hodnotami FSC (forward scatter, pfimy rozptyl) a SSC (side scatter, bocni
rozptyl). Pfi analyze programem Multicycle AV (Phoenix Flow Systems, USA) byl vytvoien

14



histogram S§itky pulsu (pulse width) signalu versus jeho plocha (area) pro fluorescencni signal
propidium jodidu v ndmi analyzovaném fluorescenc¢nim kanalu.

Elektroforéza a Western blotting

Pro detekci specifickych proteinii byly pfipraveny celobunécné lyzaty z exponencialné
rostoucich bunék oSetfenych 0,5 pmol/l samotného doxorubicinu nebo doxorubicinu
v kombinaci s 10 pmol/l inhibitoru 14d ¢i standardniho inhibitoru NU7026 po dobu
4 a24 hodin. Lyzaty pro analyzu byly pfipraveny za pouziti pufru pro bunéénou lyzu
dle pokynt vyrobce (Cell Signaling Technology, USA). Mnozstvi proteinu v jednom vzorku
bylo kvantifikovano pomoci testu na kyselinu bicinchoninovou — BCA assay (roztok
CuSOg4:roztok bicinchoninové kyseliny — 1:50) (Sigma-Aldrich, USA). Po kvantifikaci
proteinu bylo naneseno stejné mnozstvi proteinu (20 pg) do polyakrylamidového gelu
pro SDS-PAGE elektroforézu. Po elektroforetické separaci byly proteiny pfeneseny
na polyvinyliden fluoridovou (PVDF) membranu (Bio-Rad Laboratories s.r.o., CR).
Membréana byla poté blokovana v TBS-T pufru (Tris-buffered saline, 0.1 % Tween 20
(Sigma-Aldrich, USA)) s 5% mlékem (non-fat dry milk, Bio-Rad). Néasledn¢ probéhla
inkubace po dobu 24 hodin pii 4 °C s primarni protilditkou namifenou proti sledovanym
proteinim: p53, p53 serine 15 (Exbio, CR), Chk1, Chk1 serine 345, Chk2, Chk2 threonine
68 (Cell Signaling, USA), B-actin (Sigma-Aldrich, USA). Po inkubaci byly membrany
promyty v TBS-T a TBS a poté byly inkubovany s vhodnou sekundarni protilatkou
konjugovanou s kienovou peroxidasou (HRP) - polyklonalni Goat anti-Mouse nebo Swine
anti-Rabbit imunoglobuliny (DakoCytomation, CR) v TBS-T s 5% mlékem po dobu jedné
hodiny pfipokojové teploté. Navdazani protilatek bylo vizualizovano pomoci
chemiluminiscenéniho detekéniho kitu (Roche, CR) a vysledny signal byl kvantitativné
zachycen na autoradiograficky film (Foma, CR). Pro potvrzeni spravné nanasky proteinti byla
kazda membrana znovu inkubovana pro stanoveni B-actinu.

Hodnoceni toxicity in vivo

Vzhledem k omezené rozpustnosti slouceniny 14d byla tato latka podavana ve formé
hydrochloridové soli za pouziti DMSO jako pomocného rozpoustédla (1 ml/1 kg tclesné
hmotnosti). Ztohoto divodu byla misto intravenézniho podani zvolena cesta
intraperitonealni. Pro tuto studii byly pouzity samice outbrednich mys$i (kmen NMRI,
primérnd hmotnost 33,5 g, SD 2,0 g)., které byly ziskany z Masarykovy univerzity (Brno,
CR). Pé¢e o zvifata byla v souladu s doporuéenim Evropské unie a s Evropskou umluvou
o ochrané obratlovcil pouzivanych pro experimentalni a jiné védecké ucely. Experimenty byly
schvaleny Etickou komisi Lékaiské fakulty v Hradci Kralové (Univerzita Karlova, CR;
¢. MSMT-33995 / 2017-3). Pro hodnoceni maximalni tolerované davky (MTD) bylo
vytvoteno Sest skupin po dvou nebo tfech mysich. Bylo jim podano 10 ml roztoku / kg télesné
hmotnosti. Davky byly 5, 10, 15, 20, 25 a 30 mg/kg. U zvifat byla sledovéana klinické skore
a ubytek hmotnosti (limit byl 10 % nebo 15 %) po dobu 5 dnti po aplikaci roztoku.

Statisticka analyza

Pro statistické zpracovani dat byl pouzit program Microsoft Office Excel 2013
(Microsoft Inc., USA). VsSechny statisticky hodnocené experimenty jsou vyjadieny
jako aritmeticky primér se standardni smérodatnou odchylkou a byly provedeny tfikrat,
pokud neni uvedeno jinak. Ke zjisténi signifikantnich rozdil mezi skupinami byl pouzit
Studentliv T-test a za statisticky vyznamny byl povazovan rozdil na hladin€ vyznamnosti
P <0,05. Hodnota IC50 byla vypoétena pomoci nelinearni regrese za pouziti statistického
softwaru GraphPad Prism 9.3.1 (GraphPad Software, Inc., USA).
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Vysledky
Chinazoliny
Test bunécné viability na panelu bunéénych linii

Pomoci testu WST-1 byl nejdiive urCen inhibi¢ni uinek kazdé slouceniny samotné
48 hodin po jejim pusobeni. Testovani probéhlo na screeningovém panelu 16 nadorovych
a jedné normalni bunécné linii s inhibitory o koncentraci 10 pmol/l (standardni koncentrace
podle screeningové metodiky NCI-60- https://dtp.cancer.gov/discovery development/nci-60).
Jako pozitivni kontrola byl pouzit doxorubicin o koncentraci 1 pmol/I.

Vysledky ukézaly, ze derivat 10k mél nejvySsi inhibicni GCinek, pfiCemz bunétna
proliferace u 3 ze 17 linii byla sniZena pod 50 % a u 12 bunéénych linii pod 75 %. Slouceniny
10e, 10f a 14d byly dal§imi inhibitory s vyznamnym antiproliferativnim t¢inkem (Obr. 1).
Na zéklad¢ téchto vysledkt byly vybrany nddorové bunky karcinomu tlustého stfeva HT-29
jako nejvhodnéjsi modelova linie pro dal$i testovani, jelikoz zadny z testovanych inhibitora
vyznamné neovliviioval proliferaci této bunééné linie.
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Obr. 1 Cytotoxicky tucinek chinazolinovych derivati na vybranych nadorovych liniich. Hodnota naméfeného signalu
ovlivnénych bunék je vyjadiena v procentech vztazenych ke kontrole (100 %). Vysledky jsou znazornény jako aritmeticky
pramér ze tii nezavislych mefeni, = smérodatna odchylka. Hodnoty v intervalech 0-25 %, 26-50 % a 50-75 % jsou zvyraznény
odlisnymi barvami.

Pro kazdy testovany derivat byla vypoctena hodnota procenta ristu (GP). GP pfedstavuje primér poklesu proliferace vsech
bunéénych linii oSetfenych stejnym derivatem vyjadfené v procentech.



Stanoveni IC50 doxorubicinu u bunék HT-29

Dalsim krokem bylo urceni stfedni inhibi¢ni koncentrace (IC50) standardniho
chemoterapeutika doxorubicinu u bun¢k HT-29. Jelikoz DNA-PK je klicovym enzymem
pii opravach dvoufetézcovych zlomu zprostiedkovanych NHEJ, byl jako modelové Cinidlo
vybran pravé doxorubicin. Jedna se o protinddorové 1é¢ivo inhibujici topoizomerasu II, ktera
se podili na replikaci DNA. Jestlize dojde k jeji inhibici, DNA se za¢ne rozpadat.

Buiiky HT-29 byly vystaveny ptisobeni doxorubicinu po dobu 48 hodin a byl proveden
WST-1 test. Hodnoceni zZivotaschopnosti bun¢k po ovlivnéni doxorubicinem bylo stanoveno
vzhledem k proliferaci neoSetfenych kontrolnich bun¢k (100 %) (Obr. 2). Do grafu byly
vyneseny hodnoty viability bunék (stanovené relativné k neovlivnéné kontrole) a logaritmus
koncentrace doxorubicinu. Pomoci softwaru GraphPad v 9.3.1 se provedla nelinearni regrese.
Z rovnice regrese se odecetla hodnota IC50 udavajici koncentraci doxorubicinu, kterad snizila
bunécnou viabilitu na 50 % v porovnani s kontrolou. Hodnota IC50 byla stanovena
na 0,52 umol/l.

Pro snaz$i vypoclty nasledované fedénim latky jsme zvolili pro dalSi experimenty
koncentraci 0,5 umol/I.
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Obr. 2 Stanoveni IC50 doxorubicinu na buiikach HT-29 pomoci WST-1 testu 48
hodin po ptisobeni chemoterapeutika.

Hodnota naméteného signalu ovlivnénych bunék je vyjadiena v procentech vztazenych
ke kontrole (100 %). Vysledky jsou zndzornény jako aritmeticky pramér ze tii
nezavislych méfeni, + smérodatna odchylka.

Chemosenzitiza¢ni aéinek inhibitora

Byla testovana schopnost chinazolinovych derivath potencovat Gcinky standardniho
chemoterapeutika doxorubicinu. Bunky HT-29 byly po dobu 48 hodin vystaveny pisobeni
10 umol/l chinazolinovych derivati v kombinaci s 0,5 umol/l doxorubicinu. Do experimentu
byl zahrnut, jako pozitivni kontrola, standardni inhibitor DNA-PK — NU7441 o koncentraci
1 pmol/l.

Jak je znazornéné na Obr. 3, procento viabilnich bunék ovlivnénych samotnymi
inhibitory se pohybovalo v rozmezi od 76 do 114 %. Po plsobeni samotného doxorubicinu
o koncentraci 0,5 pmol/l doslo oproti kontrole ke snizeni zivotaschopnych bun¢k na 58 %.
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V kombinaci s inhibitory byl u buné¢k HT-29 pozorovéan signifikantni chemosenzitiza¢ni
ucinek u 13 ze 17 testovanych sloucenin. Nejvyssi senzitizacni efekt mély derivaty 14c¢ a 14d,
jejichz ptsobeni v kombinované terapii s doxorubicinem vedlo k rychlé inhibici bunééného
rustu. Procento zivotaschopnych bunék bylo 10 % (14c + dox) a 8 % (14d + dox).

Derivaty 10a, 10c, 10g a 10i nezpusobily v kombinaci s doxorubicinem vyznamné
snizeni poctu viabilnich bun¢k oproti samotnému doxorubicinu. I pfesto, ze u téchto derivati
nedoslo v kombinaci s doxorubicinem ke snizeni poctu zivotaschopnych bunék, mizeme
piedpokladat, ze tyto inhibitory mohou pusobit v kombinaci s jinym typem protinadorového
lé¢iva nebo na odlisSnou nadorovou linii.

140 B chinazolin, derlvaty 10 uM

| chinazolin. derivaty 10 pM + 0.5 pM DOX

il

C 10a 10b 10c 10d 10e 10f 10g 10h 100 10] 10k 12 14a 14b 14c 14d 14e NU DOX
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Procento Zivych bunék
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Obr. 3 Senzitizaé¢ni ucinek inhibitorti v kombinaci s doxorubicinem

Graf predstavuje procentualni zastoupeni zivych bunék bunécné linie HT-29
po kombinované 1é€bé nove syntetizovanych inhibitord (10 pmol/l) nebo standardniho
inhibitoru NU7441 (NU; 1 pmol/l) s doxorubicinem (DOX; 0,5 umol/l) po 48 hodinach
inkubace. Hodnota naméfeného signalu ovlivnénych bun¢k je vyjadiena v procentech
vztazenych ke kontrole (100 %). Vysledky jsou znazornény jako aritmeticky pramér
ze tfi nezavislych méfeni, = smérodatnd odchylka. Za statisticky vyznamny byl
povazovan rozdil na hladiné¢ P<0,05, ktery byl stanoven pomoci Studentova T-testu.
* - statisticky vyznamny rozdil oproti piisobeni samostatného doxorubicinu (P<0.05)
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Aktivace kaspas a indukce apoptozy

Vliv kombinované terapie inhibitord s doxorubicinem na aktivaci kaspas 3/7, 8 a 9 byl
studovan 48 hodin po ovlivnéni bun¢k HT-29. Ovlivnéni samotnymi inhibitory nezptsobilo
zadné signifikantni zmény v aktivité kaspas. Vyznamné zvySeni (P < 0,05) v aktivitach
kaspas 3/7 a kaspasy 9 bylo zjisténo, kdyz byl derivat 14d nebo standardni inhibitor DNA-PK
NU7441 kombinovan s doxorubicinem (ve srovnani s u¢inkem samotného doxorubicinu).
Aktivita kaspasy 8 byla vyznamné zvySena pouze v kombinaci inhibitoru 14d
s doxorubicinem (Obr. 4).
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Obr. 4 Vliv testovanych sloucenin na aktivaci kaspas u bunék HT-29.

Aktivita kaspas byla stanovena 48 hodin po 1é¢bé (doxorubicin 0,5 pmol/l, 14d 10 umol/l,
NU7441 1 pmol/l) u bunck lidského kolorektalniho karcinomu HT-29. Hodnoty
predstavuji primér ze tii nezavislych méfeni, + smérodatna odchylka. Za statisticky
vyznamny byl povazovan rozdil na hladin¢ P<0,05, ktery byl stanoven pomoci Studentova

T-testu. * - statisticky vyznamny rozdil oproti plisobeni samostatného doxorubicinu
(P<0.05)

Analyza bunééného cyklu

K analyze buné¢ného cyklu bunék HT-29 byla po jejich ovlivnéni doxorubicinem, 14d
aNU7026 pouzita pritokova cytometrie. Obr. 5 zobrazuje procentudlni zastoupeni bunék
v jednotlivych fazich bunééného cyklu 24 a 48 hodin po 1écbé. Aplikace samotnych latek 14d
a NU7026 nevedla k proporciondlnim zméndm ve srovnani s kontrolnimi bunikami po 24 1 48
hodinach. Ovlivnéni samotnym doxorubicinem vedlo kakumulaci bun¢k v G2 fazi

20



(89 % -24h, 90 % - 48 h) a ke snizeni poctu bunck ve fazi G1 (5 % -24h, 3 % - 48 h).
Na druhou stranu nebyly zaznamendny statisticky vyznamné proporciondlni rozdily
v akumulaci bun¢k v G2 fazi u bunck lé¢enych kombinovanou terapii (14d: 80 % - 24 h,
79 % - 48 h; NU7026: 86 % - 24 h, 83 % - 48 h) ve srovnani s doxorubicinem samotnym.
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Obr. 5 Flow-cytometricka analyza bunééného cyklu po ovlivnéni bunék HT-29
doxorubicinem, slouc¢eninou 14d a NU7026 samotnymi ¢i jejich kombinaci.
Obrazek znazoriiuje procentualni zastoupeni bunék HT-29 v jednotlivych fazich
bunécného cyklu za 24 (A) a 48 (B) hodin od ovlivnéni. Vysledky profilu bunécného
cyklu vybrané z jednoho ze tii nezavislych experimenti.
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Zmény v expresi proteini

Pro zhodnoceni proteinové exprese byla pouzita SDS-PAGE elektroforéza nasledovana
Western blottingem. Buiiky HT-29 byly vystaveny ucinku doxorubicinu, 14d a NU7026
samotnym a kombinaci inhibitort s doxorubicinem. Posuzovany byly hladiny proteina, které
reguluji bunéény cyklus a bunécnou stresovou reakci, konkrétné protein p53 a jeho fosforylaci
na Ser 15, checkpoint kinasu 1 a jeji fosforylaci na Ser 345 a checkpoint kinasu 2 a jeji
fosforylaci na Thr 68 po 4 a 24 hodinach ptsobeni latek (Obr. 6).

Samotny doxorubicin, doxorubicin v kombinaci s 14d 1 sNU7026 zpusobily
signifikantni upregulaci proteinu p53 jak po 4 hodinéch, tak po 24 hodinach. Zmény proteinu
p53 jsou doprovazeny fosforylaci na Ser 15. Zatimco samotny NU7026 zplsobil pouze
pfechodné zvySeni mnozstvi p53, aplikace inhibitoru 14d zptsobila zvySeni mnozstvi tohoto
proteinu trvajici po celou dobu trvani experimentu. Tato indukce nebyla doprovazena
fosforylaci na Ser 15.

Dalsimi proteiny odpovidajicimi na poSkozend DNA jsou checkpoint kinasy Chkl
a Chk2. Doxorubicin samotny i v kombinaci s obéma inhibitory (14d ¢i NU7026) vyvolal
fosforylaci Chkl na Ser 345 a Chk2 na Thr 68, tudiz nebyly ovlivnény drahy ATM a ATR.
Pro kontrolu nanasky bylo na membranéch stanoveno mnozstvi -actinu.

A h 24 h

1Ad e B 14d NU

* I . .

C dox 14d dox NU dox C dox 14d dox NU  dox
Chk2 : s Chk2 e — | — — —

Chk2_68 E— — — Chk2 68 -
Chk1 P (o e e —
Chkl 345 Chkl_345 — -

ps3 U — — — — — p53 ’ TS e — —
actin — N E— — — —

actin . S e SE—. saas S

Obr. 6 Indukce a aktivace vybranych proteini u bunék HT-29 po ovlivnéni
testovanymi slou¢eninami.

Detekce proteinu p53 a fosforylace p53 na Ser 15 (p53 15), detekce Chkl a fosforylace
na Ser 345 (Chkl 345), detekce Chk2 a fosforylace na Thr 68 (Chk2 68) u buné¢k
ovlivnénych doxorubicinem (0,5 umol/l), 14d (10 pmol/l) a NU7026 (10 pumol/l)
samotnymi a kombinaci inhibitort s doxorubicinem po 4 (A) a 24 (B) hodinéch.

Pro kontrolu nanaSky bylo stanoveno mnoZzstvi B-actinu. Jednotlivé bloty reprezentuji
vysledky vybrané ze tii nezavislych experimentti; (C=kontrola).
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Hodnoceni toxicity in vivo

Bezpecnost a snasenlivost slouceniny 14d byly testovany u samic outbrednich mysi.
Po dobu 5 dni od intraperitonedlniho podani roztoku byla sledovana klinickd skore a ztraty
hmotnosti zvifat.

V provedeném experimentu zadnd zdavek 14d nevedla ke zjevnym klinickym
pfiznakiim ani ke ztraté hmotnosti o vice nez 10 % s vyjimkou jedné mysi, kterd dostavala
davku 30 mg/kg télesné hmotnosti. Uvedend mys ztratila 15 % své hmotnosti tfeti den
po aplikaci 1é¢iva a do konce experimentu se opét zotavila. Z toho lze vyvodit zavér,
ze 30 mg/kg odpovida MTD (Obr. 7).

Den

Davka 0 1 2 3 4 5

mg/kg
5 29 29 28 29 29 29
5 32 32 32 32 33 33
5 35 35 35 35 35 36
10 34 36 36 35 36 37
10 31 30 31 31 31 31
10 33 33 33 33 34 35
20 35 36 36 35 35 35
20 37 35 34 34 34 36
20 33 32 32 31 31 33
25 35 35 36 37 37 37
25 34 33 34 33 34 35
30 33 30 30 28 29 30
30 35 34 34 33 34 34

Obr. 7 Predikce maximalni tolerované davky.

Tabulka zobrazuje t&lesné hmotnosti mysi v gramech po dobu 5 dnti. Zadna z mysi neprekrodila
ubytek té€lesné hmotnosti o 15 % po aplikaci slouceniny 14d. S vyjimkou jednoho zvitete
ze skupiny, které byla aplikovana davka 30 mg / kg, nepiesahl ubytek t€lesné hmotnosti 10 %.

Puriny

Proliferace a procentualni zastoupeni Zivych bunék

Vsech 35 ptipravenych slou¢enin bylo hodnoceno na panelu deviti nadorovych a jedné
zdravé bunéfné linii. V prvnim kroku byl testovan inhibi¢ni Uc¢inek kazdé slouceniny
samotné. Vysledky ukézaly, ze 33 z 35 testovanych inhibitori nemélo antiproliferativni
ucinek na zaddnou z deseti testovanych bunéénych linii. Procento Zivotaschopnych bun¢k (GP)
kolisalo v rozmezi 73 — 121 %, tudiZ nebyla zaznamendna vyznamna inhibice proliferace
buné¢k (Obr. 8). Pouze dvé slouceniny (11c a 11d) zpisobily znatelné snizeni zivotaschopnosti
bunék jak nadorovych, tak normdlnich zdravych. Inhibitor 1lc vykédzal nejveétsi
antiproliferativni efekt, kdy snizil viabilitu bun€k pod 50 % u osmi bunéénych linii. U téchto
linii se procento Zivotaschopnych bunck pohybovalo v rozmezi od 4 do 48 %. Vzhledem k
antiproliferativnim vlastnostem inhibitort 11c a 11d 1 na nenddorovou bunécnou linii byly
tyto slouceniny vylou€eny z dal$iho testovani.
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INH 4a 7a 4b 7b 4c 7c 4ad 7d 4e 7e af 7f 4g 7g 10a 1la 10b 11b 10c
Jurkat 91 91 107, 90 96 79 94 95 96 100 98 101 99 95 93 90 95 96 94
A2780 100 103 102 91 96 85 105 100 96 96 97 104 108 103 105 99 98 88 97
A549 104 103 93 107 99 103 108] 110 106 93 105 104 113 99 105 111 114 108] 107
HT-29 113 101 116 102 109 118 111 104 117 96 101 121 110 112 121 101 119 102 100
AGS 100 92 107 92 98 88 103 98 100 101 84 100 102 101 98 93 98 84 103
Hela 86 90, 100 87 86 85 91 97, 97 77 82 102 98| 99 103 97, 99 103] 95
SAOS-2 96 102 102 98 91 94 97 102 103 103 95 102 102 99 99 101 106 97 102
PANC-1 100 92 96 79 73 85 92 102 98 105 96 104 105 104 89 93 100 104 94
MCF-7 97 104 99 93 108 104 110 106 106 104 101 103 105 110 105 114 101 103] 118
MRC-5 104 102 106 93 93 95 95 103 106 101 101 108 107 101 99 97, 105 104 103
mean 99 98 103 93 95 94 101 102 103 98, 96 105 105 102 102 100 104 99 101
smodch | 7,130764| 5,506039| 6,111081| 7,459949| 10,00327| 11,28252( 7,345058| 4,143986| 6,100007| 7,659855| 7,150598| 5,759457| 4,658499| 4,907636| 8,0926| 7,402014| 7,294813| 7,262694| 6,967721
15b 15¢ 15d 15e 15f 15g 15h 15i 18a 18b 18c 18d NU7441 |KU55933 [NU7026
92 99 95 94 87 98 107 107 94 96 108 111 82 99 77 86
104 98 104 97 104 102 99 105 102 101 110 106 99 94 94 77
97, 107 111 105 95 89 89 94 97, 97 111 116 94 103 98 79
89 95 95 93 110 94 81 90 96 103 96 99 98 104 99 93
95 93 99 104 96 62 37 94 98 100 97 97 102 92 95 88
89 97 98 94 106 44 76 93 110 90 99 91 137 105 106 95
97 97 95 102 86 62 91 99 115 103 106 97 98 97 98 93
79 81 93 95 92 103 106 99 105 107 109 107 104 103 114 103
92 82 89 104 92 83 93 80 99 108 113 115 113 96 106 78
91 95 94 100 95 76 96 98 105 102 102 105 89 101 103] 94
93 94 97 99 96 81 88, 96 102 101 105 104 102 99 99 89
smodch 18,1999' 5,159998| 22,30112| 6,157316( 7,457561| 5,880171| 4,568294| 7,576939| 18,92436| 19,28013| 7,306741| 6,372424| 5,141843| 5,816719| 7,92192| 14,22111| 4,183438| 9,245203| 8,233896

26-50

51-75

Obr. 8 Cytotoxicky ucinek purinovych derivati na vybranych nadorovych liniich.
Hodnota naméteného signalu ovlivnénych bunék je vyjadiena v procentech vztazenych ke kontrole (100 %). Vysledky
jsou znazorné€ny jako aritmeticky prumér ze téi nezavislych méfeni, + smérodatna odchylka. Hodnoty v intervalech 0-25
%, 26-50 % a 50-75 % jsou zvyraznény odliSnymi barvami.
Pro kazdy testovany derivat byla vypoctena hodnota procenta rustu (GP). GP pfedstavuje primér poklesu proliferace
vSech bunéénych linii oSetfenych stejnym derivatem vyjadiené v procentech.
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Chemosenzitiza¢ni aéinek inhibitoru

Screening chemosenzitizacniho uc¢inku byl proveden na panelu 10 bunéénych linii s 33
inhibitory v kombinaci s pfisluSnymi koncentracemi standardniho chemoterapeutického
¢inidla zpiisobujiciho DSB — doxorubicinem (Obr. 9, Obr. 10). Schopnost potencovat ucinek
doxorubicinu byla pozorovana u péti sloucenin na sedmi rtiznych nadorovych bunécénych
liniich. Kombinace inhibitorti s doxorubicinem vedla ke snizeni viability bun¢k ve srovnani
s doxorubicinem samotnym. Jako nejicinngjsi inhibitory se projevily slouceniny 4f, 10b, 15g,
7e a 15f shodnotami GP 27 %, 29 %, 30 %, 37 % a 43 % (Obr. 11). NejcitlivéjSimi
bunéénymi liniemi byly A549, HT-29, AGS, HeLa, SAOS-2, PANC-1 a MCF-7. Zajimavosti
je, ze nebyl pozorovan zadny chemosezitizacni efekt u leukemické bunécéné linie Jurkat
a u bunék rakoviny vaje¢nikii A2780. Stejn¢ tak tomu bylo u buné¢k normalnich lidskych
fibroblastt MRC-5.

INH+DOX [4a 7a 4b 7b 4c 7c 4d 7d 4e 7e 4f 7 [ag 78 10a 11a 10b 11b
Jurkat 71 72 30 62 69 63 72 75 74 74 57 68| 70 70 62 64 61 64
A2780 48 ) 49 44 47 23 47 49 54 47 39 49 52 49 23 47 43 45
A549 89 101 o8 % 101 85 9 77 39 81 92 99 87 99 86
HT-29 54 63 55 63 57 63 64 59 43 27 37 54 68 59 64 41]
AGS 62 67 70 63 71 54 49 49 65 43 37 41 63 58 64 48
Hela 78 66 72 68 76 66 76 69 65 54 68 67 62 65 57
SAOS-2 72 71 61 55 59 64 67 71 58 29 63 70 73 65 65 61
PANC-1 58 61 60 59 60 56 62 59 44 30 27 40 56 55 53 58 29 45
MCF-7 43 56 59 51 53 50 52 36 54 50 50

MRC-5 90 86 76 71 78 84 38 89 83 72 74 86 %3 90 76 69 71 81
mean 67, 69 68 63 67, 63 67 64 59| 37 27 53 63 69) 62 64 29| 54
smodch | 14,88328] 14,17877] 13,77365| 13,35319] 14,85101] 12,69576| 14,49496] 13,70159] 19,96519] 20,88498| 22,91618| 21,24256| 18,18414| 14,92887| 11,92546 13,3005 19,17262| 16,71735

INH+DOX [10¢ 10d 15a 15b 15¢ 15d 15¢ 15 15¢ 15h 15i 18a 18b 18¢ 18d NU7441 [KU55933 [NU7026 [DOX
Jurkat 7 69 3 81 3 69 98 75 66 77 71 69 77 87 54 69 58 70 78
A2780 4 56 55 54 53 ) 50 24 47 54 58 50 58 51 9 55 65 2 55
A549 98 83 77 79 76 83 114 23 66 71 103 104 103 104 81 75 58 %3
HT-29 58 49 43 63 54 63 62 30 49 53 68| 66 116 64 63 66 54
AGS 66 64 71 66 71 73 51 27 53 84 80 73| 72 82 85 57 76
Hela 65 68 57 61 63 75 108 29 51 30 78 78 74 107 83 59 63 72
SAOS-2 69 71 66 70 73 79 30 32 30 62 75 71 81 79 74 80 56 58 75
PANC-1 55 58 60 62 62 59 51 40 34 46 57 54 65 62 50 63 37 43 58
MCF-7 37 40) 54 40 49 47 29 27 35 49 55 29 48 37 26 23
MRC-5 82 86 94 %3 85 84 55 71 63 71 107 85 83 87 60 79| 68 70 79
mean 64 64 66 67 67, 69 72 43| 30| 53 68| 68 74 74 71 70| 60| 56| 68
smodch | 16,71735] 13,51607] 13,8784] 13,8784] 14,30307| 11,85898| 12,53379 20,5833] 17,29612] 21,30357] 12,53379] 17,74268| 18,96679] 14,44532] 15,16562 15,16562] 11,90402] 14,33382| 13,3273

26-50

51-75

Obr. 9 Cytotoxicky ucinek purinovych derivati v kombinaci s doxorubicinem na vybranych
nadorovych liniich.

Hodnota naméfeného signalu ovlivnénych bunék je vyjadiena v procentech vztazenych ke kontrole
(100 %). Vysledky jsou znazornény jako aritmeticky primeér ze tii nezavislych méfeni, + smérodatna
odchylka. Hodnoty v intervalech 0-25 %, 26-50 % a 50-75 % jsou zvyraznény odlisSnymi barvami.

Pro kazdy testovany derivat byla vypoctena hodnota procenta ristu (GP). GP pfedstavuje prumeér

poklesu proliferace vSech bunécnych linii oSetienych stejnym derivatem vyjadiené v procentech.
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Obr. 10 Chemosenzitizacni ucinek inhibitori v kombinaci s doxorubicinem.

Hodnota procenta ristu (GP) byla vypoétena pro kazdy inhibitor samotny a pro kombinaci inhibitort
s doxorubicinem. GP je primér Zivotaschopnosti (vyjadieno jako procento vztazené ke kontrole) 10
bunéénych linii oSetfenych stejnym inhibitorem samotnym nebo inhibitorem v kombinaci
s doxorubicinem. Za statisticky vyznamny byl povaZovan rozdil na hladiné¢ P<0,05, ktery byl
stanoven pomoci Studentova T-testu. * - statisticky vyznamny rozdil oproti plisobeni
samostatného doxorubicinu (P<0.05)
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Obr. 11 Chemosenzitizac¢ni ucinek péti nejucinnéjsich inhibitori.

Kazdy graf pfedstavuje zivotaschopnost deseti bunénych linii po inkubaci s péti vybranymi
nejucinnéjsimi inhibitory 4f, 7e, 10b, 15f a 15g a sinhibitory v kombinaci s doxorubicinem.
Koncentrace doxorubicinu byla vybrana pro kazdou bunécnou linii individualné podle jeji citlivosti.
Hodnoty naméteného signalu ovlivnénych bunék jsou vyjadieny v procentech vztazenych ke kontrole
(100 %). Vysledky jsou znazornény jako aritmeticky primér ze tii nezévislych méteni, + smérodatna
odchylka. Za statisticky vyznamny byl povazovan rozdil na hladiné P<0,05, ktery byl stanoven
pomoci Studentova T-testu. * - statisticky vyznamny rozdil kombinované terapie oproti plsobeni
samotného doxorubicinu (P<0.05)
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Diskuse

Kazdoroéné je v Ceské republice diagnostikovano vice nez 87 000 novych pacienti
se zhoubnym novotvarem. Rocné v souvislosti stimto onemocnénim umird asi 27 000
pacientii. Hlavni protinadorové strategie jsou =zalozeny na chemoterapii, radioterapii
a chirurgické 1é¢bé, a Casto jsou kombinovany s terapii biologickou. Chemoterapeuticka 1écba
ovSem muze narusit i zdravé tkanég, proto hlavnim cilem pii hledani novych protinddorovych
¢inidel jsou takové sloucCeniny, které poskozuji zdravé buiikky co mozna nejméné a soucasné
pusobi selektivné vici buitkdm nadorovym.

Cytostaticka 1é¢iva maji na nadorové bunky rozlicné ucinky. Zavisi na typu buné¢k
ajejich schopnosti poskozeni vyvolana cytostatiky opravovat. Hlavnim cilem mnoha
konvencnich protinadorovych latek je molekula DNA. Buiikka mé& dvé hlavni moznosti, jak
odpovédét na poskozeni dvousroubovice DNA. Muze dojit k pfechodné zastavé bunééného
cyklu v kontrolnich bodech a bunika ma tak Cas tyto 1éze opravit. Proto je inhibice opravy
poskozeni molekuly DNA nadorovych bun¢k vyvolaném plisobenim at’ uz chemoterapeutiky
€1 ionizujicim zéafenim jednou z nejslibnéjSich strategii v moderni terapii rakoviny. Pokud
totiz nedojde k jeji opravé naptiklad z divodu rozsahlého poskozeni nebo zminénou inhibici,
nastane druhd situace, a to odstranéni poskozenych bunck. To se dé&je nejCastéji procesem
apoptdzy (Tavecchio et al. 2012, Hakem 2008).

Existuje velké mnozstvi regulatorti, které reaguji na poSkozeni DNA a jsou schopny
zahajit jeji opravu. Tato prace se zamétuje na rodinu fosfatidylinositol-3-kinasy, konkrétné
na jeji IV. tfidu oznaCovanou jako kinasy pifibuzné fosfatidylinositol-3 kinase. V odpovédi
naléze DNA se uplatiuji kinasy ATM, ATR a DNA-PK. Na poskozeni, ktera vedou
ke vzniku jednofetézcovych zlomu, reaguje kinasa ATR, na zlomy dvoufetézcové pak kinasy
ATM a DNA-PK (Lempidinen a Halazonetis 2009). Pii hledani vhodného cile bylo brano
v tvahu, Ze jiz existuje n€kolik inhibitort ATM a ATR se slibnymi vysledky z preklinickych
studii, ovSem prozatim je zde nedostatek vysoce selektivnich inhibitord DNA-PK.

DNA-PK je serin/threoninova kinasa sklddajici se z velké katalytické podjednotky,
DNA-PKcs, a DNA-vazajiciho heterodimeru Ku70/86. DNA-PK je zapojena do fady procest,
ovSem jeji hlavni vyznam spocivd v procesu reparace dvoufetézcovych zloml cestou
nehomologniho spojovéani koncti — NHEJ (Neal a Meek 2011, Meek et al. 2008). Uméni
nadorovych bunék reparovat poskozeni vyvoland protinddorovymi terapiemi je klicové
pro jejich dalsi osud. Proto 1 DNA-PK je dilezitym prvkem, jelikoz se téchto oprav ucastni.
Preklinické studie naznacuji, Ze lidské bunécné linie s defektni funkci DNA-PK (s funkéni
inaktivaci heterodimeru Ku ¢i DNA-PKcs), jsou hypersenzitivni in vitro jak na piisobeni
ionizujiciho zéfeni tak na néktera dalsi protinddorova ¢inidla zptsobujici DSBs. Déle bylo
prokazano, ze zvySena hladina DNA-PK se casto vyskytuje u nadord rezistentnich k 1éCbe¢.
Z toho vyplyva, Ze selektivni inhibitory DNA-PK jsou potencialné vyuzitelné jako prostiedek
k senzitizaci nadorovych bunék vii€i chemoterapii a radioterapii (Damia 2020).
syntézou malych molekul inhibitord PI3K. Pfirozen¢ se vyskytujici bioflavonoid quercetin
pusobil jako kompetitivni antagonista proti kinasové doméné PI3K a dalS§im proteinovym
a lipidovym kinasdm. Jeho neselektivita se projevila jako uzite¢nd, jelikoz byl nasledné pouzit
jako modelova sloucenina k vyvoji cilenych inhibitort (Mohiuddin a Kang 2019). Ostatné
vétSina naslednych studii zabyvajici se syntézou novych inhibitorit DNA-PK vychazi
ze struktur jiz existujicich sloucenin. Cilem je pfedevsim vylepSeni jejich vlastnosti tykajicich
se nedostateCné rozpustnosti latek, selektivity a metabolické nestability in vivo vedouci
k velmi kratkému biologickému polocasu v séru (Davidson et al. 2013). Prvni dva
identifikované a nejvice citované inhibitory jsou wortmannin a LY294002. Ackoli ani jeden
z nich nebyl pouzit jako klinické 1é¢ivo, na bazi téchto dvou slou€enin bylo vyvinuto né€kolik
novych inhibitorti PI3K, které piekonaly jejich neptiznivé vlastnosti (Zhu et al. 2015). Nami
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testované slou¢eniny, které byly nové syntetizované Ustavem toxikologie Fakulty vojenského
zdravotnictvi v Hradci Kralové a Centrem biomedicinského vyzkumu Fakultni nemocnice
v Hradci Krélové, rovnéz vychézely ze struktur jiz znamych inhibitorii. U téchto novych latek
doslo k modifikacim, které mély za cil zabranit problémiim s rozpustnosti pii soucasném
zachovani afinity k DNA-PK a PI3K.

V prvni ¢asti prace jsme se zabyvali odpovédi panelu bunécnych linii na monoterapii
chinazolinovymi a purinovymi derivaty. Ve skupin€ chinazolinovych sloucenin, kde prob¢hla
podrobnéjsi studie, jsme pro dalsi testovani vybrali bunécnou linii karcinomu tlustého stfeva
HT-29. U této modelové linie nedoSlo k vyznamnému ovlivnéni proliferace samotnymi
derivaty.

Dalsim krokem bylo prokazat, zda jsou nové slouceniny schopny potencovat tcinek
standardniho chemoterapeutika doxorubicinu. Mnoho 1ékli, zejména chemoterapeutik,
interaguje s molekulou DNA bud’ vazbou do zlabku DNA, nebo dochazi k interkalaci mezi
baze. V disledku toho jsou ovlivnény dulezité¢ funkce bunky, jako je replikace nebo exprese
proteinti. Doxorubicin je interkalator DNA, hojné pouzivany v klinickém prostiedi k 1écbé
Siroké Skaly malignit. Interakci doxorubicinu s DNA mize dojit k naruSeni polynukleotidové
struktury, coz vede k inhibici replikace a transkripce v duisledku jeho interference s enzymem
topoizomerasou II (Jawad et al. 2019). Jako standardni inhibitor DNA-PK byl pouzit NU7441
o koncentraci 1 umol/l. Jeho selektivita byla prokdzana naptiklad v praci kolektivu Hardcastle
et al., kdy koncentrace inhibitoru 100 uM neovlivnila aktivitu ATM a ATR a proti PI3K
amTOR vykazovala aktivitu pouze minimalni (Hardcastle et al. 2005). Bylo prokézano,
ze sloucenina NU7441 potencuje ucinky chemoterapeutické 1€cby indukujici poskozeni DNA
u rakoviny prsu (Ciszewski et al. 2014), nadoru tlustého stteva (Zhao et al. 2006), B-bunééné
chronické lymfocytarni leukemie (Elliott et al. 2011), nemalobunééného karcinomu plic
(Yanai et al. 2017) a nazofaryngeédlniho karcinomu (Dong et al. 2018). Rovnéz v na$i studii
tento standardni inhibitor prokazal synergicky efekt jak s chinazolinovymi, tak purinovymi
derivaty v kombinaci s doxorubicinem, a to zejména u bunéénych linii naddoru tlustého stfeva
HT-29, adenokarcinomu zaludku AGS, adenokarcinomu plic A549, karcinomu dé¢lozniho
¢ipku HeLa, osteosarkomu SAOS-2, adenokarcinomu prsu MCF-7 a karcinomu pankreatu
PANC-1.

V ramci testovani purinovych derivati byl v kombinaci s doxorubicinem dale pouZzit
standardni inhibitor DNA-PK NU7026 a inhibitor ATM KUS55933. Oba zminéné derivaty
potencovaly ucinek doxorubicinu zejména u bunck karcinomu pankreatu a prsu. Existuje
mnoho studii zkoumajici efekt téchto latek. Napiiklad Willmore et al. v roce 2004
zaznamenali synergicky efekt NU7026 v kombinaci s cytostatiky a IR u leukemickych bunék
(Willmore et al. 2004) a Niazi et al. u bunék karcinomu Zaludku (Niazi et al. 2014). Inhibitor
ATM pak senzitizoval buiiky karcinomu prsu (Cowell et al. 2005) ¢i radiorezistentni bunky
rakoviny mocového méchyte (Zhang et al. 2015).

V nasi studii jsme rovnéz dospéli ke zjisténi, Ze hned 13 ze 17 novych testovanych
slouCenin chinazolinovych derivati mélo signifikantni chemosenzitizaéni efekt na buiikach
HT-29 v kombinaci s doxorubicinem. Schopnost potencovat Uc¢inek doxorubicinu byla
zaznamenana i u skupiny purinovych derivatd, kdy u péti inhibitor na sedmi bunéénych
liniich byl pozorovan vyznamny synergicky efekt.

Je znédmo, ze doxorubicin zabiji rakovinné bunky indukci apoptdzy, méné Casto pak
prostfednictvim autofagie ¢i senescence (Meredith a Dass 2016). Pro vyhodnoceni zpiisobu
bunééné smrti indukované kombinaci doxorubicinu s nejicinnéjSim chinazolinovym
senzibilizdtorem 14d jsme testovali aktivaci kaspas, které jsou typické pro apoptdzu.
Zjisténim vyznamné aktivace kaspas 3/7, 8 a 9 bylo odhaleno spusténi apoptotické kaskady.
Miuzeme tedy konstatovat, Ze inicidtorové kaspasy 8 a 9 byly aktivovany dimerizaci
z neaktivnich prokaspas. Aktivované inicidtorové kaspasy nasledné §té€pily neaktivni dimery
efektorové kaspasy 3/7. Jedna aktivovana efektorova kaspasa je schopna $tépit a aktivovat
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dalsi efektorové kaspasy. Proces pak vede ke zrychleni zpétnovazebné smycky aktivace
kaspasy a apoptotické bunécné smrti. Tento efekt byl rovnéz pozorovan pii ovlivnéni bunék
standardnim inhibitorem NU7441 v kombinaci s doxorubicinem, coz je v souladu napftiklad s
vyzkumem Alikarami et al. 2017. Ve své studii zkoumali na bunikach akutni lymfoblastické
leukemie (BCP-ALL) mimo jiné apoptotické udalosti spojené s kombinovanou terapii buné¢k
inhibitorem NU7441 a doxorubicinem. Pozorovanim aktivace kaspas 3 a 9 dospéli k zavéru,
ze inhibice DNA-PK pomoci NU7441 vyznamné zesiluje apoptoticky ucinek standardniho
chemoterapeutika (Alikarami et al. 2017).

Pomoci prutokové cytometrie jsme zjiStovali, zda inhibice aktivity DNA-PK ovliviiuje
faze bunécného cyklu u bun¢k HT-29. Akumulace bun¢k v G2 fazi byla pozorovana jak
kombinaci doxorubicinu s inhibitorem 14d, tak se standardnim inhibitorem NU7026. Bunéény
cyklus byl zastaven z davodu aktivace kontrolniho bodu G2/M, ktery bezprostiedné
rozhoduje o vstupu bunky do mitézy. Tento fakt poukazuje na spusténi obranného
mechanismu bunék vici poskozeni DNA zkoumanymi cytostatiky, kdy dochéazi ke zpomaleni
¢i uplnému zastaveni bunécného cyklu (Lossaint et al. 2011). To je v souladu s pozorovanim
provedenym Zhao et al., ktefi testovali inhibitor NU7441 v kombinaci s doxorubicinem
a etoposidem na bunikach SW620 (Zhao et al. 2006). V roce 2014 si Pastwa et al. rovnéz
vS§imli zastavy bunééného cyklu v kontrolnim bodé G2/M po aplikaci wortmanninu
s cisplatinou a etoposidem u bunécéné linie lidského glioblastomu M0529 (Pastwa et al. 2014).

Odpovéd’ na poskozeni molekuly DNA je v bunikdch obratlovcl kontrolovana tiemi
druhy kinas — ATM, ATR a DNA-PK. Jelikoz bylo nasim cilem najit selektivni inhibitor
DNA-PK, zaméfili jsme dal§i vyzkum na studium exprese proteinti, kterou zminéné kinasy
ovliviiuji. Protein p53 ma zésadni funkci v odpovédi buiiky na poSkozeni DNA a slouzi jako
substrat pro ATM. Jeho funkce je regulovana fadou mechanismi. Pro u¢innou degradaci p53
ma dulezitou ulohu protein Mdm2. Jestlize jsou buiiky vystaveny stresu indukujicimu
neopravitelné dvoutetézcové zlomy DNA, dojde za pomoci ATM k fosforylaci Mdm2 a p53
na Ser 15. ZvySena fosforylace na Ser 15 znamena, ze ATM kinasa neni inhibovana (Tichy et
al. 2014, McKinnon 2004). V naSem experimentdlnim postupu samotny doxorubicin,
doxorubicin v kombinace s inhibitorem 14d a standardnim inhibitorem NU7026 zptsobily
vyznamnou up regulaci p53. Aktivace a stabilizace p53 je spojena s fadou posttransla¢nich
modifikaci. Zde jsme pozorovali fosforylaci p53 na Ser 15 po indukci samotnym
doxorubicinem, stejné jako v kombinaci s inhibitory 14d a NU7026. Zajimavé je, ze zatimco
aplikace samotného NU7026 zpisobila pouze piechodné zvySeni mnoZstvi p53, samotny
inhibitor 14d zvySil mnoZstvi p53 a tento stav jsme pozorovali po celou dobu trvani
experimentu. Po ovlivnéni samotnymi inhibitory nebyla pozorovéana fosforylace na Ser 15.

Ustiedni funkei kinasy ATR je aktivovat protein kinasu Chk1 fosforylaci na Ser 345
a Ser 317. V menS$i mirfe je Chkl fosforylovana rovnéz ATM (Blackford a Jackson 2017).
Naopak protein kinasa Chk2 je po indukci dvojitych zlomti v molekule DNA piimo
aktivovana pomoci ATM, a to fosforylaci na Thr 68 (Buscemi et al. 2006). Chk1 a Chk2 maji
klicovou tulohu v odpovédi na genotoxicky stres, kde slouzi coby pienaseCe signali
zprostfedkovanych ATM a ATR z kontrolnich bodl buné¢ného cyklu. V kone¢ném disledku
jsou schopny bunétny cyklus zcela zastavit (Bartek a Lucas 2003). Dokazali jsme,
ze doxorubicin samotny a v kombinaci s obéma inhibitory 14d a NU7026 vyvolal fosforylaci
Chk1 na Ser 345 a Chk2 na Thr 68, proto miiZzeme konstatovat, Zze drahy ATM a ATR nebyly
ovlivnény. K fosforylaci téchto kinas dochézi v reakci na poskozeni DNA, kdy tyto substraty
pro ATM a ATR umoZiuji buitkam oddalit progresi bunécného cyklu, opravit molekulu DNA
¢i vyvolat bunécnou smrt (Ronco et al. 2017).

Zavérem naSeho experimentdlniho postupu bylo sledovani vlivu slouceniny 14d
na samicich outbrednich myS$i po dobu 5 dnt. Latka byla aplikovana intraperitonedlné
ve form¢ hydrochloridové soli a byly sledovany dva cilové parametry — ubytek hmotnosti
a klinicka skoére. Klinické ptiznaky byly hodnoceny pozorovani aktivity, vzhledu a télesného
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stavu. Limit ubytku hmotnosti, totozné jako v praci Aston et al., byl ur¢en na 10 % ¢i 15 %,
ovSem 1 10% limit lze povazovat za krok ke zdokonaleni nastaveni maximalni tolerované
davky (Aston et al. 2017). Zadna z davek sloudeniny 14d vSak nevedla ke ztraté tdlesné
hmotnosti o vice nez 10 % s vyjimkou jednoho ptipadu, kdy mys ztratila 15 % své piivodni
hmotnosti pfi podani maximalni davky (30 mg/kg) vzhledem k omezené rozpustnosti
slouceniny. Nez vSak tato davka miize byt povazovana za nejvyssi tolerovanou davku
v budouci preklinické studii, je tfeba brat v ivahu potencidlni rozdily mezi mysimi kmeny
(Festing 2010).

Pouze maly zlomek budoucich potencidlnich 1é¢iv na bazi inhibice DNA-PK dosel
do faze klinického testovani. Za zminku jisté¢ stoji prvni faze klinickych testi dudlniho
inhibitoru DNA-PK a mTOR kinasy - C-115, kdy byla sledovdna jeho bezpecnost,
farmakokinetika a farmakodynamika u pokrocCilych malignit. C-115 byl pacienty dobie
tolerovany s vyskytem béznych vedlejSich ucinkli jako je unava, nevolnost, snizend chut
k jidlu, trombocytopenie, hyperglykemie a dalsi. Slibné vysledky byly pozorovany u pacienti
s chronickou lymfatickou leukemii a u lymfomu z malych lymfocyti (Munster et al 2019).
V roce 2021 byla vydana studie popisujici prvni fazi klinickych testli inhibitoru DNA-PK
peposertibu (M3814) u pacientti s pokrocilymi solidnimi tumory. Peposertib prokazal mirnou
ucinnost a byl pacienty dobfe tolerovany (Bussel et al. 2021).

Vétsina vyzkumi inhibice DNA-PK se zaméfila na vyvoj nizkomolekularnich latek.
Vsechny tyto studie vSak pfinaseji slibné vysledky v bunécnych systémech in vitro a jsou
stale daleko od klinické aplikace kvili jejich neptiznivym vlastnostem. Dal$i mozna strategie
zacileni DNA-PK je jeji inhibice za pomoci protilatek (Damia 2020). Xiong et al. pouzili
specifickou protilatku ScFv 18-2 konjugovanou s folatem kterd do bunck vstupuje pomoci
endocytézy  zprosttedkované receptorem folatu. Vysledkem byla signifikantni
radiosenzitizace u buné€k rakoviny plic (Xiong et al. 2012).
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Zavér

Hlavnimi cili disertacni prace bylo objasnit potencidlni synergicky ucinek nové
syntetizovanych chinazolinovych a purinovych derivati se standardné¢ pouzivanymi
cytostatiky na vybranych lidskych nadorovych bunéénych liniich a dale prostudovat
mechanismus u¢inku nejucinngjsi latky.

Rozsdhlym screeningem na bunéénych liniich jsme ziskali informaci o cytotoxicité
samotnych derivat. S ohledem na zjisténé vysledky byla pro dalsi testovani vybrana bunécna
linie karcinomu tlustého stieva HT-29, jelikoz samotné derivaty neovlivnily viabilitu bunék.
Vsechny nasledné experimenty pak probihaly na této bunécné linii. V dal§im kroku bylo
ukolem stanovit polovi¢ni inhibi¢ni koncentraci doxorubicinu ubuné¢k HT-29, a tato
koncentrace poté figurovala v navazujicich experimentech.

Srovnanim u¢inku plsobeni samotnych derivati a derivati v kombinaci
s doxorubicinem jsme zaznamenali velmi vyznamny synergicky efekt u chinazolinovych
slouenin 14c¢ a 14d. Sloucenina 14d byla na zdkladé slibnych vysledki podrobena
patentovému fizeni a zaroven nadmi vybrana pro detailni prostudovani mechanismu uc¢inku
na bunécnou linii HT-29. Rovnéz derivaty ze skupiny purinovych inhibitort byly podrobeny
testovani schopnosti potencovat U¢inek doxorubicinu. U péti derivatl na sedmi bunécnych
liniich byl shledan signifikantni synergicky efekt.

Studiem vlivu kombinované terapie standardniho terapeutika a chinazolinového
inhibitoru 14d na distribuci bunécné populace v jednotlivych fazich bunécného cyklu byla
zaznamenana akumulace bun¢k v G2 fazi. Cytotoxické plisobeni kombinaci 1é€iv na viabilitu
bunék zpasobil vyznamné zesileni apoptotického ucinku standardniho chemoterapeutika
doxorubicinu, coz bylo dokdzano zvysSenou aktivitou kaspas. Diky sledovani fosforylace
klicovych proteinli bylo zaroven dokazano, ze nadmi studovany inhibitor neovliviioval
pii odpovédi na poskozeni molekuly DNA drahy kinas ATM a ATR. Testovani in vivo
na samicich outbrednich mysi vykazalo relativné€ nizkou toxicitu a byla stanovena maximalni
tolerovana davka.

Na zavér lze fici, ze vSechny stanovené cile disertacni prace byly uspésné splnény.
Slouc¢enina 14d se projevila jako velmi slibné protinadorové cinidlo, které muze slouzit
naptiklad jako vychozi sloucenina pro vyvoj novych terapeutik zaloZenych
na chemosenzitizaci s vyS$$i kinasovou specificitou.
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